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(54) 발명의 명칭 KH902 (콘베르셉트)의 전달을 위한 아데노-연관 바이러스 및 그의 용도

(57) 요 약

본 개시내용의 측면은 세포 또는 대상체에서 항-혈관 내피 세포 성장 인자 (VEGF) 작용제를 발현하기 위한 조성

물 및 방법에 관한 것이다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용은 캡시드 단백질 (예를 들어, AAV2 변이체, AAV2/3

혼성체 변이체, AAV8 변이체 등), 및 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 트랜스진 및 하나 이상의

조절 서열을 포함하는 rAAV를 제공한다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 조성물은 혈관신생 또는 비정상적

VEGF 활성/신호전달과 연관된 질환을 갖는 대상체를 치료하는데 유용하다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기를 포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스 (rAAV):

(i) AAV 캡시드 단백질로서, 여기서 캡시드 단백질은 AAV2 캡시드 단백질, AAV2/3 혼성체 캡시드 단백질, AAV8

캡시드 단백질 또는 그의 변이체인 AAV 캡시드 단백질; 및

(ii) 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 작용제를 코딩하는 트랜스진을 포함하는 단리된 핵산으로서, 여기서 트

랜스진은 아데노-연관 바이러스 (AAV) 역위 말단 반복부 (ITR)에 의해 플랭킹된 것인 단리된 핵산.

청구항 2 

제1항에 있어서, 항-VEGF 작용제가 인간 VEGF 디코이 수용체인 rAAV.

청구항 3 

제2항에 있어서, 인간 VEGF 디코이 수용체가 인간 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함하는 것인 rAAV.

청구항 4 

제2항에 있어서, 인간 VEGF  디코이 수용체가 인간 VEGF  수용체 2의 세포외 도메인 3  및 4를 포함하는 것인

rAAV.

청구항 5 

제2항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, VEGF 디코이 수용체가 항-혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 및/또는 태반

성장 인자 (PlGF)에 결합할 수 있는 것인 rAAV.

청구항 6 

제1항 또는 제2항에 있어서, 항-VEGF 작용제가 인간 VEGF 수용체 융합 단백질인 rAAV.

청구항 7 

제6항에 있어서, 인간 VEGF 수용체 융합 단백질이 인간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4에 융합된 인간

VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함하는 것인 rAAV.

청구항 8 

제6항에 있어서, 인간 VEGF 수용체 융합 단백질이 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된 인간 VEGF 수용체 1의 세

포외 도메인 2를 포함하는 것인 rAAV.

청구항 9 

제6항에 있어서, 인간 VEGF 수용체 융합 단백질이 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된 인간 VEGF 수용체 2의 세

포외 도메인 3 및 4를 포함하는 것인 rAAV.

청구항 10 

제6항에 있어서, 인간 VEGF 수용체 융합 단백질이 인간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4에 융합되고 이뮤

노글로불린의 Fc 부분에 추가로 융합된 인간 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함하는 것인 rAAV.

청구항 11 

제10항에 있어서, 항-VEGF 작용제가 KH902인 rAAV.
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청구항 12 

제10항 또는 제11항에 있어서, 항-VEGF 작용제가 서열식별번호: 5의 아미노산 서열, 또는 그의 부분과 적어도

50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산

서열을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 13 

제10항 내지 제12항 중 어느 한 항에 있어서, 트랜스진이 서열식별번호: 1의 핵산 서열 또는 그의 코돈 최적화

된 변이체와 적어도 50%,  적어도 60%,  적어도 70%,  적어도 80%,  적어도 90%,  적어도 95%,  적어도 99%  또는

100% 동일한 핵산을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 14 

제6항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 항-VEGF 작용제가 항-혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 및/또는 태반 성

장 인자 (PlGF)에 결합할 수 있는 것인 rAAV.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 단리된 핵산이 트랜스진에 작동가능하게 연결된 프로모터를 추가로

포함하는 것인 rAAV.

청구항 16 

제15항에 있어서, 프로모터가 시토메갈로바이러스 (CMV) 초기 인핸서를 포함하는 것인 rAAV.

청구항 17 

제16항에 있어서,  프로모터가  키메라  시토메갈로바이러스 (CMV)/닭  β-액틴  (CB)  프로모터를 포함하는 것인

rAAV.

청구항 18 

제1항 내지 제17항 중 어느 한 항에 있어서, 트랜스진이 하나 이상의 인트론을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 19 

제18항에 있어서, 적어도 하나의 인트론이 프로모터 및 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 작용제를 코딩하는

핵산 서열 사이에 위치하는 것인 rAAV.

청구항 20 

제1항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, 트랜스진이 코작 서열을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 21 

제20항에 있어서, 코작 서열이 인트론 및 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 작용제를 코딩하는 트랜스진 사이

에 위치하는 것인 rAAV.

청구항 22 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 트랜스진이 3' 비번역된 영역 (3'UTR)을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 23 

제1항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, 트랜스진이 하나 이상의 miRNA 결합 부위를 추가로 포함하는 것인

rAAV.

청구항 24 

제23항에 있어서, 하나 이상의 miRNA 결합 부위가 트랜스진의 3'UTR에 위치하는 것인 rAAV.
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청구항 25 

제23항 또는 제24항에 있어서, 적어도 하나의 miRNA 결합 부위가 면역 세포-연관 miRNA 결합 부위인 rAAV.

청구항 26 

제25항에 있어서, 면역 세포-연관 miRNA가 miR-15a,  miR-16-1,  miR-17,  miR-18a,  miR-19a,  miR-19b-1,  miR-

20a, miR-21, miR-29a/b/c, miR-30b, miR-31, miR-34a, miR-92a-1, miR-106a, miR-125a/b, miR-142-3p, miR-

146a, miR-150, miR-155, miR-181a, miR-223 및 miR-424, miR-221, miR-222, let-7i, miR-148, 및 miR-152로

부터 선택되는 것인 rAAV.

청구항 27 

제1항 내지 제26항 중 어느 한 항에 있어서, ITR이 AAV1 ITR, AAV2 ITR, AAV3 ITR, AAV4 ITR, AAV5 ITR, 및

AAV6 ITR로 이루어진 군으로부터 선택되는 혈청형의 아데노-연관 바이러스 ITR인 rAAV.

청구항 28 

제1항 내지 제27항 중 어느 한 항에 있어서, 단리된 핵산이 서열식별번호: 2의 핵산 서열과 적어도 80%, 90%,

99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 29 

제1항 내지 제28항 중 어느 한 항에 있어서, 캡시드 단백질이 v224 캡시드 단백질, v326 캡시드 단백질, v358

캡시드 단백질, v46 캡시드 단백질, v56 캡시드 단백질, v66 캡시드 단백질, v67 캡시드 단백질, v81 캡시드 단

백질,  v439  캡시드  단백질,  v453  캡시드  단백질,  v513  캡시드  단백질,  v551  캡시드  단백질,  v556  캡시드

단백질, v562  캡시드 단백질, 또는 v598  캡시드 단백질의 아미노산 서열과 적어도 50%,  적어도 60%,  적어도

70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 30 

제29항에 있어서, 캡시드 단백질이 v224 캡시드 단백질, v326 캡시드 단백질, 또는 v56 캡시드 단백질의 아미노

산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 99% 또는 100%

동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 31 

제1항 내지 제30항 중 어느 한 항에 있어서, 캡시드 단백질이 안구 조직에 대한 향성을 갖는 것인 rAAV.

청구항 32 

제35항에 있어서, 안구 조직이 안구 뉴런, 망막, 공막, 맥락막, 망막, 유리체, 황반, 중심와, 시신경 유두, 수

정체, 동공, 홍채, 방수, 각막, 결막 섬모체, 또는 시신경을 포함하는 것인 rAAV.

청구항 33 

제1항 내지 제32항 중 어느 한 항에 있어서, rAAV가 단일-가닥 AAV (ssAAV) 또는 자기-상보적 AAV (scAAV)인

rAAV.

청구항 34 

제1항 내지 제33항 중 어느 한 항에 있어서, 캡시드 단백질 변이체가 이들이 유래되는 야생형 캡시드 단백질과

비교하여 rAAV 패키징 효율을 증가시킬 수 있는 것인 rAAV.

청구항 35 

제34항에 있어서, AAV2 캡시드 단백질 변이체가 야생형 AAV2 캡시드 단백질과 비교하여 rAAV 패키징 효율을 적

어도 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배, 9배, 10배 또는 그 초과 증가시킬 수 있는 것인 rAAV.

청구항 36 
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제34항에 있어서, AAV2/3 혼성체 캡시드 단백질 변이체가 야생형 AAV3b 캡시드 단백질과 비교하여 rAAV 패키징

효율을 적어도 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배, 9배, 10배 또는 그 초과 증가시킬 수 있는 것인 rAAV.

청구항 37 

하기를 포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스:

(i) rAAV 캡시드 단백질로서, 여기서 캡시드 단백질은 AAV8 캡시드 단백질, AAV2 캡시드 단백질 및/또는 AAV2/3

혼성체 캡시드 단백질의 변이체 또는 그의 변이체인 rAAV 캡시드 단백질; 및

(ii) 5'에서 3' 순서로 하기를 포함하는 핵산을 포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스 (rAAV) 벡터:

(a) 5' AAV ITR;

(b) CMV 인핸서;

(c) CBA 프로모터;

(d) 닭 베타-액틴 인트론;

(d) 코작 서열;

(e) 항-VEGF 작용제를 코딩하는 트랜스진으로서, 여기서 항-VEGF 작용제는 서열식별번호: 1에서의 핵산 서열에

의해 코딩되는 것인 트랜스진;

(f) 토끼 베타-글로빈 폴리A 신호 꼬리; 및

(g) 3' AAV ITR.

청구항 38 

제1항 내지 제37항 중 어느 한 항의 rAAV를 포함하는 숙주 세포.

청구항 39 

제38항에 있어서, 숙주 세포가 포유동물 세포, 효모 세포, 박테리아 세포, 또는 곤충 세포인 숙주 세포.

청구항 40 

제1항 내지 제37항 중 어느 한 항의 rAAV를 포함하는 제약 조성물.

청구항 41 

제40항에 있어서, 제약상 허용되는 담체를 추가로 포함하는 제약 조성물.

청구항 42 

제40항 또는 제41항에 있어서, 제약 조성물이 유리체내 주사, 정맥내 주사, 종양내 주사, 기질내 주사, 또는 근

육내 주사를 위해 제제화되는 것인 제약 조성물.

청구항 43 

VEGF 또는 PlGF 활성의 억제를 필요로 하는 대상체에서 VEGF 또는 PlGF 활성을 억제하는 방법으로서,

제1항 내지 제37항 중 어느 한 항의 rAAV 또는 제40항 내지 제42항 중 어느 한 항의 제약 조성물의 유효량을 대

상체에게 투여하는 것을 포함하는 방법.

청구항 44 

항-VEGF 작용제의 전달을 필요로 하는 대상체에서 항-VEGF 작용제를 전달하는 방법으로서,

제1항 내지 제37항 중 어느 한 항의 rAAV 또는 제40항 내지 제42항 중 어느 한 항의 제약 조성물의 유효량을 대

상체에게 투여하는 것을 포함하는 방법.

청구항 45 
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신생혈관화 연관 질환, 혈관신생 연관 질환 또는 VEGF 연관 질환의 치료를 필요로 하는 대상체에서 신생혈관화

연관 질환, 혈관신생 연관 질환 또는 VEGF 연관 질환을 치료하는 방법으로서,

제1항 내지 제37항 중 어느 한 항의 rAAV 또는 제40항 내지 제42항 중 어느 한 항의 제약 조성물의 유효량을 대

상체에게 투여하는 것을 포함하는 방법.

청구항 46 

제1항 내지 제37항 및 제40항 내지 제42항 중 어느 한 항에 있어서, VEGF 활성의 억제를 필요로 하는 대상체에

서 VEGF 활성을 억제하는데 있어서의 용도를 위한 rAAV 또는 제약 조성물.

청구항 47 

제1항 내지 제37항 및 제40항 내지 제42항 중 어느 한 항에 있어서, 항-VEGF 작용제의 전달을 필요로 하는 대상

체에서 항-VEGF 작용제를 전달하는데 있어서의 용도를 위한 rAAV 또는 제약 조성물.

청구항 48 

제1항 내지 제37항 및 제40항 내지 제42항 중 어느 한 항에 있어서, 신생혈관화 연관 질환, 혈관신생 연관

질환, 또는 VEGF-연관 질환의 치료를 필요로 하는 대상체에서 신생혈관화 연관 질환, 혈관신생 연관 질환, 또는

VEGF-연관 질환을 치료하는데 있어서의 용도를 위한 rAAV 또는 제약 조성물.

청구항 49 

제43항 내지 제48항 중 어느 한 항에 있어서, 항-VEGF 작용제의 전달이 VEGF 활성의 적어도 10%, 적어도 20%,

적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 또는 100% 억제를 발

생시키는 것인 방법 또는 용도.

청구항 50 

제43항 내지 제49항 중 어느 한 항에 있어서, 대상체가 비-인간 포유동물인 방법 또는 용도.

청구항 51 

제50항에 있어서, 비-인간 포유동물이 마우스, 래트, 고양이, 개, 양, 토끼, 말, 소, 염소, 돼지, 기니 피그,

햄스터, 닭, 칠면조, 또는 비-인간 영장류인 방법 또는 용도.

청구항 52 

제43항 내지 제49항 중 어느 한 항에 있어서, 대상체가 인간인 방법 또는 용도.

청구항 53 

제52항에 있어서, 대상체가 혈관신생 연관 질환 또는 VEGF 연관 질환을 갖는 것으로 진단되거나 의심되는 것인

방법 또는 용도.

청구항 54 

제53항에 있어서, VEGF 연관 질환이 종양, 암, 망막병증, 습성 연령-관련 황반 변성 (wAMD), 황반 부종, 맥락막

신생혈관화, 또는 각막 신생혈관화인 방법 또는 용도.

청구항 55 

제43항 내지 제54항 중 어느 한 항에 있어서, 투여가 전신 투여이며, 임의로 여기서 투여가 정맥내 주사인 방법

또는 용도.

청구항 56 

제43항 내지 제55항 중 어느 한 항에 있어서, 투여가 안구 조직에의 직접 투여이며, 임의로 여기서 직접 투여가

유리체내 주사, 안구내 주사, 기질내 주사, 또는 국소 투여인 방법 또는 용도.

공개특허 10-2023-0061441

- 7 -



청구항 57 

제43항 내지 제56항 중 어느 한 항에 있어서, 투여가 안구 조직에의 트랜스진의 전달을 발생시키는 것인 방법

또는 용도.

청구항 58 

제57항에 있어서, 안구 조직이 안구 뉴런, 망막, 공막, 맥락막, 망막, 유리체, 황반, 중심와, 시신경 유두, 수

정체, 동공, 홍채, 방수, 각막, 결막 섬모체, 또는 시신경을 포함하는 것인 방법 또는 용도.

청구항 59 

제43항 내지 제58항 중 어느 한 항에 있어서, 투여가 투여 후 적어도 5일, 10일, 15일, 20일, 1개월, 2개월, 또

는 그 초과 동안 대상체에서 VEGF의 억제를 발생시키는 것인 방법 또는 용도.

청구항 60 

각막 신생혈관화 (CoNV)의 치료를 필요로 하는 대상체에서 CoNV를 치료하는 방법으로서, 제1항 내지 제37항 중

어느 한 항의 rAAV 또는 제40항 내지 제42항 중 어느 한 항의 제약 조성물의 유효량을 대상체에게 투여하는 것

을 포함하는 방법.

청구항 61 

제60항에 있어서, rAAV가 AAV8 캡시드 단백질을 포함하는 것인 방법.

청구항 62 

제60항 또는 제61항에 있어서, 투여가 각막 세포에서 항-VEGF 작용제의 전달을 발생시키는 것인 방법.

청구항 63 

제62항에 있어서, 투여가 각막의 각막세포에서 항-VEGF 작용제의 전달을 발생시키는 것인 방법.

청구항 64 

제60항 내지 제63항 중 어느 한 항에 있어서, rAAV가 1회 투여되는 것인 방법.

청구항 65 

제60항 내지 제64항 중 어느 한 항에 있어서, 투여가 3개월, 6개월, 1년 초과, 또는 그 초과 동안 각막 세포에

서 항-VEGF 작용제의 발현을 발생시키는 것인 방법.

청구항 66 

제35항에 있어서, 투여가 투여 후 1개월, 2개월, 3개월, 6개월, 1년 또는 그 초과 동안 대상체에서 VEGF의 억제

를 발생시키는 것인 방법.

청구항 67 

제60항 내지 제66항 중 어느 한 항에 있어서, 투여가 기질내 주사인 방법.

청구항 68 

제60항 내지 제67항 중 어느 한 항에 있어서, 대상체가 인간인 방법.

청구항 69 

제60항 내지 제68항 중 어느 한 항에 있어서, 각막 신생혈관화가 급성 각막 신생혈관화 또는 만성 각막 신생혈

관화인 방법.

발명의 설명

공개특허 10-2023-0061441

- 8 -



기 술 분 야

관련 출원[0001]

본 출원은 발명의 명칭이 "KH902 (콘베르셉트)의 전달을 위한 아데노-연관 바이러스 및 그의 용도"인 2021년 4[0002]

월 26일에 출원된 미국 가출원 일련 번호 63/179,700, 및 발명의 명칭이 "KH902 (콘베르셉트)의 전달을 위한 아

데노-연관 바이러스 및 그의 용도"인 2020년 9월 3일에 출원된 미국 가출원 일련 번호 63/074,361의 출원일의

35 U.S.C. 119(e) 하의 우선권을 주장하며, 이들의 각각의 전체 내용은 본원에 참조로 포함된다.

배 경 기 술

KH902는 항-VEGF 치료를 위해 현재 임상 시험 중인 혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 수용체 융합 단백질이다.  항-[0003]

VEGF 요법에 있어서의 현재의 난제는 효능을 지속시키기 위한 반복된 주사 및 항-VEGF 약물의 및 장기-작용 제

제에 대한 필요를 포함한다.  따라서, 표적화된 세포 및/또는 조직 내로의 항-VEGF 작용제의 장기 전달을 위한

신규한 방법의 개발에 대한 필요가 있다.

발명의 내용

본 개시내용의 측면은 세포 및/또는 조직 (예를 들어, 대상체의 세포)에의 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)[0004]

의 전달을 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다.  본 개시내용은, 부분적으로, 항-VEGF  작용제 (예를 들어,

KH902)를 코딩하는 트랜스진을 발현하도록 조작된 rAAV에 기반한다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 하기를 포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스 (rAAV)를 제공한다: (i) AAV 캡시[0005]

드 단백질로서, 여기서 캡시드 단백질은 AAV2 캡시드 단백질, AAV2/3 혼성체 캡시드 단백질, AAV8 캡시드 단백

질의 변이체인 AAV 캡시드 단백질; 및 (ii) 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 작용제를 코딩하는 트랜스진을

포함하는 단리된 핵산으로서, 여기서 트랜스진은 아데노-연관 바이러스 (AAV) 역위 말단 반복부 (ITR)에 의해

플랭킹된 것인 단리된 핵산.

일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 인간 VEGF 디코이 수용체이다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 디코이 수[0006]

용체는 인간 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 디코이 수용체는 인

간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4를 포함한다.  일부 실시양태에서, VEGF 디코이 수용체는 항-혈관 내

피 성장 인자 (VEGF) 및/또는 태반 성장 인자 (PlGF)에 결합할 수 있다.

일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 인간 VEGF 수용체 융합 단백질이다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 수용[0007]

체 융합 단백질은 인간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4에 융합된 인간 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2

를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 수용체 융합 단백질은 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된 인간

VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 수용체 융합 단백질은 이뮤노글

로불린의 Fc 부분에 융합된 인간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간

VEGF 수용체 융합 단백질은 인간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4에 융합되고 이뮤노글로불린의 Fc 부분

에 추가로 융합된 인간 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는

KH902이다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 서열식별번호(SEQ ID NO): 5의 아미노산 서열, 또는 그의 부

분과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 90%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 서열식별번호: 1의 핵산 서열 또는 그의 코돈 최적화된 변이체와 적어도 50%,

적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 90%, 99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서,

항-VEGF 작용제는 항-혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 및/또는 태반 성장 인자 (PlGF)에 결합할 수 있다.

일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 트랜스진에 작동가능하게 연결된 프로모터를 추가로 포함한다.  일부 실시양[0008]

태에서, 프로모터는 시토메갈로바이러스 (CMV) 초기 인핸서를 포함한다.  일부 실시양태에서, 프로모터는 키메

라 시토메갈로바이러스 (CMV)/닭 β-액틴 (CB) 프로모터이다.  일부 실시양태에서, 트랜스진은 하나 이상의 인

트론을 포함한다.  일부 실시양태에서, 적어도 하나의 인트론은 프로모터 및 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF)

작용제를 코딩하는 핵산 서열 사이에 위치한다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 코작(Kozak) 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 코작 서열은 인트론 및 항-[0009]

혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 작용제를 코딩하는 트랜스진 사이에 위치한다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 3' 비번역된 영역 (3'UTR)을 포함한다.  일부 실시양태에서, 트랜스진은 하나[0010]

이상의 miRNA 결합 부위를 추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 하나 이상의 miRNA 결합 부위는 트랜스진의
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3'UTR에  위치한다.   일부  실시양태에서,  적어도  하나의  miRNA  결합  부위는  면역  세포-연관  miRNA  결합

부위이다.  일부 실시양태에서, 면역 세포-연관 miRNA는 miR-15a, miR-16-1, miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-

19b-1, miR-20a, miR-21, miR-29a/b/c, miR-30b, miR-31, miR-34a, miR-92a-1, miR-106a, miR-125a/b, miR-

142-3p, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-181a, miR-223 및 miR-424, miR-221, miR-222, let-7i, miR-148,

및 miR-152로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, ITR은 AAV1 ITR, AAV2 ITR, AAV3 ITR, AAV4 ITR, AAV5 ITR, 및 AAV6 ITR로 이루어진 군으[0011]

로부터 선택되는 혈청형의 아데노-연관 바이러스 ITR이다.

일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 서열식별번호: 2의 핵산 서열과 적어도 80%, 90%, 99% 또는 100% 동일한 핵[0012]

산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 v224 캡시드 단백질, v326 캡시드 단백질, v358 캡시드 단백질, v46 캡시[0013]

드 단백질, v56 캡시드 단백질, v66 캡시드 단백질, v67 캡시드 단백질, v81 캡시드 단백질, v439 캡시드 단백

질, v453 캡시드 단백질, v513 캡시드 단백질, v551 캡시드 단백질, v556 캡시드 단백질, v562 캡시드 단백질,

또는 v598 캡시드 단백질의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적

어도 95%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 v224

캡시드 단백질, v326 캡시드 단백질, 또는 v56 캡시드 단백질의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어

도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부

실시양태에서, 캡시드 단백질은 안구 조직에 대한 향성을 갖는다.  일부 실시양태에서, 안구 조직은 안구 뉴런,

망막,  공막,  맥락막,  망막,  유리체,  황반,  중심와,  시신경  유두,  수정체,  동공,  홍채,  방수,  각막,  결막

섬모체, 또는 시신경을 포함한다.

일부 실시양태에서, rAAV는 단일-가닥 AAV (ssAAV) 또는 자기-상보적 AAV (scAAV)이다.[0014]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질 변이체는 이들이 유래되는 야생형 캡시드 단백질과 비교하여 rAAV 패키징 효[0015]

율을 증가시킬 수 있다.  일부 실시양태에서, AAV2 캡시드 단백질 변이체는 야생형 AAV2 캡시드 단백질과 비교

하여 rAAV 패키징 효율을 적어도 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배, 9배, 10배 또는 그 초과 증가시킬

수 있다.  일부 실시양태에서, AAV2/3 혼성체 캡시드 단백질 변이체는 야생형 AAV3b 캡시드 단백질과 비교하여

rAAV 패키징 효율을 적어도 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배, 9배, 10배 또는 그 초과 증가시킬 수 있

다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 하기를 포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스를 제공한다: (i) rAAV 캡시드 단[0016]

백질로서, 여기서 캡시드 단백질은 AAV8 캡시드 단백질, AAV2 캡시드 단백질 및/또는 AAV2/3 혼성체 캡시드 단

백질의 변이체인 rAAV 캡시드 단백질; 및 (ii) 5'에서 3' 순서로: (a) 5' AAV ITR; (b) CMV 인핸서; (c) CBA

프로모터; (d) 닭 베타-액틴 인트론; (e) 코작 서열; (f) 항-VEGF 작용제를 코딩하는 트랜스진으로서, 여기서

항-VEGF 작용제는 서열식별번호: 1에서의 핵산 서열에 의해 코딩되는 것인 트랜스진; (g) 토끼 베타-글로빈 폴

리A 신호 꼬리; 및 (h) 3' AAV ITR을 포함하는 핵산을 포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스 (rAAV) 벡터.

일부 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 바와 같은 rAAV를 포함하는 숙주 세포를 제공한다.  일부 실시양[0017]

태에서, 숙주 세포는 포유동물 세포, 효모 세포, 박테리아 세포, 또는 곤충 세포이다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 바와 같은 rAAV를 포함하는 제약 조성물을 제공한다.  일부 실시[0018]

양태에서, 제약 조성물은 제약상 허용되는 담체를 추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 제약 조성물은 유리체

내 주사, 정맥내 주사, 종양내 주사, 또는 근육내 주사를 위해 제제화된다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 VEGF 또는 PlGF 활성의 억제를 필요로 하는 대상체에서 VEGF 또는 PlGF 활성을[0019]

억제하는 방법으로서, 본원에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 제약 조성물의 유효량을 대상체에게 투여하는 것을

포함하는 방법을 제공한다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 항-VEGF 작용제의 전달을 필요로 하는 대상체에서 항-VEGF 작용제를 전달하는 방[0020]

법으로서, 본원에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 제약 조성물의 유효량을 대상체에게 투여하는 것을 포함하는 방

법을 제공한다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 신생혈관화 연관 질환, 혈관신생 연관 질환, 또는 VEGF 연관 질환의 치료를 필요[0021]

로 하는 대상체에서 신생혈관화 연관 질환, 혈관신생 연관 질환, 또는 VEGF 연관 질환을 치료하는 방법으로서,

본원에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 제약 조성물의 유효량을 대상체에게 투여하는 것을 포함하는 방법을 제공한
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다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 VEGF 활성의 억제를 필요로 하는 대상체에서 VEGF 활성을 억제하는데 있어서의[0022]

용도를 위한 rAAV, 또는 rAAV를 포함하는 조성물로서, 여기서 rAAV는 아데노-연관 바이러스 (AAV) 캡시드 단백

질 (예를 들어, AAV 2 변이체 또는 AAV2/3 혼성체 변이체) 및 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는

트랜스진을 포함하는 단리된 핵산을 포함하는 것인 rAAV, 또는 rAAV를 포함하는 조성물을 제공한다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 항-VEGF 작용제의 전달을 필요로 하는 대상체에서 항-VEGF 작용제를 전달하는데[0023]

있어서의 용도를 위한 rAAV, 또는 rAAV를 포함하는 조성물로서, 여기서 rAAV는 아데노-연관 바이러스 (AAV) 캡

시드 단백질 (예를 들어, AAV 2 변이체 또는 AAV2/3 혼성체 변이체) 및 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를

코딩하는 트랜스진을 포함하는 단리된 핵산을 포함하는 것인 rAAV, 또는 rAAV를 포함하는 조성물을 제공한다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 신생혈관화 연관 질환, 혈관신생 연관 질환, 또는 VEGF-연관 질환의 치료를 필요[0024]

로 하는 대상체에서 신생혈관화 연관 질환, 혈관신생 연관 질환, 또는 VEGF-연관 질환을 치료하는데 있어서의

용도를 위한 rAAV, 또는 rAAV를 포함하는 조성물로서, 여기서 rAAV는 아데노-연관 바이러스 (AAV) 캡시드 단백

질 (예를 들어, AAV 2 변이체 또는 AAV2/3 혼성체 변이체) 및 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는

트랜스진을 포함하는 단리된 핵산을 포함하는 것인 rAAV, 또는 rAAV를 포함하는 조성물을 제공한다.

일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제의 전달은 VEGF 활성의 적어도 10%, 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%,[0025]

적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 또는 100% 억제를 발생시킨다.

일부 실시양태에서, 대상체는 비-인간 포유동물이다.  일부 실시양태에서, 비-인간 포유동물은 마우스, 래트,[0026]

고양이, 개, 양, 토끼, 말, 소, 염소, 돼지, 기니 피그, 햄스터, 닭, 칠면조, 또는 비-인간 영장류이다.  일부

실시양태에서, 대상체는 인간이다.

일부 실시양태에서, 대상체는 혈관신생 연관 질환 또는 VEGF 연관 질환을 갖거나 가질 것으로 의심된다.  일부[0027]

실시양태에서, VEGF 연관 질환은 종양, 암, 망막병증, 습성 연령-관련 황반 변성 (wAMD), 황반 부종, 맥락막 신

생혈관화, 또는 각막 신생혈관화이다.

일부 실시양태에서, 투여는 전신 투여이며, 임의로 여기서 투여는 정맥내 주사이다.  일부 실시양태에서, 투여[0028]

는 안구 조직에의 직접 투여이며, 임의로 여기서 직접 투여는 유리체내 주사, 안구내 주사 또는 국소 투여이다.

일부 실시양태에서, 투여는 안구 조직에의 트랜스진의 전달을 발생시킨다.  일부 실시양태에서, 안구 조직은 안[0029]

구 뉴런, 망막, 공막, 맥락막, 망막, 유리체, 황반, 중심와, 시신경 유두, 수정체, 동공, 홍채, 방수, 각막, 결

막 섬모체, 또는 시신경을 포함한다.

일부 실시양태에서, 투여는 투여 후 적어도 5일, 10일, 15일, 20일, 1개월, 2개월, 또는 그 초과 동안 대상체에[0030]

서 VEGF의 억제를 발생시킨다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 각막 신생혈관화 (CNV)의 치료를 필요로 하는 대상체에서 CNV를 치료하는 방법으[0031]

로서, 본원에 기재된 rAAV 또는 제약 조성물의 유효량을 대상체에게 투여하는 것을 포함하는 방법을 제공한다.

일부 실시양태에서, rAAV는 AAV8 캡시드 단백질을 포함한다.  일부 측면에서, 본 개시내용은 각막 신생혈관화

(CNV)의 감소를 필요로 하는 대상체에서 CNV를 감소시키는 (예를 들어, 비치료된 대상체, 또는 투여 전의 대상

체에서에 비해 CNV를 감소시키는) 방법으로서, 본원에 기재된 rAAV 또는 제약 조성물의 유효량을 대상체에게 투

여하는 것을 포함하는 방법을 제공한다.  일부 실시양태에서, rAAV는 AAV8 캡시드 단백질을 포함한다.

일부 실시양태에서, 투여는 각막 세포에서 항-VEGF 작용제의 전달을 발생시킨다.  일부 실시양태에서, 투여는[0032]

각막의 각막세포에서 항-VEGF 작용제의 전달을 발생시킨다.

일부 실시양태에서, rAAV는 1회 투여된다.  일부 실시양태에서, 투여는 3개월, 6개월, 1년 초과, 또는 그 초과[0033]

동안 각막 세포에서 항-VEGF 작용제의 발현을 발생시킨다.  일부 실시양태에서, 투여는 투여 후 1개월, 2개월,

3개월,  6개월,  1년  또는  그  초과  동안  대상체에서  VEGF  (예를  들어,  VEGF  발현  또는  활성)의  억제를

발생시킨다.  일부 실시양태에서, 투여는 기질내 주사이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 인간이다.  일부 실

시양태에서, 각막 신생혈관화는 급성 각막 신생혈관화 또는 만성 각막 신생혈관화이다.

도면의 간단한 설명

도 1a-1c는 rAAV-CBA-KH902 벡터 및 서열을 제시한다.  발현된 rAAV 벡터는 분비된 KH902 (콘베르셉트)를 발현[0034]

하고, CMV 인핸서 및 닭 β-액틴 프로모터 (CBA) 카세트에 의해 유도된다.  코작 서열을 또한 시작 코돈의 5'에
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서 디자인하여 번역 개시를 증진시켰다.  플라스미드의 지도 도해 (도 1a) 및 판독 가닥 서열 (도 1b, 서열식별

번호: 3)이 제시된다.  5'-ITR 및 3'-ITR을 포함하고 그에 의해 포괄되는 서열은 AAV 비리온 내로 패키징된다

(도 1c).

도 2는 AAV-KH902-감염된 RPE-컨디셔닝된 배지의 웨스턴 블롯 분석을 제시한다.  상기 각각의 레인으로 표지된

지정된 조건에 대한 15 μl의 ARPE-19- (좌측) 또는 hTERT-RPE1- (우측) 컨디셔닝된 배지를 PAGE로 처리하였다.

반-건조 전달 후, 막을 항-VEGFR1 항체 (알앤디 시스템스(R&D Systems) BAF321)로 블롯팅으로 처리하였다.  20

ng의 KH902 약물 (마지막 레인)은 각각의 블롯에 대한 참조물로서 포함되었다.

도 3a-3c는 AAV-KH902 벡터의 시험관내 기능적 입증을 제시한다.  KH902; 또는 AAV2-KH902 또는 대조군 GFP 벡

터로 감염된 RPE 세포의 컨디셔닝된 배지 (1:10 희석됨)의 존재 하에서, VEGF-자극된 (25 ng/mL) HUVEC의 혈관

신생 또는 증식 능력.  항-VEGF 활성을 각각 관 형성 검정 (도 3a 및 3b)에 의해 또는 CCK-8 활성 (도 3c)에 의

해 정량화하였다.  *, p < 0.01; **, p < 0.001; ***, p < 0.0001.

도 4는 유리체내 rAAV2-KH902 주사가 정상적인 망막 혈관 발달을 방지함을 제시한다.  신생아 마우스 새끼 (P0-

P3)를 rAAV2-KH902로 유리체내 투여에 의해 주사하였다.  마우스를 정상산소 조건 (~21% O2)에서 키우고, >P18

에서 희생시켰다.  망막을 마운팅하고, PECAM 항체 (내피 세포), 또는 DAPI (DNA) 및 PNA (광수용체)로 염색하

고, 신경절 세포 측 (상부 패널) 또는 광수용체 측 (하부 패널)으로부터 영상화하였다.

도 5a-5c는 유리체내 rAAV2-KH902 주사가 미숙아 망막병증에서 망막 부종을 방지함을 제시한다.  신생아 마우스

(P0-P3)를 rAAV2-KH902로 주사하고, 정상산소 조건 (~21% O2)에서 대략 4일 동안 키우고, 이어서 산소과잉 조건

(75% O2)으로 대략 1주 동안 처리하였다.  P12-P18에서, 마우스를 정상산소 조건으로 6일 동안 되돌리고, 희생

시켰다.   (도  5a)  망막을  마운팅하고,  항-이소렉틴  B4  (혈관  염색)  및  항-PECAM  항체  (내피  세포)로

염색하였다.  각각의 처리 그룹 (n=6)을 분석하고, 부종의 발생 (도 5b) 및 낭종의 수 (도 5c)에 대해 도표화하

였다.

도 6a-6b는 산소-유도된 망막병증 마우스 모델에서 rAAV2-KH902의 평가를 제시한다.  도 6a는 rAAV2-EGFP (좌측

칼럼) 및 5:1 비 혼합물로의 rAAV2-KH902:rAAV2-EGFP (우측 칼럼)로 주사되고, 절개 직후 영상화된 눈의 명시야

영상을 제시한다.  동일한 열에서의 눈은 동일한 동물로부터의 것이고, 따라서, rAAV2-Egfp 주사된 눈은 개별적

동물 내의 병리증상 유도의 정도에 대한 대조군으로서 역할을 한다.  도 6b는 대표적인 마우스로부터의 눈의 형

광 영상화를 이어서 플랫-마운팅하고, 이소렉틴-B4에 대해 염색하였음을 제시한다.  양성 형질도입의 영역은

EGFP 발현에 의해 표시된다.  rAAV2-KH902는 정상적인 혈관 발달 및 동맥류 결절을 감소시키며; 즉, 강한 EGFP

발현은 감소된 망막 혈관구조를 갖는다.  동맥류 결절의 예는 하부 패널 (화살표)에 지시된다.

도 7a-7b는 산소-유도된 망막병증 마우스 모델에서의 rAAV8-KH902의 평가를 제시한다.  도 7a는 rAAV8-EGFP (좌

측 칼럼) 및 5:1 비 혼합물로의 rAAV8-KH902:rAAV8-EGFP (우측 칼럼)로 주사되고, 절개 직후 영상화된 눈의 명

시야 영상을 제시한다.  동일한 열에서의 눈은 동일한 동물로부터의 것이고, 따라서, rAAV8-Egfp 주사된 눈은

개별적 동물 내의 병리증상 유도의 정도에 대한 대조군으로서 역할을 한다.  도 7b는 대표적인 마우스로부터의

눈의 형광 영상화를 이어서 플랫-마운팅하고, 이소렉틴-B4에 대해 염색하였음을 제시한다.  양성 형질도입의 영

역은 EGFP 발현에 의해 표시된다.  rAAV8-KH902는 정상적인 혈관 발달을 감소시키지 않으며, 단지 동맥류 결절

의 형성에 중간 정도로 영향을 미친다.

도 8은 병리증상을 갖는 rAAV 처리된 눈의 백분율을 제시한다.  도 6a-6b 및 7a-7b에서의 마우스 눈을 부종 또

는 구제에 대해 점수화하였다.  실험 그룹: rAAV2, n=10; rAAV8, n=10.

도 9a-9b는 AAV2 및 AAV2/3-혼성체 캡시드 변이체 및 EGFP를 코딩하는 핵산을 포함하는 rAAV로 주사된 마우스

눈의 검안경검사를 제시한다.  CB6-EGFP를 패키징하는 8개의 AAV2 변이체 (v224, v326, v358, v46, v56, v66,

v67, 및 v81) 및 7개의 AAV2/3 혼성체 변이체 (v439, v453, v513, v551, v556, v562, 및 v598) 유리체내 투여

를 통해 주사하였다.  대표적인 눈을 주사 후 2주 (도 9a)) 및 4주 (도 9b)에서 영상화하였다.  3개의 캡시드

v56, v224, v326 (별표에 의해 표시됨)을 선택하여 KH902를 패키징하였다.  평가된 눈의 수 (EGFP-양성 눈의 수

/ 모든 눈의 수)는 각각의 현미경사진의 하부 우측 코너에 언급된다.

도 10은 rAAV.v224에 의해 패키징된 벡터화된 KH902로의 레이저 손상-유도된 CNV의 처리를 제시한다.  마우스

눈을 레이저 손상으로 처리하여 맥락막 신생혈관 (CNV) 사건을 유도하였다.  손상 후 5일에, 유리체내 rAAV 주

사를 수행하였다.  GFP  및 v224-KH902를 코딩하는 대조군 캡시드 후의 잔류 CNV의 종적 분석을 수행하였다.

rAAV v224-KH902는 레이저 손상 후 CNV에 대한 수를 손상 후 20일에 80 퍼센트 미만으로 감소시킬 수 있다.  데
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이터는 90% 신뢰도에서의 평균±ME를 나타낸다.

도 11은 rAAV v224-KH902가 눈에서의 혈관구조 내로의 면역 세포 침윤과 연관된 눈에서의 병변을 유발하지 않음

을 제시한다.

도 12는 조-용해물 PCR을 통한 시험관내 패키징 수율 평가를 제시한다.  AAV2 변이체 (상부 패널), AAV2/3 변이

체 (중간 패널), 및 AAV8 변이체 (하부 패널)에 대한 상대 패키징 수율을 제시하는 폭포 플롯.  각각의 캡시드

에 대한 패키징 수율 값은 그들의 원형적 형태: 각각 AAV2, AAV3b, 및 AAV8에 의해 부여된 수율의 백분율로서

표현된다.  캡시드 변이체 v56은 AAV2에 비해 9.42배 증가를 나타내었고; v224는 AAV2에 비해 8.96배 증가를 나

타내었고, v326은 AAV2에 비해 9.79배 증가를 나타내었다.  제시된 캡시드의 총 수는 x-축 상에 제시된다.

AAV2/3 혼성체 변이체는 또한 AAV3b에 비해 2 내지 8배 증가를 나타내었다.

도 13a-13f는 rAAV8-eGFP로의 기질내 및 결막하 주사 사이의 각막 형질도입의 비교를 제시한다.  도 13a-13c는

마우스 각막의 기질내 주사를 제시한다.  도 13d-13f는 결막하 주사를 제시한다.  도 13b 및 13e는 eGFP 신호가

rAAV8 (각막당 4 μl 중 1.6x10
10
 GC)로의 기질내 주사 후 2주에서의 라이브 동물 영상화에 의해 검출되었음을

제시한다.  점선 원은 마우스 각막의 연부를 나타낸다.  도 13c, 13f는 각각 도 13b 및 13e로부터의 대표적인

횡단면에서의 eGFP 발현의 형광 현미경검사를 제시한다.  화살표는 주사의 부위를 획정한다.  GC: 게놈 카피.

도 14a-14c는 rAAV2- 및 rAAV8-매개 KH902 발현 동역학 및 세포 향성을 제시한다.  도 14a는 rAAV2- 및 rAAV8-

매개 eGFP 발현이 기질내 주사 후 3개월 (12주)까지, 상이한 시점에서 라이브 영상화 현미경검사에 의해 동일한

강도로 검출되었음을 제시한다.  점선 원은 마우스 각막의 연부를 나타낸다.  도 14b는 rAAV8 및 rAAV2 벡터-처

리된 마우스 각막에서의 상대 KH902 mRNA 발현을 제시한다 (***p<0.001, ****p<0.0001).  데이터는 평균±SEM

으로서 제시된다, n=3.  도 14c는 rAAV2 및 rAAV8로의 각막 섹션에서의 세포 특이성의 조직학적 분석을 제시한

다.  (i, ii) rAAV2- 및 rAAV8-매개 eGFP 발현으로의 기질내 주사 후 2주에서의 마우스 각막의 항-비멘틴 염색.

비멘틴 표지된 각막세포로 공동-국재화된 각막 기질에서의 eGFP 신호.  (iii, v) 각각 rAAV8 또는 PBS로 기질내

로 처리된 각막의 섹션에서의 항-인간 IgG (H+L) 표지화 KH902 단백질.  (iv) 항-비멘틴 공동-염색 (적색)으로

공동-염색된 패널 iii에서의 파선-박스 영역의 보다 높은 배율.  배율 a, b 및 d: 400X.  스케일 바, 25 μm.

배율 c: 200X.  스케일 바, 500 μm.  Epi: 상피 층; Endo: 내피 층.  모든 상기 실험에 대한 각각의 rAAV 벡

터의 용량은 각막당 4 μl PBS 중 1.6x10
10
 GC였다.

도 15a-15d는 중심 각막 두께 (CCT)의 측정 및 rAAV2 및 rAAV8 벡터에 대한 면역 반응을 제시한다.  도 15a는

각막당 4 μl 중 1.6x10
10
 GC의 용량으로 PBS, rAAV2-KH902 및 rAAV8-eGFP/KH902의 주사 전, 주사 직후, 및 주

사 후 제1주, 제2주 및 제12주에서의 각막의 OCT 영상을 제시한다.  도 15b는 도 15a 영상으로부터 측정된 중심

각막 두께의 정량적 분석을 제시한다.  도 15c는 단핵구/대식세포 (CD11b, F4/80, 적색)에 대한 면역형광 염색

으로의 고- (1.6x10
10 
GC/각막) 및 저-용량 (8x10

8
 GC/각막) rAAV2- 또는 rAAV8-eGFP/KH902에 대한 각막 면역 반

응의 분석을 제시한다.  배율: 200X.  스케일 바, 50 μm.  도 15d는 도 15c 데이터로부터의 지시된 그룹에서의

CD11b+ 세포 및 F4/80+ 세포의 계산된 백분율을 제시한다.  ***, p<0.001; ****, p<0.0001.  데이터는 평균±

SEM으로서 제시된다, n=5.

도 16a-16e는 알칼리 화상-유도된 CoNV  모델에서의 단일 용량으로의 기질내 전달을 통한 rAAV8-KH902에 의한

CoNV의 장기 억제를 제시한다.  도 16a는 제5일 및 제10일, 및 제2주, 제3주, 제4주, 제8주, 및 제12주에서

PBS,  rAAV8-eGFP,  콘베르셉트 (10mg/ml,  4μl),  콘베르셉트 (10mg/ml,  4μl)와 조합된 rAAV2-KH902,  rAAV8-

KH902 및 rAAV8-KH902로 주사된 알칼리-처리된 각막의 대표적인 CoNV 영상을 제시한다.  도 16b-16c는 패널 도

16a 데이터로부터의 각각의 조건에서의 CoNV 면적 정량화의 히스토그램을 제시한다.  †: PBS 그룹으로부터의

유의한 차이; *: rAAV8-eGFP 또는 KH902 그룹으로부터의 유의한 차이; #: rAAV2-KH902 그룹으로부터의 유의한

차이; †, * 및, # p<0.05; ††, ** 및 ##, p<0.01; †††, *** 및 ###, p<0.001; ††††, **** 및 ####,

p<0.0001.  데이터는 평균±SEM으로서 제시된다, n = 5~7.  도 16d는 마우스 각막 플랫 마운트의 면역형광 분석

을  제시한다.   알칼리  화상  후  12주에  수거된  도  16a의  각각의  조건에서의  각막을  이중  염색하였고,

CD31
+++
/LYVE-1-에  의해  커버된  영역은  혈관을  지칭하고,  CD31

+
/LYVE-1

+++
는  림프관을  지칭한다  (+++는  강한

양성; ++는 중간 양성; 및 +는 경도 양성을 지시함).  배율, 100X.  스케일 바, 50μm.  도 16e는 도 16d 데이

터의 각각의 조건에서 각각 CD31
+++

 및 LYVE-1
+++

 염색에 의해 커버된 면적을 측정함으로써 각막 혈관신생 및 림

프관신생 분석을 제시한다.  *: PBS 그룹으로부터의 유의한 차이; ·: rAAV8-eGFP 그룹으로부터의 유의한 차이;
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#: KH902 그룹으로부터의 유의한 차이; †: rAAV2-KH902 그룹으로부터의 유의한 차이.  ###, p<0.001; †††

†, ****, ····, #### 및 ††††, p<0.0001.  데이터는 평균±SEM으로서 제시된다, n = 4.  상기 실험에

대한 각각의 rAAV 벡터의 용량은 각막당 4μl PBS 또는 콘베르셉트 용액 중 8x10
8
 GC였다.

도 17a-17f는 알칼리 화상-유도된 CoNV  모델에서의 rAAV8-전달된 KH902  하향조절된 Dll4/Notch  신호전달 및

ERK 활성화를 제시한다.  도 17a는 PBS, rAAV8-eGFP 및 rAAV8-KH902 (8x10
8
 GC/각막) 처리된 각막에서의 알칼리

화상 후 2주에서 CD31로 공동-염색된 마우스 각막 플랫 마운트에서의 Dll4 발현의 면역형광 분석을 제시한다.

배율: 200X.  스케일 바, 100 μm.  도 17b, 17c, 17d는 각각의 지시된 처리 그룹에서의 알칼리 화상 후 2주에

서의 마우스 각막에서의 Dll4 및 NICD 발현의 반-정량적 분석으로의 웨스턴 블롯을 제시한다.  도 17e, 17f는

ERK 활성화의 반-정량적 분석으로의 웨스턴 블롯을 제시한다.  결과는 알칼리 화상 후 8일에서의 지시된 처리

그룹에서의 인산화된 ERK (pERK) 대 총 ERK의 비 (pERK/ERK)로서 제시된다.  ***, p<0.001; ****, p<0.0001.

도 18a-18c는 알칼리-화상 손상 모델에서의 기존의 CoNV의 rAAV8-KH902 방지된 진행을 제시한다.  도 18a는 마

우스 각막을 알칼리 화상 후 제10일 (기준선)에서 PBS, rAAV8-eGFP 및 rAAV8-KH902 (각막당 4μl 중 8x10
8
 GC)

의 기질내 주사로 수행하였음을 제시한다.  4주에 걸쳐 매주 관찰된 CoNV의 대표적인 영상이 제시된다.  도 18b

는 도 18a에 제시된 각각의 그룹에서의 매주 CoNV 면적의 정량화 분석을 제시한다.  별표는 관찰의 종료 시점

(제4주) 및 상응하는 기준선 사이의 유의한 차이를 지시한다 (**p<0.01).  데이터는 평균±SEM으로서 제시된다,

n=5.  도 18c는 4주 동안 도 18a의 실험 그룹 사이의 정량화된 CoNV 면적에 의한 매주 병렬 비교를 제시한다.

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).  데이터는 평균±SEM으로서 제시된다, n=5.

도 19a-19c는 봉합선-유도된 CoNV 모델에서의 기존의 신생혈관화의 rAAV8-KH902 방지된 진행을 제시한다.  도

19a는 5-일 봉합선 정치 (기준선)로 처리된 마우스 각막을 PBS, rAAV8-eGFP 및 rAAV8-KH902 (각막당 4μl 중

8x10
8
 GC)의 기질내 주사로 처리하였음을 제시한다.  CoNV의 매주 대표적인 영상은 4-주 추적으로 제시된다.

도  19b는  4주  동안  도  19a로부터의  실험  그룹을  비교하는  CoNV  면적의  정량화  분석을  제시한다.

(****p<0.0001).  데이터는 평균±SEM으로서 제시된다, n=4~7.  도 19c는 도 19a 데이터로부터의 각각의 그룹에

서의 매주 CoNV 면적의 정량화 분석을 제시한다.  별표는 종료 시점 (제4주) 및 기준선 사이의 유의한 차이를

지시한다 (****p<0.0001).

도 20a-20c는 rAAV2 벡터-전달된 eGFP로의 기질내 주사 및 결막하 주사의 각막 형질도입을 제시한다.  도 20a는

rAAV2 벡터 (1.6x10
10
 GC/각막)의 기질내 주사 후 2주에서 형광 현미경검사에 의해 검출된 마우스 각막 섹션에서

의 eGFP 발현의 대표적인 영상을 제시한다.  도 20b, 20c는 각각 rAAV2로의 기질내 또는 결막하 주사 후 2주에

서의 라이브 동물 영상화에 의해 검출된 eGFP 신호의 대표적인 영상을 제시한다.  점선 원은 영상화 현미경 하

에서의 마우스 각막의 연부를 나타낸다.

도 21a-21b는 기질내 주사를 통해 각막에서 rAAV2 벡터에 의해 매개된 KH902 발현의 조직학적 분석을 제시한다.

도 21a는 항-인간 IgG (H+L) 항체에 의해 표시된 KH902 발현의 대표적인 안구 영상을 제시한다.  배율: 200X.

스케일 바, 500μm.  도 21b는 항-비멘틴 공동-염색으로의 도 21a에서의 박스표시된 영역의 보다 높은 배율을

제시하며, 이는 KH902의 발현이 각막 기질 층에 주로 분포되었음을 지시한다.  배율: 400X.  스케일 바, 100μ

m.  rAAV2 벡터의 용량은 각막당 4 μl PBS 중 1.6x10
10
 GC였다.

도 22a-22c는 KH902-코딩 rAAV로 주사된 비-인간 영장류 (NHP)의 안저 촬영술 및 형광 혈관촬영술 (FP 및 FF

A)과 관련된 대표적인 데이터를 제시한다.  도 22a는 KH902-코딩 rAAV의 주사가 대조군 주사에 비해 등급 IV

CNV 병변을 감소시킴을 지시하는 대표적인 데이터를 제시하며; 콘베르셉트는 양성 처리 대조군으로서 사용되었

다.  도 22b는 KH902-코딩 rAAV의 주사가 대조군 주사에 비해 플루오레세인 누출 면적을 감소시킴을 지시하는

대표적인 데이터를 제시하며; 콘베르셉트는 양성 처리 대조군으로서 사용되었다.  도 22c는 FFA에 의해 관찰된

바와 같은 투여 후 제29일에 광점의 퇴행을 지시하는 대표적인 데이터를 제시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 개시내용의 측면은 세포 또는 대상체에서 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 발현하기 위한 조성물 및 방[0035]

법에 관한 것이다.  본 개시내용은, 부분적으로, 캡시드 단백질 (예를 들어, AAV2/3 캡시드 단백질, AAV8 캡시

드 단백질 등) 및 아데노-연관 바이러스 (AAV) 역위 말단 반복부 (ITR)에 의해 플랭킹된 항-VEGF 작용제를 코딩

하는 핵산을 포함하는 rAAV 벡터를 포함하는 rAAV에 기반한다.  일부 실시양태에서, 핵산은 프로모터, 예컨대
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CMV 프로모터 또는 닭 베타-액틴 (CBA) 프로모터를 포함한다.

일부 측면에서, 본원에 개시된 rAAV는 AAV 역위 말단 반복부 (ITR)에 의해 플랭킹된 핵산 서열 항-혈관 내피 성[0036]

장 인자 (예를 들어, 항-VEGF) 작용제를 포함하는 트랜스진 발현 카세트를 코딩하는 단리된 핵산을 함유하는

AAV 캡시드 (예를 들어, AAV2 변이체 또는 AAV2/3 혼성체 변이체 캡시드 단백질)를 포함한다.  본 개시내용은,

부분적으로, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, VEGF 수용체 융합 단백질, 예컨대 KH902)를 코딩하는 트랜스진 또는

그의 변이체를 발현하도록 조작된 rAAV에 기반한다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에 의해 기재된 조성물

(예를 들어, rAAV)은 눈과 연관된 질환, 예를 들어 각막 혈관화를 치료하는데 유용하다.

재조합 아데노-연관 바이러스 (rAAV)[0037]

일부 측면에서, 본 개시내용은 단리된 아데노-연관 바이러스 (AAV)를 제공한다.  AAV에 관하여 본원에 사용된[0038]

용어 "단리된"은 인공적으로 생산되거나 수득된 AAV를 지칭한다.  단리된 AAV는 재조합 방법을 사용하여 생산될

수 있다.  이러한 AAV는 본원에서 "재조합 AAV"로 지칭된다.  재조합 AAV (rAAV)는 바람직하게는 조직-특이적

표적화 능력을 갖고, 그에 따라 rAAV의 트랜스진은 하나 이상의 미리 결정된 조직(들) (예를 들어, 안구 조직)

에 특이적으로 전달될 것이다.  AAV 캡시드는 이들 조직-특이적 표적화 능력 (예를 들어, 조직 향성)을 결정하

는데 있어서 중요한 요소이다.  따라서, 표적화되는 조직에 적절한 캡시드를 갖는 rAAV가 선택될 수 있다.

본 개시내용은, 적어도 부분적으로, 하기를 포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스 (rAAV)에 관한 것이다: (i)[0039]

AAV 캡시드 단백질로서, 여기서 캡시드 단백질은 AAV2 변이체 또는 AAV2/3 혼성체의 것인 AAV 캡시드 단백질,

및 (ii) 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 작용제를 코딩하는 트랜스진을 포함하는 단리된 핵산으로서, 여기서

트랜스진은 역위 말단 반복부 (ITR)에 의해 플랭킹된 것인 단리된 핵산.  본 개시내용은, 적어도 부분적으로,

또한 하기를  포함하는 재조합 아데노-연관 바이러스 (rAAV)에 관한 것이다: (i) AAV 캡시드 단백질로서, 여기

서 캡시드 단백질은 AAV8 혈청형의 것인 AAV 캡시드 단백질, 및 (ii) 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 작용제

를 코딩하는 트랜스진을 포함하는 단리된 핵산으로서, 여기서 트랜스진은 역위 말단 반복부 (ITR)에 의해 플랭

킹된 것인 단리된 핵산.

목적하는 캡시드 단백질을 갖는 재조합 AAV를 수득하는 방법은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  (예를 들[0040]

어, 그의 내용이 그 전문이 본원에 참조로 포함되는 US 2003/0138772 참조).  전형적으로 방법은 AAV 캡시드 단

백질을 코딩하는 핵산 서열; 기능적 rep 유전자; AAV 역위 말단 반복부 (ITR) 및 트랜스진으로 구성된 재조합

AAV 벡터; 및 AAV 캡시드 단백질 내로의 재조합 AAV 벡터의 패키징을 허용하는 충분한 헬퍼 기능을 함유하는 숙

주 세포를 배양하는 것을 수반한다.  일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 AAV의 cap 유전자에 의해 코딩되는

구조적 단백질이다.  AAV는 3개의 캡시드 단백질, 즉, 비리온 단백질 1 내지 3 (VP1, VP2 및 VP3으로 명명됨)을

포함하며, 이들 모두는 선택적 스플라이싱을 통해 단일 cap 유전자로부터 전사된다.  일부 실시양태에서, VP1,

VP2 및 VP3의 분자량은 각각 약 87 kDa, 약 72 kDa 및 약 62 kDa이다.  일부 실시양태에서, 번역시, 캡시드 단

백질은 바이러스 게놈 주위에 구형 60-mer 단백질 쉘을 형성한다.  일부 실시양태에서, 캡시드 단백질의 기능은

바이러스 게놈을 보호하고, 게놈을 전달하고, 숙주와 상호작용하는 것이다.  일부 측면에서, 캡시드 단백질은

바이러스 게놈을 조직 특이적 방식으로 숙주에 전달한다.

일부  실시양태에서,  AAV  캡시드  단백질은  안구  조직  또는  근육  조직에  대한  향성을  갖는다.   일부[0041]

실시양태에서, AAV 캡시드 단백질은 안구 세포 유형 (예를 들어, 광수용체 세포, 망막 세포 등)을 표적화한다.

일부 실시양태에서, AAV 캡시드 단백질은 AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV9.hr,[0042]

AAVrh8, AAVrh10, AAVrh39, AAVrh43, AAV.PHP, 및 상기 중 임의의 것의 변이체로 이루어진 군으로부터 선택되

는 AAV 혈청형의 것이다.  일부 실시양태에서, AAV 캡시드 단백질은 비-인간 영장류로부터 유래된 혈청형, 예를

들어 AAVrh8 혈청형의 것이다.  일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 AAV 혈청형 6 (예를 들어, AAV6 캡시드 단

백질), AAV 혈청형 8 (예를 들어, AAV8 캡시드 단백질), AAV 혈청형 2 (예를 들어, AAV2 캡시드 단백질), AAV

혈청형 5 (예를 들어, AAV5 캡시드 단백질), 또는 AAV 혈청형 9 (예를 들어, AAV9 캡시드 단백질)의 것이다.

일부 실시양태에서, AAV 캡시드는 AAV1이다.  일부 실시양태에서, AAV 캡시드는 AAV2이다.  일부 실시양태에서,

목적하는 조직 향성을 갖는 AAV 캡시드 단백질은 포유동물 (예를 들어, 대상체의 조직)로부터 단리된 AAV 캡시

드 단백질로부터 선택될 수 있다.  (예를 들어, 그의 전체 내용이 본원에 참조로 포함되는 WO2010138263A2 및

WO2018071831 참조).  일부 실시양태에서, AAV 캡시드는 AAV8이다.

일부 실시양태에서, AAV 캡시드는 공지된 AAV 캡시드 단백질의 변이체, 또는 동족체이다.  일부 실시양태에서,[0043]

캡시드 단백질 변이체 및 KH902의 조합은 KH902를 전달하기 위한 이전에 기재된 캡시드보다 rAAV 기반 요법에서
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이익 (예를 들어, 보다 양호한 패키징 효율, VEGF의 효과적인 억제, 또는 KH902의 과발현과 연관된 보다 적은

독성)을 제공한다.  캡시드 변이체는 전형적으로 그것이 유래되는 야생형 캡시드 (또는 캡시드들)에 비해 적어

도 하나의 아미노산 치환, 삽입, 또는 결실을 포함한다.  일부 실시양태에서, AAV 변이체는 공지된 AAV 캡시드

(예를 들어, AAV 혈청형 2, 또는 AAV2/3 (예를 들어, AAV2/3 혼성체) 등)에 비해 약 1 내지 약 100개의 아미노

산 (예를 들어, 1-10개의 아미노산, 1-20개의 아미노산, 1-30개의 아미노산, 20-50개의 아미노산, 20-60개의 아

미노산, 50-80개의 아미노산, 50-100개의 아미노산, 60-100개의 아미노산 등) 1-치환, 삽입, 또는 결실을 포함

한다.  일부 실시양태에서, AAV 변이체는 공지된 AAV 캡시드 (예를 들어, AAV 혈청형 2, 또는 AAV2/3 (예를 들

어, AAV2/3 혼성체) 등)에 비해 100개 초과의 아미노산 (예를 들어, 100-200개의 아미노산, 200-300개의 아미노

산, 100-500개의 아미노산, 500-1000개의 아미노산 또는 그 초과) 치환, 삽입, 또는 결실을 포함한다.  일부 실

시양태에서, AAV 변이체는 공지된 AAV 혈청형 (예를 들어, AAV 혈청형 2, 또는 AAV2/3 (예를 들어, AAV2/3 혼성

체) 등)에 비해 약 5 내지 약 50개의 아미노산 (예를 들어, 5-10개의 아미노산, 5-20개의 아미노산, 5-30개의

아미노산, 5-40개의 아미노산, 10-20개의 아미노산, 10-30개의 아미노산, 10-40개의 아미노산, 10-50개의 아미

노산, 또는 30-50개의 아미노산) 치환, 삽입 또는 결실을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, AAV 변이체는

공지된 AAV 혈청형 (예를 들어, AAV 혈청형 2, 또는 AAV2/3 (예를 들어, AAV2/3 혼성체))에 비해 약 10 내지

약 30개의 아미노산 (예를 들어, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,

28, 29, 또는 30개) 치환, 삽입 또는 결실을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, AAV 변이체는 공지된 AAV 혈

청형 (예를 들어, AAV 혈청형 2, 또는 AAV2/3 (예를 들어, AAV2/3 혼성체))에 비해 1, 또는 2, 또는 3, 또는

4, 5, 또는 6, 또는 7, 또는 8, 또는 9, 또는 10, 또는 11, 또는 12, 또는 13, 또는 14, 또는 15, 또는 16, 또

는  17,  또는  18,  또는  19,  또는  20개의  아미노산  치환,  삽입,  또는  결실을  포함할  수  있다.   일부

실시양태에서, AAV 변이체는 공지된 AAV 캡시드 (예를 들어, AAV 혈청형 2, 또는 AAV2/3 (예를 들어, AAV2/3 혼

성체) 등)에 비해 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%,

적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도

98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 캡시드 변이체는 키메라 캡시드 변이체일 수 있다.  키메라 캡시드 변이체 서열은 2개 이상[0044]

의 AAV 캡시드 혈청형 또는 그의 변이체의 부분을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 키메라 캡시드는 2, 3,

4,  5,  6,  7,  8,  9,  10개,  또는  그  초과의  상이한  캡시드  단백질  혈청형의  부분을  포함한다.   일부

실시양태에서, 키메라 캡시드 단백질은 이들이 유래되는 AAV 캡시드 단백질과는 상이한 특성, 예컨대 조직 향성

등을 갖는다.  단편은 임의의 적절한 방법, 예를 들어 재조합 DNA 클로닝에 의해 혼입될 수 있다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 AAV 변이체는 AAV2, AAV2/3 (예를 들어, AAV2/3 혼성체) 또는 AAV8의 변이체[0045]

이다.  AAV2는 안구 조직 (예를 들어, 광수용체 세포 및 망막 색소 상피 (RPE)), 인간 중추 신경계 (CNS) 조직,

신장 조직, 및 다른 조직)을 효율적으로 형질도입하는 것으로 관찰되었다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된

AAV 캡시드는 AAV2 변이체이다.  따라서, 일부 실시양태에서, 본원에 기재된 AAV2 변이체는 유전자 요법을 안구

조직 (예를 들어, 망막)에 전달하는데 유용할 수 있다.  AAV3은 암성 인간 간세포를 효율적으로 형질도입하는

것으로 관찰되었다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 AAV 변이체는 AAV2/3 (예를 들어, AAV2/3 혼성체)이다.

일부 실시양태에서, 캡시드 변이체 (예를 들어, AAV2 변이체, AAV 2/3 변이체, 또는 AAV8 변이체)는 그의 전체[0046]

내용이 본원에 참조로 포함되는 WO2018071831에 기재된 바와 같은 임의의 캡시드 변이체이다.  일부 실시양태에

서, AAV2 변이체는 v224, v326, v358, v46, v56, v66, v67, 또는 v81이다.  일부 실시양태에서, the AAV2 변이

체는 v224이다.  일부 실시양태에서, AAV2 변이체는 v326이다.  일부 실시양태에서 AAV2 변이체는 v56이다.  일

부 실시양태에서, AAV2/3 혼성체는 v439, v453, v513, v551, v556, v562, 또는 v598이다.  일부 실시양태에서,

캡시드 단백질은 야생형 AAV2/3 아미노산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도

75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적

어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에

서, 캡시드 단백질은 야생형 AAV8 아미노산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어

도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%,

적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태

에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 11에 제시된 바와 같은 야생형 AAV2 아미노산 서열의 아미노산 서열과 적

어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도

92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일

한 아미노산 서열을 포함한다.  야생형 AAV2의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 11에 제시된다:
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[0047]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 12에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v224 아미노산 서열의[0048]

아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v224의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 12에 제시된다:

[0049]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 13에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v326 아미노산 서열의[0050]

아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v326의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 13에 제시된다:

[0051]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 14에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v56 아미노산 서열의[0052]

아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v56의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 14에 제시된다:

[0053]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 15에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v358 아미노산 서열의[0054]
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아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v358의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 15에 제시된다:

[0055]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 16에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v46 아미노산 서열의[0056]

아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v46의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 16에 제시된다:

[0057]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 17에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v66 아미노산 서열의[0058]

아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v66의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 17에 제시된다:

[0059]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 18에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v67 아미노산 서열의[0060]

아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v67의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 18에 제시된다:
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[0061]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 19에 제시된 바와 같은 AAV2 변이체 v81 아미노산 서열의[0062]

아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%

또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v81의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 19에 제시된다:

[0063]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 20에 제시된 바와 같은 AAV2/3 혼성체 변이체 v439 아미노[0064]

산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v439의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 20에

제시된다:

[0065]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 21에 제시된 바와 같은 AAV2/3 혼성체 변이체 v453 아미노[0066]

산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v453의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 21에

제시된다:
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[0067]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 22에 제시된 바와 같은 AAV2/3 혼성체 변이체 v513 아미노[0068]

산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v513의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 22에

제시된다:

[0069]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 23에 제시된 바와 같은 AAV2/3 혼성체 변이체 v551 아미노[0070]

산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v551의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 23에

제시된다:

[0071]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 24에 제시된 바와 같은 AAV2/3 혼성체 변이체 v556 아미노[0072]

산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v556의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 24에

제시된다:
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[0073]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 25에 제시된 바와 같은 AAV2/3 혼성체 변이체 v562 아미노[0074]

산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v562의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 25에

제시된다:

[0075]

일부 실시양태에서, 캡시드 단백질은 서열식별번호: 26에 제시된 바와 같은 AAV2/3 혼성체 변이체 v598 아미노[0076]

산 서열의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  v598의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 26에

제시된다:

[0077]

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 rAAV는 단일 가닥 AAV (ssAAV)이다.  본원에 사용된 ssAAV는 별개의 가닥 상[0078]

의 트랜스진 발현 카세트의 코딩 서열 및 상보적 서열을 갖는 rAAV를 지칭하며, 별개의 바이러스 캡시드에서 패

키징된다.

rAAV 벡터를 AAV 캡시드에서 패키징하기 위해 숙주 세포에서 배양되는 성분은 트랜스로 숙주 세포에 제공될 수[0079]

있다.  대안적으로, 요구되는 성분 (예를 들어, 재조합 AAV 벡터, rep 서열, cap 서열, 및/또는 헬퍼 기능) 중

임의의 하나 이상은 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된 방법을 사용하여 요구되는 성분 중 하나 이상을

함유하도록 조작된 안정한 숙주 세포에 의해 제공될 수 있다.  가장 적합하게는, 이러한 안정한 숙주 세포는 유

도성 프로모터의 제어 하에서 요구되는 성분(들)을 함유할 것이다.  그러나, 요구되는 성분(들)은 구성적 프로

모터의 제어 하에 있을 수 있다.  적합한 유도성 및 구성적 프로모터의 예는 본원에서, 트랜스진과 함께 사용하

는데 적합한 조절 요소의 논의에서 제공된다.  추가의 또 다른 대안에서, 선택된 안정한 숙주 세포는 구성적 프

로모터의 제어 하에서 선택된 성분(들) 및 하나 이상의 유도성 프로모터의 제어 하에서 다른 선택된 성분(들)을

함유할 수 있다.  예를 들어, 293 세포로부터 유래되는 (구성적 프로모터의 제어 하에서 E1 헬퍼 기능을 함유하
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는), 그러나 유도성 프로모터의 제어 하에서 rep 및/또는 cap 단백질을 함유하는 안정한 숙주 세포가 생성될 수

있다.  추가의 다른 안정한 숙주 세포는 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 생성될 수 있다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 AAV 캡시드 단백질은 참조 AAV 캡시드 단백질보다 더 양호한 패키징 효율을[0080]

제공한다.  본원에 사용된 AAV 패키징 효율은 생산된 AAV 비리온의 배치에서 캡시드화된 무손상 게놈을 갖는

AAV 비리온의 백분율을 지칭한다.  패키징 효율은 패키징 효율을 결정하는데 적합한 임의의 공지된 방법에 의해

(예를 들어, 조 용해물 PCR에 의해 또는 문헌 [Zhou et al., In Vitro Packaging of Adeno-Associated Virus

DNA, J Virol. 1998 Apr; 72(4): 3241-3247]에 기재된 바와 같이 세포를 감염시키고 트랜스진 발현을 평가함으

로써) 결정될 수 있다.  일부 실시양태에서, 보다 양호한 패키징 효율은 참조 캡시드 단백질보다 적어도 10% 초

과, 적어도 20%  초과, 적어도 30%  초과, 적어도 40% 초과, 적어도 50% 초과, 적어도 60% 초과, 적어도 70%

초과, 적어도 80% 초과, 적어도 90% 초과, 적어도 100% 초과, 적어도 150% 초과, 적어도 200% 초과, 적어도

250% 초과, 적어도 300% 초과, 적어도 350% 초과, 적어도 400% 초과, 적어도 450% 초과, 적어도 500% 초과 또

는 그 초과의 캡시드화된 무손상 게놈을 갖는 AAV 비리온을 지칭한다.  일부 실시양태에서, 보다 양호한 패키징

효율은 참조 캡시드 단백질보다 적어도 1배, 적어도 2배 적어도 3배, 적어도 4배, 적어도 5배, 적어도 6배, 적

어도 7배, 적어도 8배, 적어도 9배, 적어도 10배, 적어도 10 내지 50배 (예를 들어, 10배, 20배, 30배, 40배,

또는 50배), 적어도 50 내지 100배 (예를 들어, 50배, 60배, 70배, 80배, 90배 또는 100배) 또는 그 초과의 캡

시드화된 무손상 게놈을 갖는 AAV 비리온을 지칭한다.  일부 실시양태에서, 참조 캡시드 단백질은 캡시드 변이

체가 그로부터 유래되는 원형적 캡시드 단백질 (예를 들어, AAV2 또는 AAV3b 캡시드 단백질)이다.  일부 실시양

태에서, 본원에 기재된 캡시드 변이체는 이들이 유래되는 원형적 캡시드와 비교하여 보다 양호한 패키징 효율을

제공한다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 AAV2 변이체 (예를 들어, v224, v56, 또는 v326)는 AAV2와 비교

하여 적어도 1배, 적어도 2배, 적어도 3배, 적어도 4배, 적어도 5배, 적어도 6배, 적어도 7배, 적어도 8배, 적

어도 9배, 적어도 10배, 적어도 15배, 적어도 20배, 적어도 50배 또는 그 초과의 패키징 효율을 갖는다.  일부

실시양태에서, 본원에 기재된 AAV2/3 혼성체 캡시드 단백질 (예를 들어, v439, v453, v513, v551, v556, v562,

또는 v598)은 AAV3b와 비교하여 적어도 1배, 적어도 2배, 적어도 3배, 적어도 4배, 적어도 5배, 적어도 6배, 적

어도 7배, 적어도 8배, 적어도 9배, 적어도 10배, 적어도 15배, 적어도 20배, 적어도 50배 또는 그 초과의 패키

징 효율을 갖는다.

일부 실시양태에서, 본 개시내용은 트랜스진 (예를 들어, KH902)을 코딩하는 코딩 서열을 포함하는 핵산을 함유[0081]

하는 숙주 세포에 관한 것이다.  "숙주 세포"는 관심의 물질을 보유하거나, 보유할 수 있는 임의의 세포를 지칭

한다.  대개 숙주 세포는 포유동물 세포이다.  일부 실시양태에서, 숙주 세포는 광수용체 세포, 망막 색소 상피

세포, 각질세포, 각막 세포, 및/또는 종양 세포이다.  숙주 세포는 AAV  헬퍼 구축물, AAV  벡터, 보조 기능

벡터, 또는 재조합 AAV의 생산과 연관된 다른 운반 DNA의 수용자로서 사용될 수 있다.  상기 용어는 형질감염된

원래 세포의 자손을 포함한다.  따라서, 본원에 사용된 "숙주 세포"는 외인성 DNA 서열로 형질감염된 세포를 지

칭할 수 있다.  단일 모 세포의 자손은 자연적, 우연적, 또는 고의적 돌연변이로 인해, 반드시 형태에 있어서

또는 게놈 또는 총 DNA 상보체에 있어서 원래 모체와 완전히 동일하지는 않을 수 있음이 이해된다.  일부 실시

양태에서, 숙주 세포는 포유동물 세포, 효모 세포, 박테리아 세포, 곤충 세포, 식물 세포, 또는 진균 세포이다.

일부 실시양태에서, 숙주 세포는 뉴런, 광수용체 세포, 색소화된 망막 상피 세포, 또는 신셩교 세포이다.

본 개시내용의 rAAV를 생산하는데 요구되는 재조합 AAV 벡터, rep 서열, cap 서열, 및 헬퍼 기능은 임의의 적절[0082]

한 유전 요소 (벡터)를 사용하여 패키징 숙주 세포에 전달될 수 있다.  선택된 유전 요소는 본원에 기재된 것들

을 포함하는 임의의 적합한 방법에 의해 전달될 수 있다.  본 개시내용의 임의의 실시양태를 구축하는데 사용되

는 방법은 핵산 조작에 있어서의 기술을 갖는 통상의 기술자에게 공지되어 있으며, 유전자 조작, 재조합 조작,

및 합성 기술을 포함한다.  예를 들어, 문헌 [Sambrook  et  al.,  Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual,

Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y]을 참조한다.  유사하게, rAAV 비리온을 생성하는 방법은

널리 공지되어 있으며, 적합한 방법의 선택은 본 개시내용에 대한 제한이 아니다.  예를 들어, 문헌 [K. Fisher

et al., J. Virol., 70:520-532 (1993)] 및 미국 특허 번호 5,478,745를 참조한다.

일부 실시양태에서, 재조합 AAV는 삼중 형질감염 방법 (미국 특허 번호 6,001,650에 상세하게 기재됨)을 사용하[0083]

여 생산될 수 있다.  전형적으로, 재조합 AAV는 숙주 세포를 AAV 입자 내로 패키징되는 AAV 벡터 (ITR 요소에

의해 플랭킹된 트랜스진을 포함함), AAV 헬퍼 기능 벡터, 및 보조 기능 벡터로 형질감염시킴으로써 생산된다.

AAV 헬퍼 기능 벡터는 생산적 AAV 복제 및 캡시드화를 위해 트랜스로 기능하는 "AAV 헬퍼 기능" 서열 (예를 들

어, rep 및 cap)을 코딩한다.  바람직하게는, AAV 헬퍼 기능 벡터는 임의의 검출가능한 야생형 AAV 비리온 (예

를 들어, 기능적 rep 및 cap 유전자를 함유하는 AAV 비리온)을 생성하지 않으면서 효율적인 AAV 벡터 생산을 지
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지한다.  본 개시내용과 함께 사용하는데 적합한 벡터의 비-제한적 예는 미국 특허 번호 6,001,650에 기재된

pHLP19 및 미국 특허 번호 6,156,303에 기재된 pRep6cap6 벡터를 포함하며, 둘 다의 전체는 본원에 참조로 포함

된다.  보조 기능 벡터는 AAV가 복제를 위해 의존하는 비-AAV 유래 바이러스 및/또는 세포 기능 (예를 들어, "

보조 기능")을 위한 뉴클레오티드 서열을 코딩한다.  보조 기능은 제한 없이, AAV 유전자 전사의 활성화, 단계

특이적 AAV mRNA 스플라이싱, AAV DNA 복제, cap 발현 산물의 합성, 및 AAV 캡시드 어셈블리에 관여하는 모이어

티를 포함하는 AAV 복제에 요구되는 기능을 포함한다.  바이러스-기반 보조 기능은 임의의 공지된 헬퍼 바이러

스, 예컨대 아데노바이러스, 포진 바이러스 (단순 포진 바이러스 유형-1 이외), 및 백시니아 바이러스로부터 유

래될 수 있다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 형질감염된 숙주 세포를 제공한다.  용어 "형질감염"은 세포에 의한 외래 DNA의[0084]

흡수를 지칭하기 위해 사용되며, 세포는 외인성 DNA가 세포막 내부에 도입된 경우 "형질감염되었다".  다수의

형질감염  기술은  일반적으로  관련  기술분야에  공지되어  있다.   예를  들어,  문헌  [Graham  et  al.  (1973)

Virology, 52:456], [Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor

Laboratories, New York], [Davis et al. (1986) Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier], 및 [Chu

et al. (1981) Gene 13:197]을 참조한다.  이러한 기술은 하나 이상의 외인성 핵산, 예컨대 뉴클레오티드 통합

벡터 및 다른 핵산 분자를 적합한 숙주 세포 내로 도입하는데 사용될 수 있다.

본원에 사용된 용어 "재조합 세포"는 외인성 DNA 절편, 예컨대 생물학적-활성 폴리펩티드의 전사 또는 생물학적[0085]

활성 핵산, 예컨대 RNA의 생산을 초래하는 DNA 절편이 도입된 세포를 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "벡터"는 적절한 제어 요소와 회합되는 경우 복제가 가능하고, 세포 사이에 유전자 서열을[0086]

전달할 수 있는 임의의 유전 요소, 예컨대 플라스미드, 파지, 트랜스포존, 코스미드, 염색체, 인공 염색체, 바

이러스, 비리온 등을 포함한다.  일부 실시양태에서, 벡터는 바이러스 벡터, 예컨대 rAAV 벡터, 렌티바이러스

벡터, 아데노바이러스 벡터, 레트로바이러스 벡터, 아넬로바이러스 벡터 (예를 들어, US20200188456A1에 기재된

바와 같은 아넬로바이러스 벡터) 등이다.  따라서, 상기 용어는 클로닝 및 발현 비히클, 뿐만 아니라 바이러스

벡터를 포함한다.  일부 실시양태에서, 유용한 벡터는 전사되는 핵산 절편이 프로모터의 전사 제어 하에 위치하

는 벡터인 것으로 고려된다.

트랜스진을 코딩하는 단리된 핵산[0087]

본 개시내용은 일부 측면에서, 항-혈관 내피 성장 인자 (항-VEGF) 단백질을 코딩하는 단리된 핵산에 관한 것이[0088]

다.  원래 혈관 침투성 인자 (VPF)로 공지된 혈관 내피 성장 인자 (VEGF)는 혈관의 형성을 자극하는 세포에 의

해 생산되는 신호 단백질이다.  VEGF는 성장 인자 서브-패밀리, 시스틴-결절 성장 인자의 혈소판-유래 성장 인

자 패밀리이다.  이들은 맥관형성 (배아 순환계의 데 노보 형성) 및 혈관신생 (기존의 혈관구조로부터의 혈관의

성장) 둘 다에 관여하는 중요한 신호전달 단백질이다.  VEGF의 정상적인 기능은 배아 발생 동안 새로운 혈관,

손상 후 새로운 혈관, 운동 후 근육, 및 차단된 혈관을 우회하는 새로운 혈관 (부수적인 순환)을 생성하는 것이

다.  그러나, 비정상적 VEGF 활성/신호전달은 다양한 질환, 예컨대 혈관 질환에 기여한다.

항-혈관 내피 성장 인자 요법, 일명 항-VEGF 요법 또는 항-VEGF 의약은 혈관 내피 성장 인자 활성을 차단하는[0089]

의약의 사용이다.  항-VEGF 작용제의 비-제한적 예는 VEGF 수용체 융합 단백질 (예를 들어, KH902), 모노클로날

항체, 예컨대 베바시주맙, 항체 유도체, 예컨대 라니비주맙 (루센티스(Lucentis)), 또는 VEGF에 의해 자극된 티

로신 키타제를 억제하는 경구-이용가능한 소분자 (예를 들어, 라파티닙, 수니티닙, 소라페닙, 악시티닙, 및 파

조파닙)를 포함한다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 단리된 핵산은 항-VEGF 작용제를 코딩하는 트랜스진을 포함한다.  일부 실시[0090]

양태에서, 항-VEGF 작용제는 인간 VEGF 수용체를 표적화한다 (예를 들어, 그에 특이적으로 결합함).  VEGF 수용

체는 혈관 내피 성장 인자 (VEGF)에 대한 수용체이다.  1, 2 및 3으로 넘버링되는 VEGF 수용체의 3가지 주요 하

위유형이 있다.  VEGFR-1, VEGFR-2, 및 VEGFR-3은 수용체 티로신 키나제 패밀리에 속한다 (도 1a).  VEGFR-1

및 -2는 주로 혈관신생에 관여하는 반면, VEGFR-3은 조혈 및 림프관신생에 관여한다.  VEGFR은 7개의 이뮤노글

로불린-유사 폴드로 조직화된 대략 750-아미노산-잔기 세포외 도메인을 함유한다.  세포외 도메인에 인접하여

단일 막횡단 영역이 있고, 이어서 막인접 도메인, 70-아미노산 키나제 삽입물에 의해 중단된 스플리트 티로신-

키나제 도메인, 및 C-말단 꼬리가 이어진다.  VEGF 수용체 활성화는 이량체화를 요구한다.  리간드의 결합 특성

에 의해 가이드되어, VEGFR은 동종이량체 및 이종이량체 둘 다를 형성한다.  VEGFR의 이량체화는 수용체 키나제

활성의 활성화를 수반하여, 자가인산화를 초래한다.  신호 전달은 활성화된 VEGF 수용체가 SH2 도메인-함유 단

백질 기질을 인산화하는 경우 전파된다.  혈관 내피 성장 인자 (VEGF)는 많은 생물학적 경로 (예를 들어, 맥관
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형성 및 혈관신생)에 관여하는 중요한 신호전달 단백질이다.  VEGF 수용체는 7개의 이뮤노글로불린-유사 도메인

(예를 들어, 세포외 도메인 1-7)으로 이루어진 세포외 부분, 단일 막횡단 스패닝 영역 및 스플리트 티로신-키나

제 도메인을 함유하는 세포내 부분을 갖는다.   일부 실시양태에서,  인간 VEGF  수용체 1은  NCBI  수탁 번호

NP_001153392.1,  NCBI  수탁  번호  NP_001153502.1,  NCBI  수탁  번호  NP_001153503.1,  또는  NCBI  수탁  번호

NP_002010.2에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 수용체 2는 NCBI

수탁 번호 NP_002244.1에 제시된 바와 같은 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 수용체

3은 NCBI 수탁 번호 NP_002011.2, NCBI 수탁 번호 NP_001341918.1, 또는 NCBI 수탁 번호 NP_891555.2에 제시된

바와 같은 아미노산 서열을 포함한다.  혈관 내피 성장 인자 (VEGF)는 많은 생물학적 경로 (예를 들어, 맥관형

성 및 혈관신생)에 관여하는 중요한 신호전달 단백질이다.  VEGF 수용체는 7개의 이뮤노글로불린-유사 도메인

(예를 들어, 세포외 도메인 1-7)으로 이루어진 세포외 부분, 단일 막횡단 스패닝 영역 및 스플리트 티로신-키나

제 도메인을 함유하는 세포내 부분을 갖는다.   일부 실시양태에서,  항-VEGF  작용제는 태반-유래 성장 인자

(PlGF)를 표적화한다 (예를 들어, 그에 특이적으로 결합함).

일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 인간 VEGF 디코이 수용체, 또는 그의 부분이다.  "디코이 수용체"는 리간[0091]

드 (예를 들어, VEGF)를 인식하고 그에 결합할 수 있지만, 리간드의 동종체 수용체 복합체를 구조적으로 신호전

달하거나 활성화시킬 수 없는 수용체를 지칭한다.  VEGF 디코이 수용체는 리간드에 결합하고 그것이 그의 정규

수용체에 결합하지 못하게 하는 억제제로서 작용한다.  일부 실시양태에서, VEGF 디코이 수용체는 VEGF 수용체

1 및/또는 VEGF 수용체 2의 하나 이상의 세포외 도메인을 포함한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 인

간 VEGF 디코이 수용체 융합 단백질이다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 디코이 수용체 융합 단백질은 함께 융

합된 VEGF 수용체 1 및/또는 VEGF 수용체 2로부터 선택되는 하나 초과의 세포외 도메인을 포함한다.  일부 실시

양태에서, 인간 VEGF 디코이 수용체 융합 단백질은 상이한 단백질을 포함하는 제2 부분 (예를 들어, 이뮤노글로

불린의 Fc  부분)에 추가로 융합된 VEGF  수용체 2에 융합된 VEGF  수용체 1을 포함하는 제1 부분을 포함한다.

VEGF 디코이 수용체 및 VEGF 디코이 수용체 융합 단백질은 이전에 기재되었으며, 예를 들어, 그의 전체 내용이

본원에 참조로 포함되는 WO2007112675, 및 EP1767546B1을 참조한다.

일부 실시양태에서, 인간 VEGF 디코이 수용체는 VEGF에 결합하는 단백질의 세포외 도메인을 포함한다.  일부 실[0092]

시양태에서, 인간 VEGF 디코이 수용체는 인간 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인을 포함한다.  일부 실시양태에서,

인간 VEGF 디코이 수용체는 인간 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF

디코이 수용체는 인간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인을 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 VEGF 디코이 수용

체는 인간 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4를 포함한다.

일부 실시양태에서, 인간 VEGF 디코이 수용체는 인간 VEGF 수용체 융합 단백질이다.  일부 실시양태에서, VEGF[0093]

수용체 융합 단백질은 VEGF 수용체 1 또는 VEGF 수용체 2로부터 선택되는 세포외 도메인, 및 VEGF 수용체 1 또

는 VEGF 수용체 2로부터 선택되는 하나 이상의 제2 세포외 도메인을 포함한다.  일부 실시양태에서, VEGF 수용

체 융합 단백질은 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2, 및 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3을 포함한다.  일부

실시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질은 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2, 및 VEGF 수용체 2의 세포외 도메

인 3 및 4를 포함한다.  일부 실시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질은 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3에 융

합되고 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 4에 추가로 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함한다.  일부

실시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질은 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2에 융합되고 VEGF 수용체 2의 세포

외 도메인 3에 추가로 융합된 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 1을 포함한다.  일부 실시양태에서, VEGF 수용체

융합 단백질은 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3에 융합되고 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 4에 추가로 융합되

고 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 5에 추가로 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 포함한다.  일부 실

시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질은 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3에 융합되고 VEGF 수용체 2의 세포외

도메인 4에 추가로 융합되고 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 5에 추가로 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인

2를 포함한다.  일부 실시양태에서, VEGF 디코이 수용체의 융합된 세포외 도메인은 링커에 의해 서로에 연결된

다.  일부 실시양태에서, VEGF 디코이 수용체의 융합된 세포외 도메인은 직접적으로 서로에 연결된다.

또한,  본원에  기재된  임의의  VEGF  수용체  융합  단백질은  또  다른  단백질에  융합될  수  있다.   일부[0094]

실시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질은 이량체화 또는 다량체화 특성을 제공하는 또 다른 단백질에 융합된

VEGF 수용체 (예를 들어, 본원에 기재된 임의의 VEGF 디코이 수용체 또는 VEGF 디코이 수용체 융합 단백질)인

부분을 포함한다.  융합 단백질에 대한 이량체화 또는 다량체화 특성을 제공하는 단백질의 비-제한적 예는 이뮤

노글로불린의 Fc 부분이다.  일부 실시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질은 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합

된 VEGF 수용체 (예를 들어, 본원에 기재된 임의의 VEGF 디코이 수용체 또는 VEGF 디코이 수용체 융합 단백질)
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인 부분을 포함한다.  일부 실시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질 (예를 들어, 본원에 기재된 VEGF 디코이 수

용체 또는 VEGF 디코이 수용체 융합 단백질)은 직접적으로 다른 부분 (예를 들어, Fc 도메인)에 융합된다.  일

부 실시양태에서, VEGF 수용체 융합 단백질 (예를 들어, VEGF 수용체 디코이)은 링커를 통해 다른 부분에 융합

된다.

적합한 링커는 관련 기술분야에 공지되어 있다.  (예를 들어, 문헌 [Chen et al., Fusion protein linkers:[0095]

property, design and functionality, Adv Drug Deliv Rev. 2013 Oct;65(10):1357-69] 참조).  일부 실시양태

에서, VEGF 수용체 융합 단백질은 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 추가로 융합된다.  일부 실시양태에서, VEGF 수

용체 융합 단백질은 KH902이다.  KH902, 일명 콘베르셉트 (예를 들어, 그의 전체 내용이 본원에 참조로 포함되

는 US20100272719A1)는 혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 수용체 1 및 VEGF 수용체 2 세포외 도메인을 인간 이뮤노글

로불린의 Fc 영역과 융합시킴으로써 구축된 디코이 수용체 단백질이다.  KH902의 크기는 약 142kD이다.  신생혈

관화를 유도할 수 있는 VEGF 및 태반 성장 인자 (PIGF)의 콘베르셉트-매개 차단은 3상 시험을 포함하는 임상 시

험에서 습성 연령-관련 황반 변성 (wAMD)을 효과적으로 치료하는 것으로 입증되었으며, 예를 들어, 그의 전체

내용이 본원에 참조로 포함되는 문헌 [Liu et al., AJO, August 17, 2019]을 참조한다.

일부 실시양태에서, 항-VEGF  작용제는 서열식별번호: 5에 제시된 바와 같은 아미노산 서열과 적어도 적어도[0096]

50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적

어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미

노산 서열을 포함한다.  KH902에 대한 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 5에 제시된다.

[0097]

일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 서열식별번호: 5의 부분을 포함한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용[0098]

제는 서열식별번호: 6에 제시된 바와 같은 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적

어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도

93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산

서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 서열식별번호: 7에 제시된 바와 같은 VEGF 수용체 2의

세포외 도메인 3 및 4의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어

도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%,

적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는

서열식별번호: 8에 제시된 바와 같은 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2에 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메

인 2의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 서열식별번호: 9

에 제시된 바와 같은 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2의 아미노산 서열과

적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도

92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일

한 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제는 서열식별번호: 10에 제시된 바와 같은 이

뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4의 아미노산 서열과 적어도 50%, 적어

도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%,

적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을

포함한다.

VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 6에 제시된다:[0099]

[0100]
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VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 7에 제시된다:[0101]

[0102]

VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4에 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2의 예시적인 아미노산 서열은[0103]

서열식별번호: 8에 제시된다:

[0104]

Fc 부분에 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 9에 제시된다:[0105]

[0106]

Fc 부분에 융합된 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4의 예시적인 아미노산 서열은 서열식별번호: 10에 제시[0107]

된다:

[0108]

일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 서열식별번호: 1에 제시된 바와 같은 핵산 서열과 적어도 50%, 적어도 60%,[0109]

적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도

94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함한다.

KH902에 대한 예시적인 코딩 서열은 서열식별번호: 1에 제시된다.

[0110]
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본원에 기재된 임의의 항-VEGF 작용제 및 또는 이들의 조합은 본원의 단리된 핵산에 의해 발현될 수 있다.  일[0111]

부 실시양태에서, 단리된 핵산은 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 코딩하는 제1 영역 및 VEGF 수용체 2의 세

포외 도메인 3 및 4를 코딩하는 제2 영역을 포함한다.  일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 이뮤노글로불린의 Fc

부분에 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 코딩하는 제1 영역 및 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된

VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4를 코딩하는 제2 영역을 포함한다.  일부 실시양태에서, 제1 영역은 임의

의 적합한 위치에 위치할 수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 상류에 위치할 수 있다.  예를 들어, 제1 영역은 제

2 영역의 제1 코돈 및 제1 코돈의 상류의 2000개의 뉴클레오티드 사이에 위치할 수 있다.  제1 영역은 제2 영역

의 제1 코돈 및 제1 코돈의 상류의 1000개의 뉴클레오티드 사이에 위치할 수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 제1

코돈 및 제1 코돈의 500개의 뉴클레오티드 사이에 위치할 수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 제1 코돈 및 제1 코

돈의 상류의 250개의 뉴클레오티드 사이에 위치할 수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 제1 코돈 및 제1 코돈의 상

류의 150개의 뉴클레오티드 사이에 위치할 수 있다.  다른 실시양태에서, 제1 영역은 제2 영역의 하류에 위치할

수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 마지막 코돈 및 마지막 코돈의 하류의 위치 2000개의 뉴클레오티드 사이에 있

을 수 있다.  제1 영역은 제2  영역의 마지막 코돈 및 마지막 코돈의 하류의 위치 1000개의 뉴클레오티드 사이

에 있을 수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 마지막 코돈 및 마지막 코돈의 하류의 위치 500개의 뉴클레오티드 사

이에 있을 수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 마지막 코돈 및 마지막 코돈의 하류의 위치 250개의 뉴클레오티드

사이에 있을 수 있다.  제1 영역은 제2 영역의 마지막 코돈 및 마지막 코돈의 하류의 위치 150개의 뉴클레오티

드 사이에 있을 수 있다.

일부 실시양태에서, 핵산은 또한 제3 영역을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 VEGF 수용체[0112]

1의 세포외 도메인 2를 코딩하는 제1 영역, VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4를 코딩하는 제2 영역 및

VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4에 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 코딩하는 제3 영역을 포함

한다.  일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된 VEGF 수용체 1의 세포외 도메인

2를 코딩하는 제1 영역, 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 융합된 VEGF 수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4를 코딩하는

제2 영역 및 VEGF  수용체 2의 세포외 도메인 3 및 4에 융합되고 이뮤노글로불린의 Fc 부분에 추가로 융합된

VEGF 수용체 1의 세포외 도메인 2를 코딩하는 제3 영역을 포함한다.  일부 실시양태에서, 제3 영역은 제1 영역

의 제1 코돈의 상류에 위치한다.  일부 실시양태에서, 제3 영역은 제1 영역의 마지막 코돈 및 제2 영역의 제1

코돈 사이에 위치한다.  일부 실시양태에서, 제3 영역은 제2 영역의 마지막 코돈의 하류에 위치한다.

일부 실시양태에서, 본원에 개시된 단리된 핵산의 다양한 영역은 본원에 기재된 항-VEGF 작용제 또는 항-VEGF[0113]

작용제의 조합을 발현하기 위한 발현 카세트이다.  일부 실시양태에서, 다중시스트론성 발현 구축물은 본원에

기재된 하나 이상의 항-VEGF 작용제 또는 항-VEGF 작용제의 조합을 코딩하는 2개 이상의 발현 카세트를 포함한

다.

일부 실시양태에서, 다중시스트론성 발현 구축물은 상이한 방식으로 위치한 발현 카세트를 포함한다.  예를 들[0114]

어, 일부 실시양태에서, 제1 발현 카세트 (예를 들어, 제1 항-VEGF 작용제, 또는 그의 부분을 코딩하는 발현 카

세트)가 제2 발현 카세트 (예를 들어, 제2 항-VEGF 작용제, 또는 그의 부분을 코딩하는 발현 카세트)에 인접하

여  위치한  다중시스트론성  발현  구축물이  제공된다.   일부  실시양태에서,  제1  발현  카세트가  인트론을

포함하고, 제2 발현 카세트가 제1 발현 카세트의 인트론 내에 위치한 다중시스트론성 발현 구축물이 제공된다.

일부 실시양태에서, 제1 발현 카세트의 인트론 내에 위치한 제2 발현 카세트는 프로모터 및 프로모터에 작동적

으로 연결된 유전자 산물을 코딩하는 핵산 서열을 포함한다.

상이한 실시양태에서, 발현 카세트가 상이한 방식으로 배향된 다중시스트론성 발현 구축물이 제공된다.  예를[0115]

들어, 일부 실시양태에서, 제1 발현 카세트가 제2 발현 카세트와 동일한 배향에 있는 다중시스트론성 발현 구축

물이 제공된다.  일부 실시양태에서, 반대 배향에 있는 제1 및 제2 발현 카세트를 포함하는 다중시스트론성 발

현 구축물이 제공된다.

발현 카세트와 관련하여 본원에 사용된 용어 "배향"은 주어진 카세트 또는 구조의 방향적 특징을 지칭한다.  일[0116]

부 실시양태에서, 발현 카세트는 코딩 핵산 서열의 5'에 프로모터를 보유하고, 코딩 핵산 서열의 전사는 센스

가닥의 5' 말단에서 3' 말단으로 진행하여, 이를 방향적 카세트 (예를 들어 5'-프로모터/(인트론)/코딩 서열-

3')로 만든다.  사실상 모든 발현 카세트는 이 의미에서 방향적이기 때문에, 관련 기술분야의 통상의 기술자는

제2 핵산 구조, 예를 들어, 제2 발현 카세트, 바이러스 게놈에 관하여, 또는 카세트가 AAV 구축물에 포함되는

경우, AAV ITR에 관하여, 주어진 발현 카세트의 배향을 용이하게 결정할 수 있다.

예를 들어, 주어진 핵산 구축물이 2개의 발현 카세트를 하기 배열로 포함하는 경우,[0117]
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5'-프로모터 1/코딩 서열 1---프로모터2/코딩 서열 2-3'[0118]

   >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>[0119]

발현 카세트는 동일한 배향에 있고, 화살표는 카세트의 각각의 전사의 방향을 지시한다.  또 다른 예를 들어,[0120]

주어진 핵산 구축물이 2개의 발현 카세트를 하기 배열로 포함하는 센스 가닥을 포함하는 경우,

5'-프로모터 1/코딩 서열 1---코딩 서열 2/프로모터 2-3'[0121]

   >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<[0122]

발현 카세트는 서로에 대해 반대 배향에 있고, 화살표에 의해 지시된 바와 같이, 발현 카세트의 전사의 방향은[0123]

반대이다.  이 예에서, 제시된 가닥은 프로모터 2 및 코딩 서열 2의 안티센스 가닥을 포함한다.

또 다른 예를 들어, 발현 카세트가 AAV 구축물에 포함되는 경우, 카세트는 AAV ITR과 동일한 배향에 있거나, 반[0124]

대 배향에 있을 수 있다.  AAV ITR은 방향적이다.  예를 들어, 3'ITR은 상기 예의 프로모터1/코딩 서열 1 발현

카세트와 동일한 배향에 있을 것이지만, ITR 및 발현 카세트 둘 다가 동일한 핵산 가닥 상에 있는 경우, 5'ITR

에 대해 반대 배향에 있을 것이다.

많은 증거는 다중시스트론성 발현 구축물이 종종 단지 하나의 시스트론을 함유하는 발현 시스템과 비교하여 최[0125]

적 발현 수준을 달성하지 않음을 제안한다.  2개 이상의 프로모터 요소를 포함하는 다중시스트론성 발현 구축물

로  달성된  보통  이하의  발현  수준의  제안된  원인  중  하나는  프로모터  간섭의  현상이다  (예를  들어,  문헌

[Curtin JA, Dane AP, Swanson A, Alexander IE, Ginn SL. Bidirectional promoter interference between two

widely used internal heterologous promoters in a late-generation lentiviral construct. Gene Ther. 2008

Mar;15(5):384-90];  및 [Martin-Duque  P,  Jezzard  S,  Kaftansis  L,  Vassaux  G.  Direct  comparison  of  the

insulating  properties  of  two  genetic  elements  in  an  adenoviral  vector  containing  two  different

expression cassettes. Hum Gene Ther. 2004 Oct;15(10):995-1002] 참조; 둘 다의 참고문헌은 프로모터 간섭

현상의 개시내용에 대해 본원에 참조로 포함됨).  예를 들어, 내부 리보솜 진입 부위에 의해 분리된 다수의 코

딩  핵산  서열의  전사를  유도하는  단지  하나의  프로모터를  포함하는  다중시스트론성  발현  구축물을

생산함으로써, 또는 그들 자신의 프로모터를 포함하는 시스트론을 전사 절연제 요소와 분리함으로써 프로모터

간섭의 문제를 극복하기 위한 다양한 전략이 제안되었다.  프로모터 간섭을 극복하기 위한 모든 제안된 전략은

그러나 그 자신의 문제를 걸머지고 있다.  예를 들어, 다수의 시스트론의 단일-프로모터 유도된 발현은 통상적

으로 시스트론의 고르지 않은 발현 수준을 발생시킨다.  또한 일부 프로모터는 효율적으로 단리될 수 없고, 단

리 요소는 일부 유전자 전달 벡터, 예를 들어, 일부 레트로바이러스 벡터와 혼화성이 아니다.

본 발명의 일부 실시양태에서, 전사 절연제 요소의 사용 없이 제1 프로모터에 의해 유도된 제1 코딩 핵산 서열[0126]

의 및 제2 프로모터에 의해 유도된 제2 코딩 핵산 서열의 효율적인 발현을 허용하는 다중시스트론성 발현 구축

물이 제공된다.  이러한 다중시스트론성 발현 구축물의 다양한 배열, 예를 들어, 인트론을 포함하는 제1 발현

카세트 및 제1 카세트와 동일한 또는 반대 배향에 있는 인트론 내에 위치한 제2 발현 카세트를 보유하는 발현

구축물이 본원에서 제공된다.  다른 배열은 본원의 다른 곳에 보다 상세하게 기재되어 있다.

일부 실시양태에서, 2개 이상의 코딩 핵산 서열의 효율적인 발현을 허용하는 다중시스트론성 발현 구축물이 제[0127]

공된다.  일부 실시양태에서, 다중시스트론성 발현 구축물은 2개의 발현 카세트를 포함한다.  일부 실시양태에

서, 본원에서 제공된 바와 같은 다중시스트론성 발현 구축물의 제1 발현 카세트는 제1 RNA 폴리머라제 II 프로

모터를 포함하고, 제2 발현 카세트는 제2 RNA 폴리머라제 II 프로모터를 포함한다.  일부 실시양태에서, 본원에

서  제공된  바와  같은  다중시스트론성  발현  구축물의  제1  발현  카세트는  RNA  폴리머라제  II  프로모터를

포함하고, 제2 발현 카세트는 RNA 폴리머라제 III 프로모터를 포함한다.

일부 실시양태에서, 제공된 다중시스트론성 발현 구축물은 재조합 AAV (rAAV) 구축물이다.[0128]

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 단리된 핵산은 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)의 코돈 최적화된 핵산 서[0129]

열을 포함한다.  표적 세포 (예를 들어, 포유동물 세포)에서의 최적화된 발현을 위한 핵산 코딩 서열의 코돈 최

적화는 관련 기술분야에 공지된 방법에 의해 달성될 수 있다.

"핵산" 서열은 DNA 또는 RNA 서열을 지칭한다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용의 단백질 및 핵산은 단리된다.[0130]

본원에 사용된 용어 "단리된"은 인공적으로 생산된을 의미한다.  핵산에 관하여 본원에 사용된 용어 "단리된"은

(i) 예를 들어, 폴리머라제 연쇄 반응 (PCR)에 의해 시험관내에서 증폭된; (ii) 클로닝에 의해 재조합적으로 생

산된; (iii) 절단 및 겔 분리에 의해서와 같이 정제된; 또는 (iv) 예를 들어, 화학적 합성에 의해 합성된을 의
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미한다.  단리된 핵산은 관련 기술분야에 널리 공지된 재조합 DNA 기술에 의해 용이하게 조작가능한 것이다.

따라서, 5' 및 3' 제한 부위가 공지된 또는 폴리머라제 연쇄 반응 (PCR) 프라이머 서열이 개시된 벡터에 함유된

뉴클레오티드 서열은 단리된 것으로 간주되지만, 그의 천연 숙주에 그의 천연 상태로 존재하는 핵산 서열은 그

렇지 않다.  단리된 핵산은 실질적으로 정제될 수 있지만, 그럴 필요는 없다.  예를 들어, 클로닝 또는 발현 벡

터 내에서 단리된 핵산은 그것이 그것이 있는 세포에서 물질의 단지 아주 작은 백분율을 포함할 수 있다는 점에

서 순수하지 않다.  그러나, 이러한 핵산은 상기 용어가 본원에 사용된 바와 같이 그것이 관련 기술분야의 통상

의 기술자에게 공지된 표준 기술에 의해 용이하게 조작가능하기 때문에 단리된다.  단백질 또는 펩티드에 관하

여 본원에 사용된 용어 "단리된"은 그의 천연 환경으로부터 단리되었거나 인공적으로 생산된 (예를 들어, 화학

적 합성에 의해, 재조합 DNA 기술에 의해 등) 단백질 또는 펩티드를 지칭한다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 단리된 핵산 및 rAAV는 하기 구조적 특색 (예를 들어, 제어 또는 조절 서열)[0131]

중 하나 이상을 포함한다: 긴 닭 베타 액틴 (CBA) 프로모터, 연장된 CBA 인트론, 코작 서열, 항-VEGF 작용제

(예를 들어, KH902) 또는 코돈-최적화된 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902) 변이체-코딩 핵산 서열, 하나 이상

의 마이크로RNA 결합 부위, 및 토끼 베타-글로빈 (RBG) 폴리 A 서열.  일부 실시양태에서, 상기 제어 서열 중

하나 이상은 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 핵산 서열에 작동가능하게 연결된다.

본원에 사용된 핵산 서열 (예를 들어, 코딩 서열) 및 조절 서열은 이들이 핵산 서열의 발현 또는 전사를 조절[0132]

서열의 영향 또는 제어 하에 두는 방식으로 공유 연결되는 경우, "작동가능하게 연결된" 것으로 이야기된다.

핵산 서열이 기능적 단백질로 번역되는 것이 요망되는 경우, 2개의 DNA 서열은 5' 조절 서열에서의 프로모터의

유도가 코딩 서열의 전사를 발생시키고, 2개의 DNA 서열 사이의 연결의 성질이 (1) 격자-이동 돌연변이의 도입

을 발생시키거나, (2)  코딩 서열의 전사를 지정하는 프로모터 영역의 능력을 방해하거나, 또는 (3) 상응하는

RNA  전사체가  단백질로  번역되는  능력을  방해하지  않는  경우,  작동가능하게  연결된  것으로  이야기된다.

따라서, 프로모터 영역은 프로모터 영역이 DNA 서열의 전사를 실행할 수 있고, 그에 따라 생성된 전사체가 목적

하는 단백질 또는 폴리펩티드로 번역될 수 있을 경우, 핵산 서열에 작동가능하게 연결될 것이다.  유사하게, 2

개 이상의 코딩 영역은 이들이 공통적인 프로모터로부터의 그들의 전사가 프레임 내에서 번역된 2개 이상의 단

백질의 발현을 발생시키도록 연결되는 경우, 작동가능하게 연결된다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 프로모터에 작동가능하게 연결된 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하[0133]

는 핵산 서열을 포함한다.  "프로모터"는 유전자의 특이적 전사를 개시하는데 요구되는, 세포의 합성 기구, 또

는 도입된 합성 기구에 의해 인식되는 DNA 서열을 지칭한다.  어구 "작동적으로 연결된", "작동적으로 위치된",

"제어 하에" 또는 "전사 제어 하에"는 프로모터가 유전자의 RNA 폴리머라제 개시 및 발현을 제어하기 위해 핵산

에 관하여 정확한 위치 및 배향에 있음을 의미한다.

일반적으로, 프로모터는 구성적 프로모터, 유도성 프로모터, 또는 조직-특이적 프로모터일 수 있다.[0134]

구성적 프로모터의 예는 제한 없이, 레트로바이러스 라우스 육종 바이러스 (RSV) LTR 프로모터 (임의로 RSV 인[0135]

핸서를 가짐), 시토메갈로바이러스 (CMV) 프로모터 (임의로 CMV 인핸서를 가짐) [예를 들어, 문헌 [Boshart et

al., Cell, 41:521-530 (1985)] 참조], 키메라 시토메갈로바이러스 키메라 시토메갈로바이러스 (CMV)/닭 β-액

틴 (CB) 프로모터 (CBA 프로모터), SV40 프로모터, 디히드로폴레이트 리덕타제 프로모터, β-액틴 프로모터, 포

스포글리세롤 키나제 (PGK) 프로모터, 및 EF1α 프로모터 [인비트로젠(Invitrogen)]를 포함한다.  일부 실시양

태에서, 프로모터는 RNA pol II 프로모터이다.  일부 실시양태에서, 프로모터는 키메라 시토메갈로바이러스 키

메라 시토메갈로바이러스 (CMV)/닭 β-액틴 (CB) 프로모터 (CBA 프로모터)이다.  일부 실시양태에서, 프로모터

는 RNA pol III 프로모터, 예컨대 U6 또는 H1이다.

외인적으로 공급된 프로모터에 의해 조절되는 유도성 프로모터의 예는 아연-유도성 양 메탈로티오닌 (MT) 프로[0136]

모터, 덱사메타손 (Dex)-유도성 마우스 유방 종양 바이러스 (MMTV) 프로모터, T7 폴리머라제 프로모터 시스템

(WO 98/10088); 엑디손 곤충 프로모터 (No et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:3346-3351 (1996)), 테트

라시클린-억제성 시스템 (Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551 (1992)), 테트라시클린-

유도성 시스템 (Gossen  et  al.,  Science,  268:1766-1769  (1995),  또한 문헌 [Harvey  et  al.,  Curr.  Opin.

Chem.  Biol.,  2:512-518  (1998)]  참조),  RU486-유도성  시스템  (Wang  et  al.,  Nat.  Biotech.,  15:239-243

(1997)  및 Wang  et  al.,  Gene  Ther.,  4:432-441  (1997))  및 라파마이신-유도성 시스템 (Magari et al., J.

Clin. Invest., 100:2865-2872 (1997))을 포함한다.  이 맥락에서 유용할 수 있는 유도성 프로모터의 추가의

다른 유형은 특이적 생리학적 상태, 예를 들어, 온도, 급성 상, 세포의 특정한 분화 상태에 의해 조절되거나,

단지 복제 세포에 있는 것들이다.
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일부 실시양태에서, 조절 서열은 조직-특이적 유전자 발현 능력을 부여한다.  일부 경우에, 조직-특이적 조절[0137]

서열은 전사를 유도하는 조직-특이적 전사 인자에 조직 특이적 방식으로 결합한다.  이러한 조직-특이적 조절

서열 (예를 들어, 프로모터, 인핸서 등)은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  예시적인 조직-특이적 조절

서열은 하기 조직 특이적 프로모터를 포함하나 이에 제한되지는 않는다: 레티노쉬신 근위 프로모터, 광수용체간

레티노이드-결합 단백질 인핸서 (RS/IRBPa), 로돕신 키나제 (RK), 간-특이적 티록신 결합 글로불린 (TBG) 프로

모터, 인슐린 프로모터, 글루카곤 프로모터, 소마토스타틴 프로모터, 췌장 폴리펩티드 (PPY) 프로모터, 시냅신-

1 (Syn) 프로모터, 크레아틴 키나제 (MCK) 프로모터, 포유동물 데스민 (DES) 프로모터, α-미오신 중쇄 (α-

MHC) 프로모터, 또는 심장 트로포닌 T (cTnT) 프로모터.  다른 예시적인 프로모터는 통상의 기술자에게 명백할

것인 다른 것들 중에서도, 베타-액틴 프로모터, B형 간염 바이러스 코어 프로모터 (Sandig et al., Gene Ther.,

3:1002-9 (1996)); 알파-페토단백질 (AFP) 프로모터 (Arbuthnot et al., Hum. Gene Ther., 7:1503-14 (1996)),

골 오스테오칼신 프로모터 (Stein  et  al.,  Mol.  Biol.  Rep.,  24:185-96  (1997));  골 시알로단백질 프로모터

(Chen  et  al.,  J.  Bone  Miner.  Res.,  11:654-64  (1996)),  CD2  프로모터  (Hansal  et  al.,  J.  Immunol.,

161:1063-8 (1998); 이뮤노글로불린 중쇄 프로모터; T 세포 수용체 α-쇄 프로모터, 뉴런, 예컨대 뉴런-특이적

에놀라제 (NSE) 프로모터 (Andersen et al., Cell. Mol. Neurobiol., 13:503-15 (1993)), 신경필라멘트 경쇄

유전자 프로모터 (Piccioli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:5611-5 (1991)), 및 뉴런-특이적 vgf 유

전자 프로모터 (Piccioli et al., Neuron, 15:373-84 (1995))를 포함한다.

일부 실시양태에서, 조직-특이적 프로모터는 눈-특이적 프로모터이다.  눈-특이적 프로모터의 예는 레티노쉬신[0138]

근위 프로모터, 광수용체간 레티노이드-결합 단백질 인핸서 (RS/IRBPa), 로돕신 키나제 (RK), RPE65, 및 인간

원추체 옵신 프로모터를 포함한다.

일부 실시양태에서, 프로모터는 닭 베타-액틴 (CB) 프로모터이다.  닭 베타-액틴 프로모터는 짧은 닭 베타-액틴[0139]

프로모터 또는 긴 닭 베타-액틴 프로모터일 수 있다.  일부 실시양태에서, 프로모터 (예를 들어, 닭 베타-액틴

프로모터)는 인핸서 서열, 예를 들어 시토메갈로바이러스 (CMV) 인핸서 서열을 포함한다.  CMV 인핸서 서열은

짧은 CMV 인핸서 서열 또는 긴 CMV 인핸서 서열일 수 있다.  일부 실시양태에서, 프로모터는 긴 CMV 인핸서 서

열 및 긴 닭 베타-액틴 프로모터를 포함한다.  일부 실시양태에서, 프로모터는 짧은 CMV 인핸서 서열 및 짧은

닭 베타-액틴 프로모터를 포함한다.  그러나, 통상의 기술자는 짧은 CMV 인핸서가 긴 CB 프로모터와 함께 사용

될 수 있고, 긴 CMV 인핸서가 짧은 CB 프로모터와 함께 사용될 수 있음 (그 역도 마찬가지임)을 인식하고 있다.

본원에 기재된 단리된 핵산은 또한 하나 이상의 인트론을 함유할 수 있다.  일부 실시양태에서, 적어도 하나의[0140]

인트론은 프로모터/인핸서 서열 및 트랜스진 사이에 위치한다.  일부 실시양태에서, 인트론은 합성 또는 인공

(예를 들어, 이종) 인트론이다.  합성 인트론의 예는 SV-40으로부터 유래된 인트론 서열 (SV-40 T 인트론 서열

로 지칭됨) 및 닭 베타-액틴 유전자로부터 유래된 인트론 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에

의해 기재된 트랜스진은 하나 이상의 (1, 2, 3, 4, 5개, 또는 그 초과의) 인공 인트론을 포함한다.  일부 실시

양태에서, 하나 이상의 인공 인트론은 프로모터 및 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 핵산 서열

사이에 위치한다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 트랜스진은 코작 서열을 포함한다.  코작 서열은 진핵 mRNA에서 발견되고 단[0141]

백질 번역의 개시에 있어서 역할을 하는 컨센서스 서열 GCC(A/G)CC (서열식별번호: 4)를 포함하는 핵산 모티프

이다.  일부 실시양태에서, 코작 서열은 인트론 및 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 트랜스진 사

이에 위치한다.

본 개시내용에 의해 기재된 단리된 핵산은 폴리아데닐화 (폴리 A) 서열을 추가로 포함하는 트랜스진을 코딩할[0142]

수 있다.  일부 실시양태에서, 트랜스진은 토끼 베타-글로빈 (RBG) 폴리 A 서열인 폴리 A 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 3'-비번역된 영역 (3'-UTR)을 포함한다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용은 항[0143]

-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 트랜스진, 및 하나 이상의 miRNA 결합 부위를 포함하는 단리된 핵

산에 관한 것이다.  임의의 특정한 이론에 구애되기를 원하지는 않지만, 유전자 발현 구축물 내로의 miRNA 결합

부위의 혼입은 상응하는 miRNA가 발현되는 세포 및 조직에서 트랜스진 발현의 조절 (예를 들어, 트랜스진 발현

의 억제)을 허용한다.  일부 실시양태에서, 트랜스진 내로의 하나 이상의 miRNA 결합 부위의 혼입은 세포-유형

특이적 방식으로 트랜스진 발현의 탈-표적화를 허용한다.  일부 실시양태에서, 하나 이상의 miRNA 결합 부위는

트랜스진의 3' 비번역된 영역 (3'-UTR)에, 예를 들어 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 핵산 서열

의 마지막 코돈, 및 폴리 A 서열 사이에 위치한다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 면역 세포 (예를 들어, 항원 제시 세포 (APC), 예컨대 대식세포, 수상돌기 등)[0144]
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로부터 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)의 발현을 탈-표적화하는 하나 이상의 (예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5개,

또는 그 초과의)  miRNA  결합 부위를 포함한다.  예를 들어, 그의 전체 내용이 본원에 참조로 포함되는 US

2018/0066279에 기재된 바와 같이, 면역-연관 miRNA에 대한 miRNA 결합 부위의 혼입은 항원 제시 세포로부터 트

랜스진 (예를 들어, KH902) 발현을 탈-표적화하고, 따라서 트랜스진의 산물에 대해 대상체에서 생성된 면역 반

응 (세포성 및/또는 체액성)을 감소시키거나 제거할 수 있다.

일부 측면에서, 본 개시내용은 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 트랜스진, 및 하나 이상의 miRNA[0145]

결합 부위를 포함하는 단리된 핵산에 관한 것이다.  임의의 특정한 이론에 구애되기를 원하지는 않지만, 유전자

발현 구축물 내로의 miRNA 결합 부위의 혼입은 상응하는 miRNA가 발현되는 세포 및 조직에서 트랜스진 발현의

조절 (예를 들어, 트랜스진 발현의 억제)을 허용한다.  일부 실시양태에서, 트랜스진 내로의 하나 이상의 miRNA

결합 부위의 혼입은 세포-유형 특이적 방식으로 트랜스진 발현의 탈-표적화를 허용한다.  일부 실시양태에서,

하나 이상의 miRNA 결합 부위는 트랜스진의 3' 비번역된 영역 (3' UTR)에, 예를 들어 하나 이상의 GM3S 단백질

을 코딩하는 핵산 서열의 마지막 코돈, 및 폴리 A 서열 사이에 위치한다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 간 세포로부터 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)의 발현을 탈-표적화하는 하[0146]

나 이상의 (예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5개, 또는 그 초과의) miRNA 결합 부위를 포함한다.  예를 들어, 일부 실시

양태에서, 트랜스진은 하나 이상의 miR-122 결합 부위를 포함한다.

일부 실시양태에서, 트랜스진은 면역 세포 (예를 들어, 항원 제시 세포 (APC), 예컨대 대식세포, 수상돌기 등)[0147]

로부터 하나 이상의 GM3S 단백질의 발현을 탈-표적화하는 하나 이상의 (예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5개, 또는 그

초과의) miRNA 결합 부위를 포함한다.  예를 들어 그의 전체 내용이 본원에 참조로 포함되는 US 2018/0066279에

기재된 바와 같이, 면역-연관 miRNA에 대한 miRNA 결합 부위의 혼입은 항원 제시 세포로부터 트랜스진 발현을

탈-표적화하고, 따라서 트랜스진의 산물에 대해 대상체에서 생성된 면역 반응 (세포성 및/또는 체액성)을 감소

시키거나 제거할 수 있다.

본원에 사용된 "면역 세포-연관 miRNA"는 면역계의 세포, 예컨대 항원 제시 세포 (APC)에서 우선적으로 발현되[0148]

는 miRNA이다.  일부 실시양태에서, 면역 세포-연관 miRNA는 비-면역 세포 (예를 들어, 대조군 세포, 예컨대

HeLa 세포, HEK293 세포, 중간엽 세포 등)에 비해 면역 세포에서 적어도 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배,

9배, 10배 더 높은 수준의 발현을 나타내는 면역 세포에서 발현되는 miRNA이다.  일부 실시양태에서, 면역 세포

-연관 miRNA가 발현되는 면역계의 세포 (면역 세포)는 B 세포, T 세포, 킬러 T 세포, 헬퍼 T 세포, γδ T

세포, 수지상 세포, 대식세포, 단핵구, 혈관 내피 세포, 또는 다른 면역 세포이다.  일부 실시양태에서, 면역계

의 세포는 하기 마커 중 하나 이상을 발현하는 B 세포이다: B220, BLAST-2 (EBVCS), Bu-1, CD19, CD20 (L26),

CD22, CD24, CD27, CD57, CD72, CD79a, CD79b, CD86, chB6, D8/17, FMC7, L26, M17, MUM-1, Pax-5 (BSAP), 및

PC47H.   일부 실시양태에서, 면역계의 세포는 하기 마커 중 하나 이상을 발현하는 T 세포이다: ART2, CD1a,

CD1d, CD11b (Mac-1), CD134 (OX40), CD150, CD2, CD25 (인터류킨 2 수용체 알파), CD3, CD38, CD4, CD45RO,

CD5, CD7, CD72, CD8, CRTAM, FOXP3, FT2, GPCA, HLA-DR, HML-1, HT23A, Leu-22, Ly-2, Ly-m22, MICG, MRC OX

8, MRC OX-22, OX40, PD-1 (프로그램화된 사멸-1), RT6, TCR (T 세포 수용체), Thy-1 (CD90), 및 TSA-2 (흉선

공유된 Ag-2).  일부 실시양태에서, 면역 세포-연관 miRNA는 miR-31, miR-106a, miR-125a/b, miR-146a, miR-

150, miR-155, miR-181a, miR-223, miR-221, miR-222, let-7i, miR-148, miR-152, miR-126a, miR-142, miR-

15,  miR-150,  miR-155,  miR-16,  miR-17,  miR-18,  miR-181a,  miR-19a,  miR-19b,  miR-20,  miR-21a,  miR-223,

miR-24-3p,  miR-29a,  miR-29b,  miR-29c,  miR-302a-3p,  miR-30b,  miR-33-5p,  miR-34a,  miR-424, miR-652-3p,

miR-652-5p, miR-9-3p, miR-9-5p, miR-92a, 및 miR-99b-5로부터 선택된다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된

트랜스진은 miR-142에 대한 하나 이상의 결합 부위를 포함한다.

일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 역위 말단 반복부를 포함한다.  본 개시내용의 단리된 핵산은 재조합 아데노[0149]

-연관 바이러스 (AAV) 벡터 (rAAV 벡터)일 수 있다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에 의해 기재된 바와 같은

단리된 핵산은 제1 아데노-연관 바이러스 (AAV) 역위 말단 반복부 (ITR), 또는 그의 변이체를 포함하는 영역

(예를 들어, 제1 영역)을 포함한다.  단리된 핵산 (예를 들어, 재조합 AAV 벡터)은 캡시드 단백질 내로 패키징

되고, 대상체에게 투여되고/거나 선택된 표적 세포에 전달될 수 있다.  "재조합 AAV (rAAV) 벡터"는 전형적으로

최소로, 트랜스진 및 그의 조절 서열, 및 5' 및 3' AAV 역위 말단 반복부 (ITR)로 구성된다.  트랜스진은 본 개

시내용에서 다른 곳에 기재된 바와 같이, 예를 들어, 단백질 (예를 들어, 항-VEGF 작용제, 예컨대 KH902)을 코

딩하는 영역 및/또는 발현 제어 서열 (예를 들어, 폴리-A 꼬리)을 포함할 수 있다.

일반적으로, ITR 서열은 약 145 bp의 길이이다.  바람직하게는, 실질적으로 ITR을 코딩하는 전체 서열은 분자에[0150]
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사용되지만, 이들 서열의 일부 정도의 소수의 변형이 허용가능하다.  이들 ITR 서열을 변형시키는 능력은 관련

기술분야의 기술 내이다.  (예를 들어, 문헌 [Sambrook et al., "Molecular Cloning. A Laboratory Manual",

2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1989)]; 및 [K. Fisher et al., J Virol., 70:520 532

(1996)]과  같은  텍스트  참조).   본  개시내용에서  채용되는  이러한  분자의  예는  트랜스진을  함유하는

"시스-작용" 플라스미드이며, 여기서 선택된 트랜스진 서열 및 연관된 조절 요소는 5' 및 3' AAV ITR 서열에 의

해 플랭킹된다.  AAV ITR 서열은 본 확인된 포유동물 AAV 유형을 포함하는 임의의 공지된 AAV로부터 수득될 수

있다.  일부 실시양태에서, 단리된 핵산은 제2 AAV ITR을 포함하는 영역 (예를 들어, 제2 영역, 제3 영역, 제4

영역 등)을 추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 트랜스진을 코딩하는 단리된 핵산은 AAV ITR에 의해 플랭킹

된다 (예를 들어, 배향 5'-ITR-트랜스진-ITR-3'에서).  일부 실시양태에서, AAV  ITR은 AAV1  ITR,  AAV2  ITR,

AAV3 ITR, AAV4 ITR, AAV5 ITR, 및 AAV6 ITR로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시양태에서, 제2 ITR은

기능적 말단 분할 부위 (TRS)가 결여된 돌연변이체 ITR이다.  용어 "말단 분할 부위가 결여된"은 ITR의 말단 분

할 부위 (TRS)의 기능을 제거하는 돌연변이 (예를 들어, 센스 돌연변이, 예컨대 비-동의 돌연변이, 또는 미스센

스 돌연변이)를 포함하는 AAV ITR, 또는 기능적 TRS를 코딩하는 핵산 서열이 결여된 말단절단된 AAV ITR (예를

들어, ΔTRS ITR, 또는 ΔITR)을 지칭할 수 있다.  임의의 특정한 이론에 구애되기를 원하지는 않지만, 기능적

TRS가 결여된 ITR을 포함하는 rAAV 벡터는 예를 들어 문헌 [McCarthy (2008) Molecular Therapy 16(10):1648-

1656]에 의해 기재된 바와 같이 자기-상보적 rAAV 벡터를 생산한다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 벡터는

하나 이상의 AAV ITR을 포함하고, 적어도 하나의 ITR은 공지된 AAV 혈청형 ITR의 ITR 변이체이다.  일부 실시양

태에서, AAV ITR 변이체는 합성 AAV ITR (예를 들어, 천연적으로 발생하지 않는 AAV ITR)이다.  일부 실시양태

에서, AAV ITR 변이체는 혼성체 ITR이다 (예를 들어, 혼성체 ITR은 2개 이상의 상이한 AAV 혈청형의 ITR로부터

유래된 서열을 포함함).

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 바와 같은 단리된 핵산 (예를 들어, rAAV 벡터)은 5'에서 3' 순서로: 5' AAV[0151]

ITR, CMV 인핸서, CBA 프로모터, 인트론 (예를 들어, 닭 베타 액틴 인트론), 코작 서열, 항-VEGF 작용제 (예를

들어, KH902)를 코딩하는 트랜스진, 토끼 베타-글로빈 폴리 A, 및 3' AAV ITR을 포함한다.  단리된 핵산 서열의

예시적인 서열은 서열식별번호: 2에 제시된다.  일부 실시양태에서, rAAV는 서열식별번호: 2 (코작 서열은 밑줄

표시됨; KH902 코딩 서열은 볼드체)에 제시된 바와 같은 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적

어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도

97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함하는 단리된 핵산을 포함한다:
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[0152]

[0153]

또한, 본원에 기재된 단리된 핵산을 포함하는 벡터는 본 개시내용의 범주 내이다.  일부 실시양태에서, 벡터는[0154]

플라스미드이다.  일부 실시양태에서, rAAV 벡터를 포함하는 플라스미드는 하나 이상의 선택 마커를 추가로 포

함한다.  선택 마커는 관련 기술분야에 공지되어 있으며, 항생제 저항성 마커를 포함한다.  일부 실시양태에서,

선택 마커는 카나마이신 저항성 마커 (예를 들어, 네오마이신 포스포트랜스퍼라제 II (nptII) 유전자)를 포함한

다.  일부 실시양태에서, 선택 마커는 암피실린 저항성 마커 (예를 들어, 베타-락타마제 유전자)를 포함한다.
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pAAV-CBA0KH902의 예시적인 전체 벡터 서열은 서열식별번호: 3에 제시된다.  일부 실시양태에서, rAAV 벡터는[0155]

서열식별번호: 3에 제시된 바와 같은 핵산 서열과 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도

85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적

어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함한다:

[0156]
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[0157]

[0158]

일부 실시양태에서, rAAV는 서열식별번호: 30에 제시된 바와 같은 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도[0159]

80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적

어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함하는 단리된 핵산을 포함한다:
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[0160]
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[0161]
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[0162]

[0163]

일부 실시양태에서, rAAV는 서열식별번호: 31에 제시된 바와 같은 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도[0164]

80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적

어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함하는 단리된 핵산을 포함한다:
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[0165]
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[0166]
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[0167]

일부 실시양태에서, rAAV는 서열식별번호: 32에 제시된 바와 같은 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도[0168]

80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적

어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99% 또는 100% 동일한 핵산 서열을 포함하는 단리된 핵산을 포함한다:
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[0169]
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[0170]
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[0171]

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)는 비-바이러스 플랫폼을 통해 대상체에[0172]

게 전달될 수 있다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)는 폐쇄-단부 선형

두가닥 DNA (ceDNA)를 통해 대상체에게 전달될 수 있다.  트랜스진 (예를 들어, 항-VEGF 작용제, 예컨대 KH90

2)의 전달은 이전에 기재되었으며, 예를 들어, 그의 전체 내용이 본원에 참조로 포함되는 WO2017152149를 참조

한다.  일부 실시양태에서, 비대칭 말단 서열 (예를 들어, 비대칭 중단된 자기-상보적 서열)을 갖는 핵산은 일

부 실시양태에서, 현재 이용가능한 유전자 전달 벡터에 비해 감소된 면역원성을 나타내는 폐쇄-단부 선형 두가

닥 DNA 구조 (예를 들어, ceDNA)를 형성한다.  일부 실시양태에서, ceDNA는 천연 조건 하에서 선형 두가닥 DNA

로서 거동하며, 변성 조건 하에서 단일-가닥 원형 DNA로 변환된다.  임의의 특정한 이론에 구애되기를 원하지는

않지만, ceDNA는 일부 실시양태에서, 대상체에의 트랜스진 (예를 들어, 항-VEGF 작용제, 예컨대 KH902)의 전달

에 유용하다.

안구 조직에의 트랜스진의 AAV-매개 전달[0173]

본 개시내용의 측면은 캡시드 단백질 및 트랜스진을 코딩하는 핵산을 포함하는 재조합 AAV를 포함하는 조성물로[0174]

서, 여기서 트랜스진은 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 것인 조성물에 관

한 것이다.  일부 실시양태에서, 핵산은 AAV ITR을 추가로 포함한다.

단리된 핵산, 벡터, rAAV, 및 본 개시내용의 본원에 기재된 단리된 핵산, 본원에 기재된 벡터, 또는 본원에 기[0175]

재된 rAAV를 포함하는 조성물은 관련 기술분야에 공지된 임의의 적절한 방법에 따라 조성물 중에서 대상체에게
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전달될 수 있다.  예를 들어, 바람직하게는 생리학상 혼화성 담체에 (예를 들어, 조성물에) 현탁된 rAAV는 대상

체, 즉, 숙주 동물, 예컨대 인간, 마우스, 래트, 고양이, 개, 양, 토끼, 말, 소, 염소, 돼지, 기니 피그, 햄스

터, 닭, 칠면조, 또는 비-인간 영장류 (예를 들어, 마카크)에게 투여될 수 있다.  일부 실시양태에서 숙주 동물

은 인간을 포함하지 않는다.  일부 실시양태에서, 대상체는 인간이다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 바와 같은 단리된 핵산 및/또는 rAAV의 투여는 안구 조직에의 트랜스진 (예[0176]

를 들어, KH902)의 전달을 발생시킨다.  포유동물 대상체에의 rAAV의 전달은 예를 들어, 안구내 주사, 망막하

주사, 국소 투여 (예를 들어, 점안액)에 의한, 또는 안구 조직에의 포유동물 대상체의 눈 내로의 주사 (예를 들

어, 유리체내 주사, 또는 기질내 주사)에 의한 것이다.  본원에 사용된 "안구 조직"은 눈으로부터 유래되거나

눈에 함유된 임의의 조직을 지칭한다.  안구 조직의 비-제한적 예는 뉴런, 망막 (예를 들어, 광수용체 세포),

공막, 맥락막, 망막, 유리체, 황반, 중심와, 시신경 유두, 수정체, 동공, 홍채, 방수, 각막 (예를 들어, 각막세

포, 각막 내피 세포, 각막 기저 세포, 각막 날개 세포, 및 각막 편평 세포), 결막 섬모체, 및 시신경을 포함한

다.  망막은 눈의 후방에 위치하며, 광수용체 세포를 포함한다.  이들 광수용체 세포 (예를 들어, 간상체, 원추

체)는 시야에서 색상, 뿐만 아니라 콘트라스트를 파악함으로써 시력을 제공한다.  일부 실시양태에서, 본원에

기재된 바와 같은 단리된 핵산 및/또는 rAAV의 투여는 각막에의 트랜스진 (예를 들어, KH902)의 전달을 발생시

킨다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 바와 같은 단리된 핵산 및/또는 rAAV의 투여는 각막의 각막세포에의

트랜스진 (예를 들어, KH902)의 전달을 발생시킨다.

대안적으로, 포유동물 대상체에의 rAAV의 전달은 근육내 주사에 의한 또는 포유동물 대상체의 혈류 내로의 투여[0177]

에 의한 것일 수 있다.  혈류 내로의 투여는 정맥, 동맥, 또는 임의의 다른 혈관 도관 내로의 주사에 의한 것일

수  있다.   rAAV의  근육내  투여의  비-제한적  예시적인  방법은  근육내  (IM)  주사  및  혈관내  사지  주입을

포함한다.  일부 실시양태에서, rAAV는 외과 분야에 널리 공지된 기술인 격리 사지 관류에 의해 혈류 내로 투여

되며, 상기 방법은 본질적으로 통상의 기술자가 rAAV 비리온의 투여 전에 사지를 전신 순환으로부터 격리하는

것을 가능하게 한다.  미국 특허 번호 6,177,403에 기재된 격리 사지 관류 기술의 변형은 또한 격리된 사지의

혈관구조 내로 비리온을 투여하여 근육 세포 또는 조직 내로의 형질도입을 잠재적으로 증진시킬 수 있도록 통상

의 기술자에 의해 채용될 수 있다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 조성물 (예

를 들어, 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)은 유리체내 주사에 의해 투여된다.  일부 실시양태에서,

본 개시내용에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 조성물 (예를 들어, 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)은

안구내 주사에 의해 투여된다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 조성물 (예를

들어, 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)은 망막하 주사에 의해 투여된다.  일부 실시양태에서, 본 개

시내용에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 조성물 (예를 들어, 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)은 정맥내

주사에 의해 투여된다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에 기재된 바와 같은 rAAV 또는 조성물 (예를 들어, 단

리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)은 근육내 주사에 의해 투여된다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에

기재된 바와 같은 rAAV 또는 조성물 (예를 들어, 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)은 종양내 주사에

의해 투여된다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 바와 같은 단리된 핵산 및/또는 rAAV의 투여는 VEGF (예를 들어, VEGF 활[0178]

성)의 억제를 발생시킨다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 바와 같은 단리된 핵산 및/또는 rAAV의 투여는

안구 조직에서 VEGF (예를 들어, VEGF 활성)의 억제를 발생시킨다.  VEGF 억제의 정도는 임의의 적합한 공지된

방법 (예를 들어, HUVEC 혈관신생 검정, 망막 혈관 발달 검정, 망막 부종 검정, 레이저 손상-유도된 맥락막 신

생혈관 (CNV), 알칼리-화상 손상 모델, 또는 봉합선 유도된 CoNV 모델 등)에 의해 측정될 수 있다.  일부 실시

양태에서, 항-VEGF 작용제를 받은 (예를 들어, 본원에 기재된 단리된 핵산 및/또는 rAAV로 주사된) 대상체에서

VEGF (예를 들어, VEGF 활성) 활성은 비주사된 대상체, 또는 항-VEGF 작용제를 받기 전의 동일한 대상체에 비해

적어도 2%, 적어도 5%, 적어도 10%, 적어도 15%, 적어도 25%, 적어도 30%, 적어도 35%, 적어도 40%, 적어도

45%, 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적

어도 90%, 적어도 95%, 적어도 98%, 또는 적어도 100% 억제된다.  일부 실시양태에서, 비주사된 대상체, 또는

항-VEGF 작용제를 받기 전의 대상체에서 VEGF (예를 들어, VEGF 활성)는 항-VEGF 작용제 투여를 받은 (예를 들

어, 본원에 기재된 단리된 핵산 및/또는 rAAV로 주사된) 대상체에 비해 적어도 2%, 적어도 5%, 적어도 10%, 적

어도 15%, 적어도 25%, 적어도 30%, 적어도 35%, 적어도 40%, 적어도 45%, 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도

60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 98%, 적

어도 100%, 적어도 1배, 적어도 2배, 적어도 3배, 적어도 4배, 적어도 5배, 적어도 6배, 적어도 7배, 적어도 8

배, 적어도 9배, 적어도 10배, 적어도 10 내지 50배 (예를 들어, 10배, 20배, 30배, 40배, 또는 50배), 적어도

50 내지 100배 (예를 들어, 50배, 60배, 70배, 80배, 90배 또는 100배) 또는 그 초과 더 높다.  일부 실시양태
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에서, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, 본원에 기재된 단리된 핵산 및/또는 rAAV)의 투여는 1일 초과, 2일 초과, 3

일 초과, 4일 초과, 5일 초과, 6일 초과, 7일 초과, 1주 초과 (예를 들어, 8일, 9일, 10일, 11일, 12일, 13일,

또는 14일), 2주 초과 (예를 들어, 15일, 16일, 17일, 18일, 19일, 20일, 또는 21일), 3주 초과 (예를 들어,

22일, 23일, 24일, 25일, 25일, 27일, 또는 28일), 4주 초과 (예를 들어, 29일, 30일, 40일, 50일, 60일, 100

일 또는 그 초과), 1개월 초과 (예를 들어, 5주, 6주, 7주, 8주, 9주, 10주, 또는 그 초과), 2개월 초과 (예를

들어, 2개월 내지 2.5개월, 2개월 내지 3개월, 2개월 내지 4개월, 2개월 내지 5개월, 2개월 내지 6개월, 2개월

내지 7개월, 2개월 내지 8개월, 2개월 내지 9개월, 2개월 내지 10개월, 2개월 내지 11개월, 2개월 내지 12개

월), 3개월 초과 (예를 들어, 3개월 내지 4개월, 3개월 내지 5개월, 3개월 내지 6개월, 3개월 내지 7개월, 3개

월 내지 8개월, 3개월 내지 9개월, 3개월 내지 10개월, 3개월 내지 11개월, 3개월 내지 12개월), 4개월 초과

(예를 들어, 4개월 내지 5개월, 4개월 내지 6개월, 4개월 내지 7개월, 4개월 내지 8개월, 4개월 내지 9개월, 4

개월 내지 10개월, 4개월 내지 11개월, 4개월 내지 12개월), 5개월 초과 (예를 들어, 5개월 내지 6개월, 5개월

내지 7개월, 5개월 내지 8개월, 5개월 내지 9개월, 5개월 내지 10개월, 5개월 내지 11개월, 5개월 내지 12개

월), 6개월 초과 (예를 들어, 6개월 내지 7개월, 6개월 내지 8개월, 6개월 내지 9개월, 6개월 내지 10개월, 6개

월 내지 11개월, 6개월 내지 12개월), 7개월 초과 (예를 들어, 7개월 내지 8개월, 7개월 내지 9개월, 7개월 내

지 10개월, 7개월 내지 11개월, 7개월 내지 12개월), 8개월 초과 (예를 들어, 8개월 내지 9개월, 8개월 내지 10

개월,  8개월  내지  11개월,  8개월  내지  12개월),  9개월  초과  (예를  들어,  9개월  내지  10개월,  9개월  내지

11개월, 9개월 내지 12개월), 10개월 초과 (예를 들어, 10개월 내지 11개월, 11개월 내지 12개월), 11개월 초과

(예를  들어,  11개월  내지  12개월),  12개월  초과  (예를  들어,  12  내지  15개월,  12-18개월,  12-21개월,

12-2개월), 1년 초과 (예를 들어, 1 내지 1.5년), 2년 초과, 3년 초과, 4년 초과, 5년 초과, 10년 초과, 15년

초과, 20년 초과 또는 그 초과 동안 VEGF (예를 들어, VEGF 활성)의 억제를 발생시킨다.

본 개시내용의 조성물은 rAAV를 단독으로, 또는 하나 이상의 다른 바이러스 (예를 들어, 하나 이상의 상이한 트[0179]

랜스진을 갖는 코딩하는 제2 rAAV)와 조합으로 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 조성물은 각각 하나 이상

의 상이한 트랜스진을 갖는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10개, 또는 그 초과의 상이한 rAAV를 포함한다.

일부 실시양태에서, 조성물은 제약상 허용되는 담체를 추가로 포함한다.  적합한 담체는 rAAV와 관련된 적응증[0180]

의 관점에서 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 용이하게 선택될 수 있다.  예를 들어, 한 적합한 담체는

다양한 완충 용액 (예를 들어, 포스페이트 완충 염수)로 제제화될 수 있는 염수를 포함한다.  다른 예시적인 담

체는 멸균 염수, 락토스, 수크로스, 인산칼슘, 젤라틴, 덱스트란, 한천, 펙틴, 땅콩유, 참깨유, 및 물을 포함한

다.  담체의 선택은 본 개시내용의 제한이 아니다.

임의로, 본 개시내용의 조성물은 rAAV 및 담체(들) 외에도, 다른 통상적인 제약 성분, 예컨대 보존제, 또는 화[0181]

학 안정화제를 함유할 수 있다.  적합한 예시적인 보존제는 클로로부탄올, 소르브산칼륨, 소르브산, 이산화황,

프로필 갈레이트, 파라벤, 에틸 바닐린, 글리세린, 페놀, 파라클로로페놀, 및 폴록사머 (비-이온성 계면활성

제), 예컨대 플루로닉(Pluronic)
®
 F-68을 포함한다.  적합한 화학 안정화제는 젤라틴 및 알부민을 포함한다.

rAAV 또는 조성물 (예를 들어, 본원에 기재된 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)은 과도한 유해 효과[0182]

없이 목적하는 조직의 세포를 형질감염시키고, 충분한 수준의 유전자 전달 및 발현을 제공하는 충분한 양으로

투여된다.  통상적인 및 제약상 허용되는 투여의 경로는 선택된 기관에의 직접 전달 (예를 들어, 눈에의 유리체

내 전달), 안구내 주사, 망막하 주사, 경구, 흡입 (비내 및 기관내 전달을 포함함), 정맥내, 근육내, 피하, 피

내, 종양내, 및 다른 비경구 투여의 경로를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  투여의 경로는 목적하는 경우

조합될 수 있다.

특정한 "치료 효과"를 달성하는데 요구되는 rAAV  비리온의 용량, 예를 들어, 게놈 카피/체중의 킬로그램 당[0183]

(GC/kg)의 용량의 단위는 rAAV 비리온 투여의 경로, 치료 효과를 달성하는데 요구되는 유전자 또는 RNA 발현의

수준, 치료되는 특이적 질환 또는 장애, 및 유전자 또는 RNA 산물의 안정성을 포함하나 이에 제한되지는 않는

몇몇 인자에 기반하여 달라질 것이다.  관련 기술분야의 통상의 기술자는 상기 언급된 인자, 뿐만 아니라 관련

기술분야에 널리 공지된 다른 인자에 기반하여 특정한 질환 또는 장애를 갖는 환자를 치료하기 위한 rAAV 비리

온 용량 범위를 용이하게 결정할 수 있다.

rAAV 또는 조성물 (예를 들어, 본원에 기재된 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)의 유효량은 동물을 표[0184]

적 감염시키고, 목적하는 조직 (예를 들어, 근육 조직, 안구 조직 등)을 표적화하는데 충분한 양이다.  일부 실

시양태에서, rAAV의 유효량은 퇴행성 질환의 증상전 단계 동안 대상체에게 투여된다.  일부 실시양태에서, 대상

체는 퇴행성 질환의 하나 이상의 징후 또는 증상을 나타낸 후에 rAAV 또는 조성물이 투여된다.  일부 실시양태
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에서, 유효량은 주로 대상체의 종, 연령, 중량, 건강, 및 치료되는 조직과 같은 인자에 의존할 것이며, 따라서

동물 및 조직 사이에 달라질 수 있다.  예를 들어, rAAV의 유효량은 일반적으로 약 10
6
 내지 10

16
 게놈 카피 (예

를 들어, 1 x 10
6
 내지 1 x 10

16
 (경계값 포함))를 함유하는 약 1 ml 내지 약 100 ml의 용액의 범위이다.  일부

실시양태에서, rAAV의 유효량은 1x10
9
 내지 1x10

14
 게놈 카피의 rAAV의 범위이다.  일부 경우에, 약 10

11
 내지

10
12  

rAAV 게놈 카피의 투여량이 적절하다.  일부 실시양태에서, 약 10
11
 내지 10

13
 rAAV 게놈 카피의 투여량이

적절하다.  일부 실시양태에서, 약 10
11
 내지 10

14 
rAAV 게놈 카피의 투여량이 적절하다.  일부 실시양태에서, 약

10
11
 내지 10

15 
rAAV 게놈 카피의 투여량이 적절하다.  일부 실시양태에서, 약 10

12
 내지 10

14
 rAAV 게놈 카피의

투여량이 적절하다.  일부 실시양태에서, 약 10
13
 내지 10

14
 rAAV 게놈 카피의 투여량이 적절하다.  일부 실시양

태에서, 체중의 킬로그램 (kg) 당 약 1 x 10
12
, 약 1.1 x 10

12
, 약 1.2 x 10

12
, 약 1.3 x 10

12
, 약 1.4 x 10

12
, 약

1.5 x 10
12
, 약 1.6 x 10

12
, 약 1.7 x 10

12
, 약 1.8 x 10

12
, 약 1.9 x 10

12
, 약 1 x 10

13
, 약 1.1 x 10

13
, 약 1.2

x 10
13
, 약 1.3 x 10

13
, 약 1.4 x 10

13
, 약 1.5 x 10

13
, 약 1.6 x 10

13
, 약 1.7 x 10

13
, 약 1.8 x 10

13
, 약 1.9 x

10
13
, 또는 약 2.0 x 10

14
 벡터 게놈 (vg) 카피의 투여량이 적절하다.  일부 실시양태에서, 약 4 x 10

12
 내지 2 x

10
13
 rAAV 게놈 카피의 투여량이 적절하다.  일부 실시양태에서 정맥내 투여에 의한 약 1.5 x 10

13
 vg/kg의 투여

량이 적절하다.  특정 실시양태에서, 10
12 
- 10

13
 rAAV 게놈 카피는 조직 (예를 들어, 눈)을 표적화하는데 유효하

다.  특정 실시양태에서, 10
13
 - 10

14
 rAAV 게놈 카피는 조직 (예를 들어, 눈)을 표적화하는데 유효하다.

일부 실시양태에서, rAAV는 대상체 내로 주사된다.  다른 실시양태에서, rAAV는 국소 투여 (예를 들어, 점안[0185]

액)에 의해 대상체에게 투여된다.  일부 실시양태에서, rAAV의 유효량은 대상체의 표적 조직 (예를 들어, 눈)에

서 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)의 유효량을 발현하는데 충분한 양이다.

일부 실시양태에서, 주사에 의한 rAAV의 유효량의 전달 (예를 들어, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902))를 코[0186]

딩하는 rAAV를 전달하는 것)은 표적 조직에서 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)의 유효량을 발현하는데 충분

하도록 하는 양으로의 전달이다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 rAAV의

유효량의 전달은 적합한 투여의 경로 (예를 들어, 안구내 주사, i.v. 주사, 복강내 주사 및 근육내 주사)에 의

한 대상체에게 눈당 10 μg 내지 10 mg의 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902) 또는 그 사이의 임의의 중간 값을

전달하는데 충분하다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 rAAV는 대상체에게

눈당 20 μg 내지 5 mg 또는 그 사이의 임의의 중간 값의 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 전달하는데 충

분하다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 rAAV는 대상체에게 눈당 10 μg,

20 μg, 30 μg, 40 μg, 50 μg, 60 μg, 70 μg, 80 μg, 90 μg, 100 μg, 200 μg, 300 μg, 400 μg, 500

μg, 600 μg, 700 μg, 800 μg, 900 μg, 1 mg, 1.5 mg, 2 mg, 2.5 mg, 3 mg, 3.5 mg, 4 mg, 4.5 mg, 5 mg,

5.5 mg, 6 mg, 6.5 mg, 7 mg, 7.5 mg, 8 mg, 8.5 mg, 9 mg, 9.5 mg, 10 mg 또는 그 초과의 항-VEGF 작용제 (예

를 들어, KH902)를 전달하는데 충분하다.

일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 rAAV는 1일 1회, 1주 1회, 2주마다 1회, 1[0187]

개월 1회, 2개월마다 1회, 3개월마다 1회, 6개월마다 1회, 1년 1회, 또는 대상체의 일생에 1회 대상체에게 투여

된다.

일부 실시양태에서, 국소 투여, 예컨대 점안액에 의한 rAAV의 유효량의 전달 (예를 들어, 항-VEGF 작용제 (예를[0188]

들어, KH902))를 코딩하는 rAAV를 전달하는 것)은 표적 조직에서 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)의 유효량

을 발현하는데 충분하도록 하는 양으로의 전달이다.  일부 실시양태에서, 코딩하는 rAAV를 함유하는 점안액은 1

주 1회, 1개월 1회, 3개월마다 1회, 6개월마다 1회, 또는 1년 1회 대상체에게 투여된다.

일부 실시양태에서, 점안액은 항-VEGF 작용제를 1 mg/ml 내지 20 mg/ml의 농도로 전달하는데 충분한 항-VEGF 작[0189]

용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 rAAV를 포함한다.  일부 실시양태에서, 점안액은 항-VEGF 작용제를 2.5

mg/ml 내지 10 mg/ml의 농도로 전달하는데 충분한 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 rAAV를 포함

한다.  일부 실시양태에서, 점안액은 항-VEGF 작용제를 1 mg/ml, 2 mg/ml, 2.5 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5

mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml, 12 mg/ml, 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15 mg/ml,

16 mg/ml, 17 mg/ml, 18 mg/ml, 19 mg/ml, 또는 20 mg/ml의 농도로 전달하는데 충분한 항-VEGF 작용제 (예를

들어, KH902)를 코딩하는 rAAV를 포함한다.  일부 실시양태에서, 점안액은 0.01 ml, 0.02 ml, 0.03 ml, 0.04
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ml,  0.05  ml,  0.06  ml,  0.07  ml,  0.08  ml,  0.09  ml,  0.1  ml,  0.2  ml,  0.3  ml,  0.4  ml  또는  0.5  ml로

투여된다.

rAAV 또는 조성물 (예를 들어, 본원에 기재된 단리된 핵산 또는 rAAV를 함유하는 조성물)의 유효량은 또한 투여[0190]

의 방식에 의존할 수 있다.  예를 들어, 기질내 투여 또는 피하 주사에 의해 안구 (예를 들어, 각막) 조직을 표

적화하는 것은 일부 경우에, 또 다른 방법 (예를 들어, 전신 투여, 국소 투여)에 의해 안구 (예를 들어, 각막)

조직을 표적화하는 것과 상이한 (예를 들어, 더 높은 또는 더 낮은) 용량을 요구할 수 있다.  일부 실시양태에

서, 특정 혈청형 (예를 들어, AAV2, AAV5, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAV8, AAV9, AAVrh.8, AAVrh.10, AAVrh.39, 및

AAVrh.43)을 갖는 rAAV의 기질내 주사 (IS)는 안구 (예를 들어, 각막, 망막 등) 세포의 효율적인 형질도입을 매

개한다.  따라서, 일부 실시양태에서, 주사는 기질내 주사 (IS)이다.  일부 실시양태에서, 주사는 국소 투여

(예를 들어, 눈에의 국소 투여)이다.  일부 경우에, rAAV의 다중 용량이 투여된다.

일부 실시양태에서, rAAV 조성물은 특히 높은 rAAV 농도가 존재하는 경우 (예를 들어, ~10
13
 GC/mL 또는 그 초[0191]

과), 조성물에서 AAV 입자의 응집을 감소시키도록 제제화된다.  rAAV의 응집을 감소시키는 방법은 관련 기술분

야에 널리 공지되어 있으며, 예를 들어, 계면활성제의 첨가, pH 조정, 염 농도 조정 등을 포함한다.  (예를 들

어, 그의 내용이 본원에 참조로 포함되는 문헌 [Wright FR, et al., Molecular Therapy (2005) 12, 171-178]

참조.)

제약상 허용되는 부형제 및 담체 용액의 제제는 다양한 치료 요법에 본원에 기재된 특정한 조성물을 사용하기[0192]

위한 적합한 투여 및 치료 요법의 개발에서와 같이, 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 널리 공지되어 있다.

전형적으로, 이들 제제는 적어도 약 0.1%의 활성 화합물 또는 그 초과를 함유할 수 있지만, 활성 성분(들)의 백[0193]

분율은 물론 달라질 수 있으며, 편리하게는 총 제제의 중량 또는 부피의 약 1 또는 2% 내지 약 70% 또는 80% 또

는 그 초과일 수 있다.  자연적으로, 각각의 치료적으로 유용한 조성물에서 활성 성분의 양은 적합한 투여량이

화합물의 임의의 주어진 단위 용량에서 수득될 방식으로 제조될 수 있다.  용해도, 생체이용률, 생물학적 반감

기, 투여의 경로, 산물 저장-수명, 뿐만 아니라 다른 약리학적 고려사항과 같은 인자는 이러한 제약 제제를 제

조하는 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 고려될 것이며, 따라서, 다양한 투여량 및 치료 요법이 바람직할

수 있다.

특정 상황에서 본원에 개시된 적합하게 제제화된 제약 조성물 중 rAAV-기반 치료 구축물을 유리체내로, 안구내[0194]

로, 망막하로, 기질내로, 피하로, 췌장내로, 비내로, 비경구로, 정맥내로, 근육내로, 경막내로, 경구로, 복강내

로,  또는  흡입에  의해  전달하는  것이  바람직할  것이다.   일부  실시양태에서,  미국  특허  번호  5,543,158;

5,641,515 및 5,399,363 (각각 구체적으로 그 전문이 본원에 참조로 포함됨)에 기재된 바와 같은 투여 양상은

rAAV를 전달하는데 사용될 수 있다.  일부 실시양태에서, 바람직한 투여의 방식은 간문맥 주사에 의한 것이다.

주사가능한 용도에 적합한 제약 형태는 멸균 수용액 또는 분산액 및 멸균 주사가능한 용액 또는 분산액의 즉석[0195]

제조를 위한 멸균 분말을 포함한다.  분산액은 또한 글리세롤, 액체 폴리에틸렌 글리콜, 및 이들의 혼합물에서

및 오일에서 제조될 수 있다.  저장 및 사용의 통상적인 조건 하에서, 이들 제제는 미생물의 성장을 방지하기

위한 보존제를 함유한다.  많은 경우에, 형태는 멸균이고, 용이하게 시린지화되는 정도까지 유체이다.  이는 제

조 및 저장의 조건 하에서 안정해야 하고, 미생물, 예컨대 박테리아 및 진균의 오염 작용에 대해 보존되어야 한

다.  담체는 예를 들어, 물, 에탄올, 폴리올 (예를 들어, 글리세롤, 프로필렌 글리콜, 및 액체 폴리에틸렌 글리

콜 등), 이들의 적합한 혼합물, 및/또는 식물성 오일을 함유하는 용매 또는 분산 매질일 수 있다.  적절한 유동

성은 예를 들어, 코팅, 예컨대 레시틴의 사용에 의해, 분산액의 경우에 요구되는 입자 크기의 유지에 의해, 및

계면활성제의 사용에 의해 유지될 수 있다.  미생물의 작용의 방지는 다양한 항박테리아제 및 항진균제, 예를

들어, 파라벤, 클로로부탄올, 페놀, 소르브산, 티메로살 등에 의해 야기될 수 있다.  많은 경우에, 등장성제,

예를 들어, 당 또는 염화나트륨을 포함시키는 것이 바람직할 것이다.  주사가능한 조성물의 연장된 흡수는 흡수

를 지연시키는 작용제, 예를 들어, 모노스테아르산알루미늄 및 젤라틴의 조성물에서의 사용에 의해 야기될 수

있다.

주사가능한 수용액의 투여를 위해, 예를 들어, 용액은 적합하게는 완충될 수 있으며, 필요에 따라, 액체 희석제[0196]

는 먼저 충분한 염수 또는 글루코스로 등장성이 된다.  이들 특정한 수용액은 정맥내, 근육내, 피하 및 복강내

투여에 특히 적합하다.  이에 관하여, 채용될 수 있는 멸균 수성 매질은 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공

지되어 있을 것이다.  예를 들어, 하나의 투여량은 1 mL의 등장성 NaCl 용액에 용해되고, 1000 mL의 대량피하주

사  유체에  첨가되거나,  제안된  주입의  부위에서  주사될  수  있다  (예를  들어,  문헌  ["Remington's

Pharmaceutical Sciences" 15th Edition, pages 1035-1038 and 1570-1580] 참조).  투여량의 일부 변동은 반드
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시 숙주의 상태에 따라 일어날 것이다.  투여를 담당하는 사람은 어떠한 경우에도 개별적 숙주에 대한 적절한

용량을 결정할 것이다.

멸균 주사가능한 용액은 활성 rAAV를 요구되는 양으로 적절한 용매에 본원에 열거된 다양한 다른 성분과 함께[0197]

혼입하고, 필요에 따라 이어서 멸균 여과함으로써 제조된다.  일반적으로, 분산액은 다양한 멸균된 활성 성분을

염기성 분산 매질 및 상기 열거된 것들로부터의 요구되는 다른 성분을 함유하는 멸균 비히클 내로 혼입함으로써

제조된다.  멸균 주사가능한 용액의 제조를 위한 멸균 분말의 경우에, 바람직한 제조 방법은 활성 성분 플러스

그의 이전에 멸균-여과된 용액으로부터의 임의의 추가의 목적하는 성분의 분말을 생성하는 진공-건조 및 동결-

건조 기술이다.

본원에 개시된 rAAV 조성물은 또한 중성 또는 염 형태로 제제화될 수 있다.  제약상-허용되는 염은 산 부가 염[0198]

(단백질의 유리 아미노 기로 형성됨) 및 무기 산, 예컨대, 예를 들어, 염산 또는 인산으로 형성된 것, 또는 아

세트산, 옥살산, 타르타르산, 만델산 등과 같은 유기 산으로 형성된 것을 포함한다.  유리 카르복실 기로 형성

된 염은 또한 무기 염기, 예컨대, 예를 들어, 나트륨, 칼륨, 암모늄, 칼슘, 또는 수산화제2철, 및 유기 염기,

예컨대 이소프로필아민, 트리메틸아민, 히스티딘, 프로카인 등으로부터 유래될 수 있다.  제제화시, 용액은 투

여 제제와 혼화성인 방식으로 및 치료적으로 유효한 바와 같은 양으로 투여될 것이다.  제제는 다양한 투여 형

태, 예컨대 주사가능한 용액, 약물-방출 캡슐 등으로 용이하게 투여된다.

본원에 사용된 "담체"는 임의의 및 모든 용매, 분산 매질, 비히클, 코팅, 희석제, 항박테리아제 및 항진균제,[0199]

등장성제 및 흡수 지연제, 완충제, 담체 용액, 현탁액, 콜로이드 등을 포함한다.  제약 활성 물질을 위한 이러

한 매질 및 작용제의 사용은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  보충적 활성 성분은 또한 조성물 내로 혼입

될 수 있다.  어구 "제약상-허용되는"은 숙주에게 투여되는 경우 알레르기 또는 유사한 뜻밖의 반응을 생성하지

않는 분자 실체 및 조성물을 지칭한다.

전달 비히클, 예컨대 리포솜, 나노캡슐, 미세입자, 미세구, 지질 입자, 베지클 등은 적합한 숙주 세포 내로의[0200]

본 개시내용의 조성물의 도입에 사용될 수 있다.  특히, rAAV 벡터 전달된 트랜스진은 지질 입자, 리포솜, 베지

클, 나노구, 또는 나노입자 등에 캡슐화되어 전달을 위해 제제화될 수 있다.

이러한 제제는 본원에 개시된 핵산 또는 rAAV 구축물의 제약상 허용되는 제제의 도입에 바람직할 수 있다.  리[0201]

포솜의 형성 및 사용은 일반적으로 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지되어 있다.  최근, 개선된 혈청 안

정성 및 순환 반감기를 갖는 리포솜이 개발되었다 (미국 특허 번호 5,741,516).  또한, 잠재적 약물 담체로서의

리포솜 및 리포솜 유사 제제의 다양한 방법이 기재되었다 (미국 특허 번호 5,567,434; 5,552,157; 5,565,213;

5,738,868 및 5,795,587).

리포솜은 다른 절차에 의한 형질감염에 대해 통상적으로 저항성인 다수의 세포 유형과 함께 성공적으로 사용되[0202]

었다.  또한, 리포솜은 바이러스-기반 전달 시스템의 전형적인 DNA 길이 제약으로부터 자유롭다.  리포솜은 유

전자, 약물, 방사선치료제, 바이러스, 전사 인자 및 알로스테릭 이펙터를 다양한 배양된 세포주 및 동물 내로

도입하는데 효과적으로 사용되었다.  또한, 리포솜-매개 약물 전달의 유효성을 조사하는 몇몇 성공적인 임상 시

험이 완결되었다.

리포솜은 수성 매질에 분산된 인지질로부터 형성되고, 자발적으로 다층판성 동심원성 이중층 베지클 (또한 다층[0203]

판성 베지클 (MLV))로 용어화됨을 형성한다.  MLV는 일반적으로 25 nm 내지 4 μm의 직경을 갖는다.  MLV의 초

음파처리는 코어에 수용액을 함유하는 200 내지 500 Å의 범위의 직경을 갖는 작은 단층판성 베지클 (SUV)의 형

성을 발생시킨다.

대안적으로, rAAV의 나노캡슐 제제가 사용될 수 있다.  나노캡슐은 일반적으로 안정하고 재현가능한 방식으로[0204]

물질을 트랩할 수 있다.  세포내 중합체성 오버로딩으로 인한 부작용을 회피하기 위해, 이러한 초미세 입자 (대

략 0.1 μm 크기)는 생체내에서 분해될 수 있는 중합체를 사용하여 디자인되어야 한다.  이들 요건을 충족시키

는 생체분해성 폴리알킬-시아노아크릴레이트 나노입자는 사용을 위해 고려된다.

상기 기재된 전달 방법 외에도, 하기 기술은 또한 rAAV 조성물을 숙주에게 전달하는 대안적인 방법으로서 고려[0205]

된다.  초음파치료 (즉, 초음파)는 순환계 내로의 및 그를 통한 약물 침투의 속도 및 효능을 증진시키기 위한

장치로서 사용되었으며, 미국 특허 번호 5,656,016에 기재되었다.  고려되는 다른 약물 전달 대안은 골내 주사

(미국 특허 번호 5,779,708),  마이크로칩 장치 (미국 특허 번호 5,797,898),  안과 제제 (Bourlais  et  al.,

1998),  경피  매트릭스 (미국  특허 번호 5,770,219  및  5,783,208)  및  피드백-제어된 전달 (미국 특허 번호

5,697,899)이다.
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일부 실시양태에서, 본원에 기재된 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)는 ceDNA에 의해 대상체에게 전달된다.[0206]

항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 ceDNA를 함유하는 임의의 조성물은 또한 본 개시내용의 범주 내

이다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 ceDNA 및 그의 조성물은 본원에 기

재된 임의의 적합한 방법을 사용하여 대상체에게 투여될 수 있다.  일부 실시양태에서, 주사에 의한 항-VEGF 작

용제 (예를 들어,  KH902)를  코딩하는 ceDNA의  유효량의 전달은 표적 조직에서 항-VEGF  작용제 (예를 들어,

KH902)의 유효량을 발현하는데 충분하도록 하는 양으로의 전달이다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제 (예를

들어, KH902)를 코딩하는 ceDNA의 유효량의 전달은 적합한 투여의 경로 (예를 들어, 안구내 주사, i.v. 주사,

복강내 주사 및 근육내 주사)에 의해 대상체에게 눈당 10 μg 내지 10 mg의 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)

또는 그 사이의 임의의 중간 값을 전달하는데 충분하다.  일부 측면에서, 본 개시내용은 대상체에게 AAV를 투여

하기 위한 한 잠재적인 부작용이 염증을 포함하는 AAV에 대한 대상체에서의 면역 반응이라는 인식에 관한 것이

다.  일부 실시양태에서, 대상체는 본원에 기재된 바와 같은 하나 이상의 rAAV의 투여 전에 면역억제된다.

본원에  사용된  "면역억제된"  또는  "면역억제"는  대상체에서의  면역  반응의  활성화  또는  효능의  감소를[0207]

지칭한다.  면역억제는 리툭시맙, 메틸프레드니솔론, 프레드니솔론, 시롤리무스, 이뮤노글로불린 주사, 프레드

니손, 솔루-메드롤(Solu-Medrol), 란소프라졸, 트리메토프림/술파메톡사졸, 메토트렉세이트, 및 이들의 임의의

조합을  포함하나  이에  제한되지는  않는  하나  이상의  (예를  들어,  다수의,  예컨대 2,  3,  4,  5개,  또는  그

초과의) 작용제를 사용하여 대상체에서 유도될 수 있다.  일부 실시양태에서, 면역억제 요법은 시롤리무스, 프

레드니솔론, 란소프라졸, 트리메토프림/술파메톡사졸, 또는 이들의 임의의 조합을 투여하는 것을 포함한다.

일부 실시양태에서, 개시내용에 의해 기재된 방법은 대상체가 rAAV (예를 들어, 본 개시내용에 의해 기재된 바[0208]

와 같은 rAAV 또는 제약 조성물)가 투여되기 전에 대상체에서 면역억제를 유도하는 (예를 들어, 하나 이상의 면

역억제제를 투여하는) 단계를 추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 대상체는 대상체에의 rAAV의 투여 전에 약

30일 내지 약 0일 (예를 들어, rAAV의 투여까지 30일 사이의 임의의 시간, 경계값 포함)에 면역억제된다 (예를

들어, 면역억제가 대상체에서 유도됨).  일부 실시양태에서, 대상체는 적어도 7일 동안 면역 억제 (예를 들어,

리툭시맙, 시롤리무스, 및/또는 프레드니손)로 사전-처리된다.

일부 실시양태에서, 본 개시내용에 기재된 방법은 본 개시내용의 rAAV 또는 rAAV를 포함하는 제약 조성물이 투[0209]

여된 대상체에의 작용제의 공동-투여 또는 사전 투여를 추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 작용제는 미글루

스타트(Miglustat), 케프라(Keppra), 프레바시드(Prevacid), 클로나제팜(Clonazepam), 및 이들의 임의의 조합

으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시양태에서, rAAV (예를 들어, KH902에 대한 rAAV) 및 추가의 작

용제는 임의의 순서로 대상체에게 전달될 수 있다.  일부 실시양태에서, rAAV (예를 들어, KH902에 대한 rAAV)

및 추가의 작용제 (예를 들어, 미글루스타트, 케프라, 프레바시드, 클로나제팜)는 동시에 대상체에게 전달된다.

일부  실시양태에서,  rAAV  (예를  들어,  KH902에  대한  rAAV)  및  추가의  작용제  (예를  들어,  미글루스타트,

케프라, 프레바시드, 클로나제팜)는 대상체에게 공동-투여된다 (예를 들어, 하나의 조성물에서 또는 상이한 조

성물에서).  일부 실시양태에서, rAAV (예를 들어, KH902에 대한 rAAV)는 추가의 작용제 (예를 들어, 미글루스

타트, 케프라, 프레바시드, 클로나제팜) 전에 전달된다.  일부 실시양태에서, rAAV (예를 들어, KH902에 대한

rAAV)는 추가의 작용제 (예를 들어, 미글루스타트, 케프라, 프레바시드, 클로나제팜) 후에 전달된다.  일부 실

시양태에서, rAAV (예를 들어, KH902에 대한 rAAV) 및 추가의 작용제 (예를 들어, 미글루스타트, 케프라, 프레

바시드, 클로나제팜)는 상이한 빈도로 대상체에게 전달되며, 예를 들어, 대상체는 rAAV (예를 들어, KH902에 대

한 rAAV)를 매월, 2개월마다, 6개월마다, 매년, 2년마다, 3년마다, 5년마다, 또는 그 초과 받지만, 추가의 작용

제 (예를 들어, 미글루스타트, 케프라, 프레바시드, 클로나제팜)를 매일, 매주, 격주로, 매월, 1일 2회, 1일 3

회, 또는 1주 2회 받는다.

일부 실시양태에서, 대상체의 면역억제는 rAAV 또는 제약 조성물의 투여 동안 및/또는 후에 유지되었다.  일부[0210]

실시양태에서, 대상체는 rAAV 또는 제약 조성물의 투여 후 1일 내지 1년 동안 면역억제된다 (예를 들어, 하나

이상의 면역억제제가 투여됨).

VEGF 및/또는 혈관신생과 연관된 질환을 치료하는 방법[0211]

본 개시내용의 측면은 항-VEGF 작용제 (예를 들어, KH902)를 코딩하는 트랜스진을 대상체 (예를 들어, 대상체에[0212]

서의 세포)에게 전달하는 방법에 관한 것이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 인간이다.  일부 실시양태에서,

대상체는 비-인간 포유동물이다.  비-인간 포유동물의 비-제한적 예는 마우스, 래트, 고양이, 개, 양, 토끼,

말, 소, 염소, 돼지, 기니 피그, 햄스터, 닭, 칠면조, 또는 비-인간 영장류이다.

일부 실시양태에서, 본 개시내용은 VEGF 활성의 억제를 필요로 하는 대상체에서 VEGF 활성을 억제하는 방법에[0213]
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관한 것이다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에 의해 기재된 방법은 VEGF와 연관된 질환을 갖거나 가질 것으

로 의심되는 대상체를 치료하는데 유용하다.  본원에 사용된 "VEGF-연관 질환"은 비정상적 VEGF 활성/신호전달

과 연관된 질환의 세트를 지칭한다.  VEGF는 혈관의 형성을 자극하는 세포에 의해 생산되는 신호 단백질이다.

VEGF는 혈관신생을 유도하는 공지된 인자이다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용에 의해 기재된 방법은 혈관신

생 연관 질환을 갖거나 가질 것으로 의심되는 대상체를 치료하는데 유용하다.  본원에 사용된 혈관신생 연관 질

환은 비정상적 혈관신생과 관련된 질환을 지칭한다.  비-제한적 예시적인 혈관신생 연관 질환은 예를 들어, 혈

관신생 연관 눈 질환을 포함하는 혈관신생-의존성 암, 고형 종양 (예를 들어, 폐암, 유방암, 신장암, 간암, 췌

장암, 두경부암, 결장암, 흑색종), 혈액 유래 종양, 예컨대 백혈병, 전이성 종양, 양성 종양 (예를 들어, 혈관

종, 청신경집종, 신경섬유종, 트라코마, 및 화농 육아종), 류마티스 관절염, 건선, 피부홍조, 오시에르-웨버 증

후군, 심근 혈관신생, 플라크 신생혈관화, 모세혈관확장증, 혈우병 관절, 또는 혈관섬유종을 포함한다.

일부 실시양태에서, 혈관신생-연관 눈 질환은 각막 신생혈관화 (CoNV), 당뇨병성 망막병증, 미숙아 망막병증,[0214]

황반 변성, 각막 이식편 거부, 신생혈관 녹내장, 및 수정체후방 섬유증식증, 유행성 각막결막염, 비타민 A 결핍

증, 콘택트 렌즈 과도착용, 아토피성 각막염, 상윤부 각막염, 익상편 건성 각막염, 쇼그렌, 여드름 장미증, 소

수포증, 매독, 미코박테리아 감염, 지질 변성, 화학적 화상, 박테리아성 궤양, 진균성 궤양, 단순 포진 감염,

대상 포진 감염, 원충 감염, 카포시 육종, 무렌 궤양, 테리엔 변연 변성, 변연 각질용해증, 류마티스 관절염,

전신 루푸스, 다발동맥염, 외상, 베게너 사르코이드증, 공막염, 스티븐 존슨병, 유사천포창 방사상 각막절개,

및 각막 이식편 거부, 겸상 적혈구 빈혈, 사르코이드, 탄성섬유 가황색종, 파제트병, 정맥 폐색, 동맥 폐색, 경

동맥 폐쇄성 질환, 만성 포도막염/유리체염, 미코박테리아 감염, 라임병, 전신 홍반 루푸스, 미숙아 망막병증,

일스병,  베체트병,  망막염  또는  맥락막염을  유발하는  감염,  추정  안구  히스토플라스마증,  베스츠병,  근시,

시와, 스타가르트병, 주변 포도막염, 만성 망막 박리, 과다점성 증후군, 톡소플라스마증, 외상 또는 레이저후

합병증을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

본원에 사용된 용어 "치료하는"은 비정상적 VEGF 활성 또는 혈관신생과 연관된 장애, 질환의 증상, 또는 질환에[0215]

대한 소인을 치료하거나, 치유하거나, 경감시키거나, 완화시키거나, 변경시키거나, 교정하거나, 개선시키거나,

개선시키거나, 양향을 미칠 목적으로, 비정상적 VEGF 활성 또는 혈관신생과 연관된 증상 또는 질환, 또는 비정

상적 VEGF  활성 또는 혈관신생과 연관된 질환에 대한 소인을 갖는 대상체에의 항-VEGF  작용제 (예를 들어,

KH902)를 포함하는 조성물의 적용 또는 투여를 지칭한다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제의 투여는 참조

값에 비해 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 또는 100% VEGF 활성의 감소를 발생시킨다.

VEGF 활성을 측정하는 방법은 관련 기술분야에 공지되어 있다.  비-제한적 예시적인 참조 값은 항-VEGF 작용제

치료를 받기 전의 동일한 대상체의 VEGF 활성일 수 있다.  일부 실시양태에서, 항-VEGF 작용제의 투여는 참조

값에 비해 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 또는 100% 혈관신생의 감소를 발생시킨다.

혈관신생을 측정하는 방법완 관련 기술분야에 공지되어 있다.  비-제한적 예시적인 참조 값은 항-VEGF 작용제

치료를 받기 전의 동일한 대상체의 혈관신생의 수준일 수 있다.

일부 실시양태에서, 본 개시내용은 각막 신생혈관화 (CoNV)의 감소를 필요로 하는 대상체에서 CoNV를 감소시키[0216]

는 (예를 들어, 비치료된 대상체, 또는 투여 전의 대상체에서에 비해 CoNV를 감소시키는) 방법에 관한 것이다.

일부 실시양태에서, 방법은 비치료된 대상체, 또는 투여 전의 대상체에서에 비해 CoNV를 적어도 5%,  적어도

10%, 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적

어도 90%, 적어도 95%, 적어도 99%, 또는 100% 감소시킨다.  CoNV를 측정하는 방법은 관련 기술분야에 공지되어

있다 (예를 들어, 시각 간섭 단층촬영 혈관촬영술 (OCTA), 인도시아닌 그린 혈관촬영술 (ICGA) 등).  CoNV를 측

정하는 임의의 적합한 방법이 본원에 사용될 수 있다.

비정상적 VEGF 활성 또는 혈관신생과 연관된 질환을 경감시키는 것은 질환의 발달 또는 진행을 지연시키거나,[0217]

질환 중증도를 감소시키는 것을 포함한다.  질환을 경감시키는 것은 반드시 치료적 결과를 요구하지는 않는다.

본원에 사용된 질환 (예컨대 비정상적 VEGF 활성 또는 혈관신생과 연관된 질환)의 발달을 "지연시키는"은 질환

의 진행을 지체시키고/거나, 저해하고/거나, 감속시키고/거나, 지연시키고/거나, 안정화시키고/거나, 연기하는

것을 의미한다.  이 지연은 질환의 내력 및/또는 치료되는 개체에 따라, 다양한 시간의 길이의 것일 수 있다.

질환의 발달을 "지연시키는" 또는 경감시키는, 또는 질환의 발병을 지연시키는 방법은 방법을 사용하지 않는 것

과 비교할 경우, 주어진 기간에서 질환의 하나 이상의 증상을 발달시킬 가능성을 감소시키는 및/또는 주어진 기

간에서 증상의 정도를 감소시키는 방법이다.  이러한 비교는 전형적으로 통계적으로 유의한 결과를 제공하는데

충분한 다수의 대상체를 사용한 임상 연구에 기반한다.

질환의 "발달" 또는 "진행"은 질환의 초기 징후 및/또는 뒤따르는 진행을 의미한다.  질환의 발달은 검출가능하[0218]
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고, 관련 기술분야에 널리 공지된 바와 같은 표준 임상 기술을 사용하여 평가될 수 있다.  그러나, 발달은 또한

비검출가능할 수 있는 진행을 지칭한다.  본 개시내용의 목적상, 발달 또는 진행은 증상의 생물학적 과정을 지

칭한다.  "발달"은 발생, 재발, 및 발병을 포함한다.  본원에 사용된 비정상적 VEGF 활성 또는 혈관신생과 연관

된 질환의 "발병" 또는 "발생"은 초기 발병 및/또는 재발을 포함한다.

실시예[0219]

실시예 1: 콘베르셉트 (KH902)를 전달하는 rAAV 벡터 플랫폼[0220]

유리체내 투여 (또는 다른 경로)를 통해 망막 내로 항-VEGF 치료제인 콘베르셉트 (KH902)를 전달하는 rAAV 벡터[0221]

플랫폼이 여기서 기재되었다.  고유한 디자인은 CMV 인핸서/닭 β-액틴 프로모터 조절 카세트에 의해 유도된

KH902 트랜스진을 함유하는 단일-가닥 AAV 벡터 게놈이다 (도 1a-1c).  코작 서열을 KH902 시작 코돈의 상류에

서 디자인하여 번역을 증진시켰다 (도 1c).  시스-플라스미드 (도 1a)가 트랜스-플라스미드 공동-형질감염을 통

해 또는 안정한 통합에 의해 AAV Rep 및 Cap 유전자 및 의무적 헬퍼 유전자를 발현한 패키징 세포주 내로 전달

된 경우, 역위 말단 반복부 서열 (ITR)을 포함하고 그에 의해 플랭킹된 서열을 AAV 캡시드 비리온 내로 패키징

하였다.

세포를 생성된 ssAAV-KH902 비리온 발현된 분비된 KH902에 의해 감염시키거나 형질도입하였으며, 이를 표준 웨[0222]

스턴 블롯 분석에 의해 검출하였다 (도 2).  AAV2 캡시드 내로 패키징된 ssAAV-KH902를 갖는 망막 색소 상피

(RPE) 세포주의 형질도입은 중국 햄스터 난소 (CHO) 세포주에서 생산된 콘베르셉트 약물과 유사한 분자량을 갖

는 KH902의 단백질 발현을 발생시켰다.  이 데이터는 rAAV-KH902 벡터가 상이한 AAV 캡시드 내로 패키징될 수

있고, 세포 내로 감염되는 경우 KH902를 효과적으로 분비할 수 있음을 지시한다.

rAAV-KH902로 감염된 RPE 세포로부터의 컨디셔닝된 배지는 콘베르셉트 약물과 동일한 방식으로 인간 제대 정맥[0223]

내피 세포 (HUVEC)의 혈관 내피 성장 인자 (VEGF)-유도된 관형성 (도 3a 및 3b) 및 증식 (CCK-8, 도 3c)의 감

소에 의해 지시된 바와 같이 혈관신생을 왕성하게 억제하였다.  이 데이터는 rAAV-KH902로 감염된 세포가 시험

관내에서 기능적 항-혈관신생 KH902를 발현하고 분비할 수 있음을 시사한다.

신생아 마우스 새끼의 유리체 내로의 rAAV2-CBA-KH902의 주사는 정상적인 망막 혈관 발달을 방지하였다 (도 4).[0224]

이 데이터는 AAV-KH902 비리온이 생체내에서 혈관화를 억제하였음을 시사한다.  이 벡터 디자인이 맥락막 신생

혈관화를 억제할 수 있는지 여부를 결정하기 위해, rAAV2-CBA-KH902 벡터를 미숙아 망막병증 (ROP)에 대한 마우

스 모델에서 시험하였다 (도 5).  rAAV2-CBA-KH902의 유리체내 주사 및 후속의 마우스의 산소과잉 처리는 대조

군 비주사된 눈과 비교하여 처리된 마우스의 눈에서 검출가능한 부종을 갖는 눈의 백분율 및 부종의 수의 감소

를 초래하였다.  이 데이터는 AAV-KH902가 맥락막 신생혈관화를 예방하고, 가능하게는 반전시키기 위한 잠재적

으로 실행가능한 유전자 요법 플랫폼임을 시사한다.

실시예 2: AAV2 벡터의 유리체내 주사는 마우스에서 KH902를 전달하여 산소-유도된 망막병증 및 혈관화를 예방[0225]

하는데 유효하다

신생아 마우스를 생후 (PN) 1-3일에 유리체내 주사에 의해 벡터로 처리하였다.  각각의 마우스를 각각 하나의[0226]

눈에서 EGFP  트랜스진을 패키징하는 벡터 (rAAV-EGFP)로 및 반대 눈에서 KH902  트랜스진을 패키징하는 벡터

(rAAV-KH902) 및 rAAV-EGFP의 5:1 비 혼합물로 처리하였다.  모든 경우에, 총 용량은 1 μL 부피 중 눈당 1.5E
9

vg였다.  이어서 마우스를 PN 7까지 70% 산소에서 유지하고, PN 11까지 정상산소 조건 (20-21% 산소)에 두었다.

마우스를 PN 18에서 희생시키고, 눈을 수거하고, 가시화하였다 (도 6a-6b 및 도 7a-7b).  이어서 처리된 눈의

병리증상을 육안 검사에 의해 점수화하고, 점수화하였다 (도 8).  rAAV-EGFP 단독으로 처리된 눈은 산소과잉 유

도의 정도에 대한 지표이며, 병리증상의 가변성에 대한 내부 대조군으로서 역할을 한다.  부종의 부재는 산소과

잉이 망막병증을 유도하는데 실패하였음을 의미하지도 않고, rAAV-KH902 처리된 눈에서 부종의 존재는 벡터가

비-효과적이었음을 의미하지도 않음을 유념해야 한다.  혈관 병리증상의 구제는 동맥류 결절의 존재 또는 부재

에 의해 결정된다.

음성 대조군으로 역할을 하는 rAAV2-Egfp 처리된 눈에서, 혈관 병리증상은 혈관 동맥류 결절의 과다 증식 및 형[0227]

성의 결과로서 관찰되었다 (도 6b, 하부 패널).  rAAV2-KH902로 처리된 눈은 병리증상을 효율적으로 예방하였으

며 (도 6a-6b), 또한 혈관 발달을 특정 정도로 감소시켰다 (도 6b, 우측 패널).  대조적으로, rAAV8-KH902는 혈

관 병리증상을 예방하는데 있어서 매우 비효율적이다 (도 7a-7b).  이 관찰은 망막 조직에서의 rAAV8-EGFP의 낮

은 형질도입과 상관된다 (도 7b,  좌측 패널).  그럼에도 불구하고, 일부 형질도입이 있는 영역에서, rAAV8-

공개특허 10-2023-0061441

- 52 -



KH902는 병리증상을 부분적으로 예방할 수 있다 (도 7b, 우측 패널 및 도 8).

전체적으로, 산소과잉에 의한 망막병증의 유도는 눈이 부종을 발달시키지 않았음에도 불구하고 모든 마우스에서[0228]

작동하였다 (도 8).  중요하게는, KH902 트랜스진은 rAAV2로 병리학적 혈관화를 반전시킬 수 있지만, rAAV8로는

불량하다.  그러나, 현재의 결과는 정규 혈관 발달이 그때까지 완결되기 때문에, 성체 동물에서의 치료의 결과

를 예측하지 않는다.

실시예 3: 망막에의 효율적이고 안전한 유전자 전달을 위한 인간 유래 AAV 캡시드 변이체[0229]

AAV2 변이체 캡시드 및 AAV2/3 혼성체 캡시드가 트랜스진을 망막 세포에 전달할 수 있는지 여부를 평가하기 위[0230]

해, AAV2 변이체 및 AAV2/3 혼성체 캡시드를 바코드화된 EGFP 트랜스진을 운반하는 rAAV 내로 패키징하고, 유리

체내로 또는 망막하로 마우스 내로 주사하였다.  망막에서의 GFP의 발현은 망막에서 세포를 형질도입하는데 있

어서의 특정 캡시드 단백질의 능력을 반영한다.

초기 연구에서, 8개의 AAV2 변이체 (v224, v326, v358, v46, v56, v66, v67, 및 v81) 및 7개의 AAV2/3 혼성체[0231]

변이체 (v439, v453, v513, v551, v556, v562, 및 v598)를 시험하였다.  캡시드 변이체 및 바코드화된 EGFP 트

랜스진의 각각을 포함하는 rAAV를 유리체내 투여를 통해 마우스에게 주사하였다 (3마리의 마우스/그룹; 총 45마

리의 마우스).  형질도입 효능을 주사 후 2주 (도 9a) 및 4주 (도 9b)에 검안경검사에 의해 관찰하였다.  모든

변이체 중에서, v56, v224, 및 v326은 검안경검사에 의해 평가된 바와 같이 가장 높은 형질도입을 가졌다.  이

들 3개의 캡시드를 레이저-유도된 맥락막 신생혈관화 마우스 모델에서의 후속 연구를 위해 KH902를 패키징하는

데 사용하였다.  이 연구에서, AAV2 변이체는 마우스에서 AAV2/3-혼성체 변이체보다 더 잘 수행하였음이 관찰되

었다.

rAAV-KH902의 효능을 레이저-손상 처리 모델에서 조사하였다.  레이저 손상은 맥락막 신생혈관 (CNV) 사건을 유[0232]

도하며, KH902는 레이저 손상 후에 눈에서 CNV를 감소시킬 수 있다.  CNV의 수 및 CNV의 크기 둘 다는 눈 내로

의 KH902의 효율적인 전달에 대한 지표로서 측정될 수 있다.  현재의 연구에서, 마우스 눈을 rAAV 주사 전 5일

에 레이저로 손상시켰다.  마우스를 대조군-GFP 또는 AAVv224-KH902로 주사하였다.  도 10에 제시된 바와 같이,

AAVv224-KH902로 처리된 마우스는 대조군-GFP 그룹과 비교하여 레이저 손상 후 20일에 CNV의 수를 80% 미만으로

감소시킬 수 있었다.  AAVv56-KH902 및 AAVv326-KH902는 동일한 마우스 모델에서 AAVv224-KH902와 유사한 치료

효능을 나타내었다.  또한, CNV의 표면적이 또한 측정되며, AAV2  변이체 또는 AAV2/3  혼성체 변이체에 의한

KH902의 전달은 CNV의 크기를 감소시킬 수 있을 것으로 예상된다.

KH902의 과발현은 혈관구조에서의 면역 세포의 축적으로 인해 눈에서 병변을 용량 의존적 방식으로 유발하는 것[0233]

으로 이전에 관찰되었다.  이러한 병변은 명시야 검안경검사에 의해 눈에서 흰색 줄무늬로서 관찰될 수 있다.

v224-KH902가 눈에서 이러한 병변을 유발할 것인지 여부를 시험하기 위해, 마우스를 v224-KH902, 눈에서 병변을

유발하는 것으로 이전에 관찰된 대조군-캡시드-KH902,  대조군 캡시드-KH902의 1:10  희석물,  대조군 캡시드-

KH902의 1:20 희석물, 대조군 캡시드-KH902의 1:50 희석물, 또는 대조군 캡시드-KH902의 1:20 희석물로 유리체

내로 주사하였다.  도 11에 제시된 바와 같이, 비희석된 대조군 캡시드-KH902는 눈에서 병변을 유발하였으며,

대조군 캡시드-KH902의 희석물은 병변을 감소시켰다.  v224-KH902로의 마우스 눈 주사에서는 병변이 관찰되지

않았다.

또한, 캡시드 변이체 (예를 들어, AAV2 변이체, AAV2/3 혼성체 변이체 및 AAV8 변이체)는 그들의 각각의 원형적[0234]

캡시드 단백질에 비해 더 양호한 패키징 효율을 나타내었다.  도 12에 제시된 바와 같이, 조-용해물 PCR을 통한

시험관내 패키징 수율 평가는 AAV2 변이체 (상부 패널), AAV2/3 변이체 (중간 패널), 및 AAV8 변이체 (하부 패

널)에 대한 상대 패키징 수율을 제시하는 폭포 플롯으로서 그래프화되었다.  각각의 캡시드에 대한 패키징 수율

값은 그들의 원형적 형태: 각각 AAV2, AAV3b, 및 AAV8에 의해 제공된 수율의 백분율로서 표현된다.  캡시드 변

이체 v56은 AAV2에 비해 9.42배 증가를 나타내었고; v224는 AAV2에 비해 8.96배 증가를 나타내었고, v326은

AAV2에 비해 9.79배 증가를 나타내었다.  나타내어진 캡시드의 총 수는 x-축 상에 제시된다.

실시예 4:[0235]

정상적인 포유동물 각막은 투명하고, 혈관 및 림프관이 없다.  혈관신생 유발성 및 항-혈관신생 인자의 균형이[0236]

파괴된 병리학적 상태에서, 예컨대 염증, 저산소증, 및 윤부 장벽 기능이상, 각막 신생혈관화 (CoNV)가 발생할

수 있다.  CoNV는 각막 투명성을 감소시키고, 시각 손상을 초래한다.  이는 미국에서 연간 140만 명 초과의 사

람들에게 영향을 미친다.  CoNV에 대한 현재의 치료는 국소 스테로이드 및 비- 스테로이드 항-염증 투여, 레이

저  소작술,  미세  바늘  투과열요법,  및  양막  이식을  포함한다.   그러나,  모든  상기  방법은  제한된  효능을
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가지며, 관련된 부작용이 있다.  혈관 내피 성장 인자 (VEGF)는 각막 혈관신생에 있어서 중요한 역할을 하지만,

상기 언급된 치료 중 어느 것도 이 핵심적 분자를 특이적으로 표적화하지 않는다.  맥락막 신생혈관화에서 항-

VEGF 작용제의 성공적인 적용은 관심의 급등 및 동물 모델 및 임상 시험에서 각막 혈관신생을 관리하는 그들의

능력에 대한 이들 작용제의 시험을 초래하였다.  예를 들어, 몇몇 초기 연구는 많은 동물 모델 및 임상 시험에

서 국소, 결막하, 윤부주변, 및 기질내 투여를 통해 CoNV를 억제하는데 있어서의 베바시주맙의 잠재성을 입증하

였다.  그 때 이후로, 보다 많은 항-VEGF 의약, 예컨대 라니비주맙 및 아플리베르셉트가 개발되었고, 각막 신생

혈관화 임상 요법에 적용되었다.  그러나, 그들의 짧은 반감기 때문에, 이들 VEGF-중화 단백질의 제한된 내구성

은 CoNV에 대한 지속가능하고 효율적인 치료를 달성하는데 명백한 장애물이다.  유전자 요법 기술의 현저한 진

보는 안구 질환에서 치료 트랜스진의 생체내 전달을 위한 매우 매력적인 비히클인 재조합 아데노-연관 바이러스

(rAAV) 벡터 내로 VEGF- 중화 단백질을 코딩하는 발현 카세트를 패키징함으로써 항-VEGF 작용제의 내구성을 상

승시키는 노력을 고취시켰다.  rAAV는 그들의 낮은 면역원성, 유전독성, 및 높은 형질도입 프로파일 때문에 바

람직하다.  rAAV 벡터의 단일 용량은 왕성하고 지속된 유전자 발현을 매개할 수 있으며, 이는 만성 각막 질환을

갖는 환자에 대한 요법을 달성하고 치료 부담을 완화시키는 목표를 위해 중요하다.

이 연구에서, 목표는 손상된 각막에서 혈관신생을 지속적으로 예방하고 억제하는 단일 투여를 갖는 rAAV-매개[0237]

외인성 KH902 발현을 사용한 신규한 치료 접근법을 개발하는 것이었다.

rAAV2 및 rAAV8 벡터의 기질내 주사는 효율적인 각막 세포 형질도입을 생성한다[0238]

성공적인 rAAV-매개 유전자 요법을 보장하기 위해, 적용의 경로는 표적 조직 내부에서 치료 유전자의 효율적인[0239]

전달 및 발현을 허용해야 한다.  현재, 각막을 표적화하는 치료제는 주로 국소 점적주입, 결막하 주사, 또는 기

질내 주사를 통해 투여된다.  표재성 상피의 제거 없이 rAAV 벡터의 국소 점적주입은 상대적으로 낮은 형질도입

효율을 입증하였으며; 따라서, rAAV 벡터의 생체분포를 주로 결막하 및 기질내 주사 경로 후에 비교하였다.  마

우스 각막을 기질내 또는 결막하 경로를 통해 동등한 용량 (1.6x10
10
 게놈 카피 (GC)/각막)으로 닭 β-액틴 편재

성 프로모터 (rAAV2-eGFP 또는 rAAV8-eGFP) 하에서 eGFP 리포터 트랜스진으로 패키징된 rAAV2 또는 rAAV8로 주

사하였다 (도 13a, 13d).  각막에서의 eGFP 발현의 수준을 투여 후 2주에 라이브 동물 영상화 시스템 (미크론

(Micron) IV 카메라)에 의한 eGFP 신호의 직접 검출을 통해 평가하였다.  흥미롭게도, eGFP 신호는 기질내 경로

에 의해 처리된 마우스의 각막에서 성공적으로 검출되었지만, 결막하 경로에 의해서는 그렇지 않았다 (도 13b,

13d, 20b, 20c).  각막에서의 eGFP 생체분포 패턴을 추가로 확인하기 위해, eGFP 형광을 투여 후 2주에 제핵된

안구 섹션에서 분석하였다.  라이브 영상화 데이터와 일치하게, eGFP는 벡터의 기질내 주사 후에 전체 각막에서

발현되었다.  대조적으로, 결막하 주사는 윤부, 결막, 및 공막 조직에서 발현을 초래한 반면, 각막에서의 발현

은 불량하거나 비-존재하였다 (도 13c, 13f, 20a).  함께, 이들 데이터는 기질내 주사가 각막에서의 광범위한

형질도입을 위해 rAAV2 및 rAAV8 벡터를 투여하기 위한 보다 효과적인 경로임을 입증하였다.

rAAV2- 및 rAAV8-매개 eGFP 및 KH902 발현의 각막 세포 향성 및 동역학[0240]

각막 기질내 주사를 통한 rAAV2 및 rAAV8에 의해 매개된 트랜스진 발현의 동역학을 조사하기 위해, rAAV2-eGFP[0241]

또는 rAAV8-eGFP를 각막당 1.6x10
10
 GC의 동등한 용량으로 기질내로 투여하였다.  rAAV8에 의해 매개된 eGFP 신

호는 라이브 동물 영상화에 의해 주사 후 28시간만큼 빨리 용이하게 검출되었다 (도 14a).   그러나, rAAV2-

eGFP-처리된 각막에서의 eGFP 신호는 투여 후 1주까지 관찰되지 않았으며, rAAV8-eGFP 처리에 의해 제공된 것들

보다 훨씬 더 약한 신호 강도를 가졌다 (도 14a).  다음으로, rAAV2-KH902 또는 rAAV8-KH902를 각막당 1.6x10
10

GC로 야생형 마우스 각막 내로 기질내로 주사하고, 소적 디지털 PCR (ddPCR)에 의해 제1주 및 제2주, 및 제1개

월, 제2개월, 및 제3개월에 상대 KH902 mRNA 발현을 평가하였다.  KH902 mRNA의 왕성한 발현이 rAAV8-KH902 그

룹에서 검출되었으며, 주사 후 1주에 그의 피크에 도달하였다.  반면, rAAV2는 또한 검출가능한 KH902 발현을

초래하였지만, 유의하게 더 낮은 수준으로였으며 주사 후 2주에 뒤떨어지는 피크를 가졌다.  피크 수준에 도달

한 후, rAAV2 및 rAAV8에 의해 매개된 KH902 mRNA 발현은 점차적으로 감소하였지만, 실험에서 최종 시점인 주사

후 최대 3개월 동안 검출가능하게 남아 있었다 (도 14b).  특히, rAAV8에 의해 매개된 상대 KH902 mRNA 발현은

모든 시점에서 rAAV2에 의해 달성된 것보다 더 높았다.  이 관찰은 rAAV-eGFP 벡터에 의해 제공된 eGFP 신호와

일치하였다 (도 14a).

마우스 각막에서 rAAV2 및 rAAV8 형질도입의 향성을 조사하기 위해, rAAV2-eGFP 또는 rAAV8-eGFP로의 기질내 주[0242]

사로부터의 각막 조직 섹션을 주사 후 2주에 분석하였다 (도 14c).  결과는 eGFP 신호가 주로 각막세포 마커인

비멘틴과 공동-국재화됨을 제시하였으며, 이는 rAAV2 및 rAAV8이 주로 각막세포를 형질도입하였음을 지시한다.
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상피 세포에서의 산발적 발현이 또한 관찰되었다.  한편, rAAV2-eGFP도 rAAV8-eGFP도 각막 내피 세포를 형질도

입하지 않았다 (도 14c-i, ii).  후속적으로, KH902 단백질의 분포를 rAAV2-KH902 또는 rAAV8-KH902 (1.6x10
10

GC/각막)로 형질도입된 각막에서 항-인간 IgG (H+L) 항체를 사용하여 탐색하였다.  rAAV2 및 rAAV8 형질도입 후

의 KH902  단백질은 주로 각막세포에서 및 각막 상피 세포에서 드물게 발견되었으며 (도 14c- iii, iv 및 도

21a-21b),  이는  rAAV2-eGFP  및  rAAV8-eGFP  형질도입 후의 eGFP  발현  패턴과 일치하였다.   그러나,  결과는

KH902 단백질이 각막세포의 세포체에서 분포되었을 뿐만 아니라 전체 각막 기질층 전반에 걸쳐 확산되었음을 명

백하게 제시한다.  이는 KH902가 N-말단에 분비 신호 펩티드를 함유하며, 따라서 각막 기질 매트릭스 내로의 각

막세포로부터의 KH902 단백질의 분비를 용이하게 한다는 사실에 기인한다.

전체적으로, 데이터는 rAAV8이 rAAV2에 의해서보다 기질내 전달 후 각막에서 KH902 발현의 보다 강한 및 보다[0243]

이른 발병을 매개하였음을 지시하였으며, 이는 rAAV8-KH902가 각막 신생혈관화의 치료에 있어서 rAAV2-KH902보

다 우수하였음을 시사한다.  더욱이, rAAV8에 의해 매개된 KH902의 발현은 최대 3개월 동안 지속되었으며, 전체

각막 기질층을 통해 분산되었다.  이 발견은 VEGF를 중화시키는, 및 결과적으로, CoNV를 약화시키는 rAAV8-

KH902의 잠재적인 왕성한 능력을 시사하였다.

마우스 각막에서의 rAAV2-KH902 또는 rAAV8-KH902에 대한 면역학적 반응의 특징[0244]

중심 각막 두께 (CCT)는 각막 건강 및 생리학적 기능의 지표임을 고려하여, CCT를 PBS,  rAAV8-eGFP,  rAAV2-[0245]

KH902, 및 rAAV8- KH902 (1.6x10
10
 GC/각막)로의 기질내 주사 후 시각 간섭 단층촬영 (OCT) 영상화에 의해 다양

한 시점에서 분석하였다.  그룹 중에서, PBS 및 rAAV8-eGFP를 각각 주사 대조군 및 벡터 비히클 대조군으로서

사용하였다.  주사 직후, CCT는 PBS 그룹에서 22.73 ± 2.93 μm, rAAV8- eGFP 그룹에서 23.50 ± 5.37 μm,

rAAV2-KH902 그룹에서 22.12 ± 3.43 μm, 및 rAAV8-KH902 그룹에서 22.75 ± 3.12 μm 증가되었고, 이어서

OCT 스캔 하에서 정상적인 형태학적 및 해부학적 구조를 갖는 제12주의 종료 (데이터 수집의 최종 시점)에서 주

사 전 수준으로 다시 점차적으로 감소되었음이 밝혀졌다 (도 15a, 15b). 모든 그룹 사이에 CCT의 유의한 차이는

관찰되지 않았다.  모두 함께, 이들 데이터는 rAAV 벡터 및 KH902 트랜스진 산물로의 기질내 주사가 중심 각막

두께를 변경시키지 않고, 각막 생리학적 구조를 파괴하여 3개월 후에 국소 흉터 또는 데스메막 박리를 생성함을

지시하였다.  반면, 면역 반응을 또한 rAAV-KH902의 주사 후 2주에 각막에서 단핵구/대식세포 마커 (CD11b,

F4/80)의 수준을 추정함으로써 평가하였다.  CD11b+ 또는 F4/80+ 세포의 수준은 고- 용량 (1.6x10
10
 GC/각막)

rAAV2-eGFP/KH902 및 rAAV8-eGFP/KH902 투여 후에 유의하게 더 높았던 반면, 그들의 저-용량 (8x10
8
 GC/각막)

대응물에서의 CD11b+ 또는 F4/80+ 세포의 백분율은 비교에서 유의하게 더 낮았으며, 이는 PBS 대조군과 유사한

수준이다 (도 15c, 15d).  따라서, rAAV2-KH902 및 rAAV8-KH902 전달을 위한 저 용량 (8x10
8
 GC/각막) 주사 스

킴을 후속 생체내 CoNV 요법 연구에 사용하였다.

기질내 투여를 통한 rAAV8-KH902로의 처리는 알칼리-화상 손상 모델에서 CoNV를 효과적으로 억제한다[0246]

기질내 전달에 의한 rAAV2-KH902 및 rAAV8-KH902가 각막 신생혈관화를 치료적으로 억제할 것인지 여부를 시험하[0247]

기 위해, 알칼리 화상을 마우스 각막 상에 적용하여 CoNV 모델을 생성하고, 후속적으로 마우스를 PBS, rAAV8-

eGFP, rAAV2- KH902, 또는 rAAV8-KH902로 알칼리 화상 후 제1일에 8x10
8
 GC/각막의 용량으로 주사하였다.  CoNV

진행을 각막 손상 후 제5일, 제10일, 뿐만 아니라 2, 3, 4, 8, 및 12주에서 추적하였다 (도 16a).  알칼리 손상

후 제5일에, 윤부 혈관 총으로부터의 CoNV의 스프라우팅 및 스플리팅이 모든 그룹에서 가시적이 되기 시작하였

으며, CoNV  면적에 있어서 그룹 사이에 통계적 차이는 없었다.  흥미롭게도, CoNV의 길이 및 면적은 rAAV8-

KH902 처리 그룹에서 명백하게 증가되지 않았으며, 제5일에서 제12주 (실험 종점)까지 상대적으로 정지하여 남

아 있었다.  반대로, rAAV2-KH902는 화상 후 대략 4주에 윤부로부터 중심 각막으로의 CoNV의 추가의 성장을 억

제하는데 실패하였으며, rAAV8- eGFP 및 PBS 대조군 그룹에서도 그러하였다 (도 16a, 16b).  rAAV8- KH902 및

콘베르셉트 약물의 치료 효능을 비교하기 위해, CoNV의 영역을 단일-용량 콘베르셉트 (10mg/ml) 및 rAAV8-KH902

처리 그룹 둘 다에서 정량적으로 분석하였다.  결과는 제5일 및 제10일에 CoNV 성장의 초기 단계에서 유의한 차

이가 없었음을 제시하였다.  그러나, 단일-용량 콘베르셉트 약물-처리된 그룹에서, CoNV는 처리 후 2주부터 급

증하였고, 4주에 추가로 진행되어 중심 각막을 침습하였으며, 12주에 PBS 대조군 그룹과 유사한 크기를 갖는 극

심한 CoNV로 종료하였다.  rAAV8-KH902-형질도입된 그룹에서의 CoNV 영역 크기는 주사 후 2주에서 12주까지 콘

베르셉트 약물-처리된 그룹에서의 그것에 비해 유의하게 더 작았으며, 이는 rAAV8-KH902가 연장된 항-VEGF 효능

을 나타내었음을 지시한다.  또한, 콘베르셉트와 조합으로 rAAV8-KH902는 관찰 기간 전반에 걸쳐 rAAV8-KH902

단독에 비해 CoNV 영역을 추가로 억제하지 않았으며 (도 16a, 16c), 이는 이 용량에서, rAAV8에 의해 전달된
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KH902의 발현이 항- 혈관신생 효과를 달성하는데 시기적절한 방식으로 VEGF를 중화시키는데 적당하였음을 지시

한다.  추가의 콘베르셉트 약물 보충은 rAAV8-KH902의 치료 효과를 추가로 강화시키는데 도움을 주지 않았다.

입증을 위해, 각막 전체 마운트 상의 혈관을 개요하기 위한 항-CD31 (일명 혈소판- 내피 세포 부착 분자 1,

PECAM-1)을 사용한 면역염색 데이터는 CoNV 크기가 12주에서의 전체 혈관 병리증상의 결과와 상관되었음을 제시

하였다 (도 16d, 좌측 패널).

림프관신생은 또한 CoNV의 병리학적 과정에 연루되었다.  각막 윤부로부터의 새로운 림프관의 형성은 혈관신생[0248]

동안의 혈관 성장과 유사한 것으로 믿어지며, 주로 VEGFR-2 및 VEGFR-3에의 VEGF-C 및 VEGF-D의 결합에 의해 유

도된다.  VEGF-A는 또한 림프관신생에 기여하는 것으로 제시되었으며, 콘베르셉트는 모든 VEGF-A 이소형을 차단

한다는 점을 고려하여, 림프관신생에 대한 rAAV8-KH902의 효과를 또한 평가하였다.  각막 내로 침습한 병리학적

림프관이 직접적으로 가시적이지 않기 때문에, 마우스 각막을 각각의 그룹에서 제12주에 수집하였다.  각막 전

체 마운트를 범-내피 마커로서 CD31 및 특이적 림프관 마커로서 LYVE-1 (림프관 내피 수용체 1)로 이중-염색하

였다.  CD31
+++
/LYVE-1

-
 혈관 및 CD31

+
/LYVE-1

+++
 림프관에 의해 커버된 면적을 각막 전체 마운트에서 측정하였다.

12-주 추적에서 모든 실험 그룹에서, 단독으로 및 콘베르셉트 약물과 조합으로 rAAV8-KH902로의 처리는 림프관

신생의 크기를 감소시키지 않았으며, PBS 대조군 및 다양한 처리 그룹 사이에 유의한 차이는 관찰되지 않았다

(도 16d, 16e).

Dll4/Notch 신호전달 및 ERK 활성화는 rAAV8-KH902에 의해 하향조절된다[0249]

혈관신생의 스프라우팅은 스프라우팅 과정을 지정하는 내피 "정단" 세포에 의해 초래되는 반면, 내피 "줄기" 세[0250]

포는 신생혈관 스프라우트를 신장시킨다.  이 과정 동안, VEGF 및 Notch 신호전달 경로는 혈관 내피에서의 정단

및 줄기 세포의 선택에 연루된다.  특수화된 내피 정단 세포는 VEGF-A 구배를 향한 혈관 스프라우트의 생성을

초래한다.  Dll4 및 Notch 신호전달의 리포터는 활성적으로 스프라우팅하는 혈관의 내피 세포 중에서 모자이크

패턴으로 분포된다.  VEGF 자극 하에서, 정지 내피 세포는 정단 세포 사상위족을 형성하도록 유도되고, 정단 세

포에서 Dll4 발현의 수준을 상향조절한다.  다시, Dll4 리간드는 줄기 세포에서 Notch 신호전달을 활성화시켜,

세포막으로부터의 활성 Notch 세포간 도메인 (NICD)의 방출을 초래하여, 결과적으로 적당하게 이격된 브랜칭 및

스프라우팅을 가능하게 한다.  그러나, 이전의 연구는 CoNV에 있어서의 Dll4/Notch 신호전달의 역할을 다루지

않았다.  따라서, Dll4/Notch 신호전달 발현을 알칼리 화상 후 2주에 면역염색 및 웨스턴 불롯 분석에 의해 활

발하게 성장하는 혈관을 갖는 마우스 각막에서 평가하였다.  PBS 및 rAAV8- eGFP 대조군 그룹에서, Dll4는 각막

신생혈관 스프라우팅에서 폭넓게 발현되었으며, 이는 각막 혈관신생의 과정에서 Dll4의 관여를 시사한다.  대조

적으로, rAAV8-KH902 처리된 그룹에서, Dll4는 드물게 검출되었으며, 정단 세포 사상위족은 완전히 움츠러졌다

(도 17a).  이들 결과는 VEGF-A 자극이 rAAV8-KH902에 의해 차단되고, 따라서 정단 세포 이동 및 CoNV 진행을

방지하였음을 입증하였다.  상기 발견은 대조군 그룹에 비해 rAAV8-KH902 처리된 그룹에서 Dll4 및 NICD 발현의

유의한 하향조절을 제시한 웨스턴 블롯 결과에 의해 확인되었다 (도 17b, 17c, 17d).

VEGFR에의 VEGF 결합은 인산화된 VEGFR2를 발생시켜, 혈관신생과 관련된 하류 신호전달 경로를 개시하며, 상피[0251]

세포 (EC)에서 몇몇 세포 반응을 생성한다.  이들 경로 중에서, VEGF-유도된 ERK1/2 신호전달은 광범위하게 연

구되었으며, 미세혈관 내피 분화 및 증식을 조절하는 것으로 제시된다.  따라서, 마우스 각막을 알칼리 화상 후

8일에 수집하여 각각의 조건에서 ERK  활성화의 수준을 평가하였다.   인산화된 ERK  (pERK)  대  총  ERK의  비

(pERK/ERK)는 웨스턴 블롯 분석에 의해 PBS 그룹 및 rAAV8-eGFP 처리된 그룹에 비해 rAAV8-KH902 처리된 그룹

에서 유의하게 감소되었으며 (도 17e, 17f), 이는 rAAV8-KH902에 의해 VEGF를 차단하는 것이 알칼리 화상-유도

된 CoNV 마우스에서 ERK 활성화의 억제를 발생시켰음을 시사한다.

rAAV8-KH902는 알칼리-화상 및 봉합선 유도된 CoNV 모델 둘 다에서 기존의 신생혈관화의 진행을 예방한다[0252]

화학적 화상은 급성 안구 손상이며, 다양한 중증도 및 문제의 병변을 갖는 복잡한 상태이다.  초기 단계에서 즉[0253]

각적인 또는 집중적인 관리를 얻는데 실패한 사례에 대해, CoNV는 활성 단계 동안 급속하게 진행하는 경향이 있

다.  따라서 rAAV8-KH902가 알칼리 화상에 의해 촉발된 활성적으로 확장하는 CoNV를 억제하거나 심지어 퇴행시

킬 수 있는지를 탐구하는 것은 크게 흥미롭다.  마우스 각막을 알칼리 화상 후 10일에 PBS, rAAV8-eGFP, 또는

rAAV8-KH902 (8x10
8
 GC/각막)로 기질내로 주사하였으며, 이 시점에서, CoNV는 활성 단계에 있는 다양한 정도로

각막 내로 이미 침습하였으며, 계속적으로 성장하였다 (도 18a).  CoNV가 알칼리 화상에 의해 유도되었으면, 자

기- 제어 연구 방법을 통해 임의의 실험 그룹에서 현저한 퇴행이 발견되지 않았다 (도 18a, 18b).  그러나,

rAAV8-KH902 처리 그룹에서, 기존의 CoNV는 4-주 추적 동안 사전-처리 단계에서 유의하게 억제되고 유지되었다
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(도 18a, 18c).

상이한 손상 모델에서 CoNV를 억제하는데 있어서 rAAV8-KH902의 효과를 확인하기 위해, 이를 기질내 봉합선을[0254]

마우스 각막 상의 결절로 정치함으로써 봉합선-유도된 CoNV 마우스 모델을 사용하여 추가로 탐구하였다.  5일의

봉합선 자극 후, CoNV는 활성적으로 성장하고 있었으며, 각막 내로 침습하였다.  이 때, 마우스를 PBS, rAAV8-

eGFP, 또는 rAAV8-KH902로 각막당 8x10
8
 GC의 용량으로 기질내로 주사하였다.  CoNV 진행의 수준을 추적하고,

주사 전후에 정량화하였다.  PBS 및 rAAV8-eGFP 대조군에 비해, CoNV의 진행은 rAAV8- KH902 처리로 유의하게

억제되었으며, 억제 효과는 최종 시점까지 지속되었다 (도 19a, 19b).  그럼에도 불구하고, rAAV8- KH902 처리

후에 확립된 각막 혈관의 퇴행은 관찰되지 않았다 (도 19a, 19c).  따라서, 상기 데이터는 rAAV8-KH902가 활성

단계에서 존재하는 CoNV에 대한 치료 효과를 지속하였음을 확인시켜 주었다.

각막 신생혈관화는 시각 기능에 심각하게 영향을 미치며, 다수의 병인론, 예컨대 콘택트 렌즈 착용, 건조한 눈,[0255]

외상, 화학적 화상, 윤부 줄기 세포 결핍증, 안구 표면 염증 및 박테리아, 진균 및 바이러스로의 각막 감염의

병리학적 결과일 수 있다.  현재의 요법은 효능 및 안전성 문제에 의해 제한된다.  콘베르셉트의 기질내 주사는

각막 신생혈관화를 억제할 수 있지만, 이는 반복된 투여를 요구하며, 주사-연관 부작용을 생성한다.  약물 투여

의 빈도를 감소시키기 위해, 각막에서 KH902 발현을 매개하는 rAAV 벡터의 사용을 탐구하였다.  rAAV8-KH902는

각막에서 KH902의 왕성하고 지속된 발현을 생성하였고, 주목할 만한 부작용 없이 1-회 저-용량 기질내 주사로

CoNV를 성공적으로 억제하였으며, rAAV8-KH902 단독으로의 치료는 CoNV의 발병에서 혈관신생을 시기적절한 방식

으로 억제하는데 충분하였음이 입증되었다.

CoNV의 항-혈관신생 치료의 창은, 상이한 사례가 별개의 병리학적 병인론을 갖기 때문에, 결정하기 곤란하다.[0256]

혈관신생의 패턴 및 적절한 치료 과정은 선행하는 자극의 유형 및 기저의 병리증상의 특징에 강하게 의존한다.

예를 들어, 단순 포진 바이러스 (HSV)-유도된 각막염에서, CoNV는 제1일만큼 빨리 명백할 수 있으며, 각막 HSV-

1 감염 후 최대 3주까지 계속될 수 있다.  질환이 진행함에 따라, 감염, 염증, 및 CoNV는 양성- 피드백 루프에

서 서로를 촉발시켜, 연장된 과정을 초래할 것이다.  다른 사례에서, 중증 화학적 손상을 갖는 환자는 6주 초과

동안 지속하여, 유의한 윤부 줄기 세포 결핍증 및 신생혈관화를 갖는 합병증을 발달시킬 수 있는 만성 상으로

들어갈 수 있다.  또한, 데이터는 rAAV8-KH902 전달의 단일 용량이 적어도 3-개월 치료 창을 제공한 반면, 직접

콘베르셉트 적용은 단지 10-14일 동안 지속할 수 있음을 제시하였다.  따라서, rAAV8-KH902는 치료 창을 유의하

게 연장시키는 항-VEGF 효과를 계속적으로 제공한다.  이는 만성 각막 질환을 갖는 환자에서 항- VEGF 약물의

반복된 투여에 대한 필요를 감소시키는데 있어서 유의한 차이를 만든다.

혈관신생은 기존의 혈관으로부터의 새로운 혈관의 형성이다.  이는 내피 세포 (EC) 증식 및 침습에 의존할 뿐만[0257]

아니라, 혈관 안정화 및 성숙을 위해 후속 혈관주위세포 커버리지를 요구한다.  혈관주위세포의 부재 하에서,

새롭게 형성된 EC는 불안정하고, VEGF 자극 없이 퇴행하는 경향이 있으며, 이는 미성숙한 혈관이 생존 및 성장

을 위해 VEGF에 의존함을 시사한다.  항-VEGF 단독요법에 대한 연구는 성숙한 혈관이 이들 혈관이 VEGF에 덜 의

존한다는 사실로 인해 효과적으로 퇴행하도록 유도되지 않았음을 제시하였다 (49).  마찬가지로, 연구에서 CoNV

의 성공적인 억제 및 실패하는 퇴행은 또한 VEGF가 새롭게 형성된 혈관을 지속시키고 촉진시키는데 중요하지만,

성숙한 혈관을 유지하는데 요구되지는 않음을 입증하였다.  따라서, CoNV에 대한 보다 조기의 rAAV8-KH902 치료

는 보다 양호한 결과를 달성할 것이다.

투여의 경로는 안구 질환에 대한 유전자 요법을 개발하는데 있어서 고려할 중요한 인자이다.  각막 조직에서의[0258]

rAAV 유전자 형질도입에 대해 다양한 투여의 경로가 탐구되고 있다.  국소 적용은 가장 용이한 투여의 경로이지

만, 이들이 상대적으로 낮은 형질도입 효율을 가지며, 벡터가 눈물을 통해 확산될 경우 비-표적 조직의 형질도

입에 의해 유발되는 잠재적인 유해 효과가 있을 수 있기 때문에 rAAV 벡터에 대해 이상적이지는 않다.  각막의

생체분포를 rAAV2-eGFP 및 rAAV8-eGFP의결막하 및 기질내 주사 사이에 비교하였다.  증거는 rAAV2 또는 rAAV8

벡터의 기질내 전달이 결막하 주사에 비해 각막에서 보다 효율적이고 광범위한 형질도입을 생성하였음을 밝혀내

었다.  또한, rAAV2 및 rAAV8의 기질내 주사는 상피 세포에서의 산재로, 주로 각막세포에 대한 유사한 각막 세

포 향성을 가졌지만, 내피 세포에서는 그렇지 않았다.  rAAV8-매개 유전자 발현은 rAAV2에 비해 보다 조기의 발

병으로 및 보다 높은 효율로 발생하였다.  이는 rAAV8-KH902가 CoNV를 성공적으로 억제하였지만, rAAV2-KH902는

실패한 이유를 설명한다.

각막 상처-치유 캐스케이드는 혈관신생, 상피형성, 및 각막 흉터 및 불투명성에 기여하는 다양한 유형의 콜라겐[0259]

의 비정상적 침착으로 구성된다.  건강한 각막 내로의 rAAV-KH902 또는 rAAV-eGFP의 기질내 주사는 흉터형성 또

는 불투명성을 유도하지 않았다.  이는 알칼리 화상에 의해 유발된 각막 손상이 상처 치유의 과정 동안의 흉터
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형성 및 보다 낮은 투명성에 대한 이유임을 지시하였다.

요약하면, 각막 기질 내로의 단일 저-용량 rAAV8-KH902 주사는 연장된 기간 동안 CoNV의 효율적인 억제를 초래[0260]

하였다.  이 연구는 CoNV에 대한 rAAV-기반, 항-VEGF 유전자 요법의 잠재적인 장기-작용 및 상대적 안전성을 입

증한다.

방법[0261]

벡터 생산[0262]

벡터를 닭 β-액틴/시토메갈로바이러스 (CMV) 프로모터의 제어 하에서 eGFP 또는 KH902를 코딩하는 트랜스진 카[0263]

세트로 패키징하였다.  KH902를 코딩하는 벡터를 토끼 글로빈 폴리 A로 디자인하였다.  벡터를 기재된 바와 같

은 삼중 형질감염을 사용하여 생산하였다.  벡터를 CsCl 구배 초원심분리에 의해 정제하고, ddPCR 및 나트륨 도

데실 술페이트 (SDS)-폴리아크릴아미드 겔의 은 염색 둘 다에 의해 적정하였다.

동물[0264]

C57BL/6J 마우스를 잭슨 래보러토리즈(Jackson Laboratories) (미국 메인주 바 하버)로부터 수득하고, 유니버시[0265]

티 오브 매사추세츠 메디칼 스쿨(University of Massachusetts Medical School)의 동물 시설에서 12시간 명/12

시간 암 사이클을 갖는 표준화된 조건에서 사육하고 유지하였다.  모든 실험은 기관 동물 관리 및 사용 위원회

(Institutional Animal Care and Use Committees)에 의해 승인되었으며, 안과학 및 시각 연구에 있어서의 동물

의 사용에 관한 ARVO의 진술에 따랐다.

알칼리 화상-유도된 CoNV[0266]

알칼리 화상-유도된 CoNV에 대한 마우스 모델을 일부 변형을 갖고 이전에 기재된 바와 같이 수행하였다 (25).[0267]

마우스를 케타민 (5mg/mL) 및 크실라진 (2mg/ml) 조합물 (10mL/kg 체중)의 복강내 주사를 통해 마취시키고, 국

소 마취제 프로파라카인 (0.5%)을 각막 표면에 적용하였다.  원형 필터-페이퍼 디스크 (2- mm 직경)를 1 M NaOH

에 20초 동안 사전-침지시키고, 이어서 중심 각막 상에 대략 40초 동안 정치하고, 이어서 15 mL 멸균 염수 용액

으로 1분 동안 부드럽게 세척하였다.

봉합선-유도된 CoNV[0268]

이전에 기재된 봉합선 기술로부터의 변형을 수행하여 CoNV를 유도하였다 (55).  간략하게, 마우스의 우측 눈은[0269]

국소 마취 (0.5% 프로파라카인)에 의해 보충된 전신 마취 [복강내 케타민 (5mg/mL) 및 크실라진 (2mg/mL) 조합

물 (10mL/kg 체중)] 하에서 각막 봉합선 정치를 받았다.  단일 10-0 나일론 봉합선을 윤부로부터 1mm 떨어진 눈

의 측두 각막에서의 결절로 기질내로 정치하였다.  절차의 일관성 및 재현가능성을 보장하기 위해, 전체 과정을

각각의 동물에 대해 해부 현미경 하에서 동일한 연구자에 의해 수행하였다.

기질내 또는 결막하 주사에 의한 rAAV 벡터 전달[0270]

기질내 주사를 이전에 공개된 방법을 사용하여 수행하였다 (7).  간략하게, 대략 1.0 mm의 크기의 절개를 먼저[0271]

측두 윤부 및 각막의 중심 사이의 등거리의 각막 상피에서 30-게이지 바늘의 팁으로 만들었다.  이어서 4 μL의

PBS 중 1.6x10
10
 또는 8x10

8
 GC의 rAAV 벡터를 34-게이지 바늘을 갖는 5-uL 해밀턴(Hamilton) 시린지 (해밀턴

(Hamilton), 미국 네바다주 레노; 30°베벨 각)를 사용함으로써 각막 기질 내로 절개를 통해 주사하였다.  결막

하 주사를 또한 5-uL 해밀턴 시린지를 사용함으로써 수행하였다.  총 1.6x10
10 

GC의 rAAV 벡터를 각각의 부위당

1 μL (0.4x10
10
 GC) 주사로, 각각 상부, 하부, 비내, 및 측두 결막하 내로 주사하였다.  항생제 연고를 주사

후에 적용하였다.

생체내 형광 영상화[0272]

각각의 그룹에서의 동물을 rAAV 투여 후 총 12주 동안 매주 관찰하였다.  마우스 눈에서의 eGFP 발현을 미크론[0273]

IV 카메라 (피닉스 리서치 랩스(Phoenix Research Labs), 미국 캘리포니아주 플레젠튼)에 의해 포획하였다.

각막 시각 간섭 단층촬영[0274]

마우스 각막 시각 간섭 단층촬영 (OCT)을 미크론 IV OCT 영상화 시스템 (피닉스 리서치 랩스, 미국 캘리포니아[0275]

주 플레젠튼)을 사용하여 수행하였다.  마우스를 상기 언급된 바와 같이 복강내 주사를 통해 마취시켰다.  마우

스 각막을 카메라의 렌즈를 향해 정치하고, 전체 전안방을 영상화하였다.  이어서 각막 중심 두께 (CCT)를 포획
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된 영상에서 이미지제이(ImageJ) 소프트웨어 (imagej.nih.gov/ij/에서 온라인에서 이용가능함)에 의해 측정하였

다.  CCT를 주사 전, 주사 직후, 및 주사 후 1-, 2- 및 12-주에 측정하였다.

각막 NV의 전면 컬러 영상화 및 정량화 분석[0276]

절차를 전에 언급된 바와 같이 전신 마취 및 국소 점안액 하에서 수행하였다.  마우스 눈을 안과 외과 현미경[0277]

(와일드 히어브루그(WILD HEERBRUGG)) 아래에 놓고, 상이한 각도로부터의 각막을 현미경에 부착된 디지털 카메

라에 의해 영상화하였다.  CoNV를 이미지제이 소프트웨어를 사용하여 설정 시점에서 분석하였다.  CoNV의 면적

을 하기 식을 사용함으로써 계산하였다: 면적 (mm2) = CN/12 x 3.1416 x [R
2
 - (R - VL)

2
], 여기서 CN은 NV의

시계-시간이고; R은 각막의 반경이고; VL은 윤부 혈관구조로부터 연장되는 최장 혈관 길이이다 (56).  살아 있

는 마우스에서의 각각의 각막의 컬러 영상을 8개의 상이한 각도에서 수행하고, 각막 NV의 면적을 그에 따라 각

각의 각도에서 4회 계산하였다.

전체 각막 플랫 마운트의 면역조직화학[0278]

안구를 제핵하고, 바늘로 작은 구멍을 윤부에 만든 후 실온에서 1시간 동안 4% PFA로 고정시켰다.  이어서 절제[0279]

된 안구를 이전의 보고에 대해 변형을 갖고 전체- 마운트 염색을 위해 제조하였다 (31).  간략하게, 각막 및 공

막을 윤부를 따라 절개에 의해 분리하고, 이어서 수정체 및 홍채를 제거하였다.  각막에서 4개의 반경 커팅을

만들어 전체-마운트 편평화를 허용하였다.  이어서 조직을 PBS 중 0.3% 트리톤(Triton) X-100에 의해 세척하고,

차단 완충제 (0.3%  트리톤 X-100/  5%  정상 소 혈청 알부민 (BSA,  셀  시그널링 테크놀로지(Cell  Signaling

Technology))/1X  PBS로 1시간 동안 차단하였다.  각막을 4℃에서 밤새 래트 항-CD31  (PECAM-1,  1:400,  sc-

18916, 산타 크루즈(Santa Cruz), 산타 크루즈), 토끼 항-마우스 LYVE-1 (1:200, 11-034, 안지오바이오 컴퍼니

(AngioBio Co)), 또는 염소 항-마우스 Dll4 (1:40, AF1389, 알앤디 시스템스)로 염색하였다.  이어서 1차 항체

를 알렉사 플루오르(Alexa Fluor) 488 또는 594 (써모 피셔 사이언티픽(Thermo Fisher Scientific), 싱가폴)와

접합된 염소 항-토끼, 항- 래트, 또는 당나귀 항-염소 2차 항체로 검출하였다.  PBS 중 0.3% 트리톤 X-100으로

의 최종 세척 후, 각막 조직을 내피 측이 아래로 가게 마운팅하고, 16- 비트 흑백 카메라를 갖는 레이카(Leica)

DM6 현미경에 의해 영상화하였다.  영상 프로세싱을 어도비(Adobe) 포토샵(Photoshop) CC 2019로 수행하여 선명

도를 개선시켰다.  혈관 및 림프관의 마커에 의해 커버된 영역을 검출하고, 이미지제이 소프트웨어를 사용하여

측정하였다.  전체 각막을 샘플 편향을 최소화하기 위해 처리 상태에 맹검인 2명의 독립적 관찰자에 의해 분석

하였다.

각막 동결섹션의 조직학 및 면역조직화학[0280]

신선하게 절제된 안구를 섹셔닝을 위한 제조에서 O.C.T. (피셔 사이언티픽, 미국 펜실베니아주 피츠버그)에 직[0281]

접적으로  포매하였다.   14μm-두께  동결섹션을  동결된  블록  (레이카  CM3050  S,  레이카  바이오시스템스  인

크.(Leica Biosystems Inc.), 미국 일리노이주 버팔로 그로브)으로부터 만들었다.  실온에서 15분 동안 4% PFA

로의 섹션의 고정 후, 조직 섹션을 PBS 중 0.3% 트리톤 X-100에 의해 세정하고, 차단 완충제 (1X PBS / 1% BSA

/ 0.3% 트리톤™ X-100)으로 1시간 동안 차단하였다.  슬라이드를 1차 항체로 4℃에서 밤새 염색하였다.  사용

된 1차 항체는 모두 0.3%  트리톤 X-100  및 5%  BSA를 갖는 PBS에 희석된 알렉사 플루오르(Alexa Fluor)  488

(1:400, #144222, 잭슨 이뮤노리서치 래보러토리즈 인크.(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.))로 접합

된 래트 항-F4/80 (1:400, NB600-404, 노부스(Novus)), 래트 항-마우스 CD11b (1:50, #550282, 비디 파밍겐(BD

Pharmingen)), 토끼 항-비멘틴 (1:100, #5741, 셀 시그널링 테크놀로지), 및 당나귀 항-인간 IgG (H+L)였다.

사용된 반대염색된 DAPI (# 9542, 시그마-알드리치(Sigma-Aldrich))를 갖는 2차 항체는 염소 항-래트 IgG-알렉

사 플루오르 594 및 염소 항-토끼 IgG-알렉사 플루오르 594였다.  형광 영상을 레이카 DM6 현미경에 의해 획득

하였다.  영상 분석을 어도비 포토샵 소프트웨어로 수행하였다.  CD11b+ 또는 F4/80+ 세포를 검출하고, 이미지

제이 소프트웨어를 사용함으로써 카운팅하였다.

KH902 mRNA 발현 분석[0282]

rAAV2-KH902 또는 rAAV8-KH902로 처리된 또는 비처리된 정상 마우스 각막 (4개의 각막/그룹)으로부터의 RNA를[0283]

처리 후 제1주 및 제2주 및 제1개월, 제2개월, 및 제3개월에 RN이지 플러스(RNeasy Plus) 마이크로 키트를 사용

하여 단리하고,  콴티텍트(QuantiTect)  역전사 키트 (둘  다  퀴아젠(Qiagen),  독일 힐덴으로부터)를 사용하여

cDNA로 역전사하였다.  다중화 ddPCR을 KH902 및 참조 전사체, 글루쿠로니다제 베타 (GUSB) (#4448489; 써모피

셔)를 표적화하는 프로브를 갖는 QX200 ddPCR 시스템 (바이오-래드 래보러토리즈(Bio-Rad Laboratories), 미국

캘리포니아주 허큘레스)을 사용하여 수행하였다.  KH902에 대한 프라이머 및 프로브 세트를 디자인하고, 인테그
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레이티드  디엔에이  테크놀로지스(Integrated  DNA  Technologies)  (미국  아이오와주  코랄빌)  (정방향:  5'-

GGACATACACAACCAGAGAGAC-3' (서열식별번호: 27) 및 역방향: 5'-GTGAGTGAAAGAGACACAGGAA-3 (서열식별번호: 28),

프로브:  5'-/56-FAM/CCCATTTCA/ZEN/AAGGAGAAGCAGAGCCA/3IABkfq/-3'  (서열식별번호:  29))에  의해  합성하였다.

KH902  mRNA  카피  수를  GUSB  카피에  대해  정규화하였다.   ddPCR  결과는  KH902  값  대  GUSB  값의  비로서

제시된다.

웨스턴 블롯[0284]

각각의 그룹에서의 풀링된 각막으로부터의 총 단백질을 퀴아젠 티슈라이시스(TissueLysis) II를 사용한 균질화[0285]

후, 신선한 프로테아제 및 포스파타제 억제제 (써모 피셔 사이언티픽, 미국 매사추세츠주 월썸)를 갖는 RIPA 용

해 완충제에서 얼음 상에서 추출하였다.  총 20 μg/레인 단백질 추출물을 4%-12% 비스-트리스 프리캐스트 겔

(Bis-Tris Precast Gel) (QP3510, SMOBIO) 상으로 로딩하고, 폴리비닐리덴 디플루오라이드 (PVDF) 막 (밀리포

어(Millipore)) 상으로 옮겼다.  비특이적 결합을 트윈(Tween)-20을 갖는 트리스(Tris) 완충 염수 (TBST) 중

5% BSA로 차단하였다.  막을 토끼 항-절단된 Notch1 (#4147, 셀 시그널링 테크놀로지), 염소 항-마우스 Dll4

(AF1389, 알앤디 시스템스), 토끼 항-pERK1/2(#4370, 셀 시그널링 테크놀로지) 및 항-ERK1/2(#9102, 셀 시그널

링 테크놀로지) 항체와 함께 4℃에서 밤새 인큐베이션하였다.  막을 막 가혹한 스트리핑 후 토끼 항-ERK와 함께

인큐베이션하였다.  TBST로 세척한 후, 막을 서양고추냉이 퍼옥시다제-접합된 염소 항-토끼 IgG (1:10,000, G-

21234; 인비트로젠), 또는 토끼 항-염소 IgG (1:1000; HAF017, 알앤디 시스템스)와 함께 1시간 반 동안 인큐베

이션하였다.  단백질 검출을 오딧세이(Odyssey) 시스템과 조합으로 증진 화학발광 (ECL)  웨스턴 블롯팅 기질

(카탈로그 번호 W1001; 프로메가(Promega), 미국 위스콘신주 매디슨)을 사용하여 수행하였다.  특이적 밴드의

강도를 이미지제이 소프트웨어를 사용하여 정량화하였다.

통계[0286]

결과는 평균±SEM으로서 표현된다.  각각의 데이터 점은 3회의 반복실험 값의 평균을 나타낸다.  분석을 다수의[0287]

변수에 대해 1-원 또는 2-원 ANOVA를 사용하여 수행하고, 터키(Tukey)  다중-비교 검정을 그래프패드 프리즘

(GraphPad Prism) 7.0 (그래프패드 소프트웨어(GraphPad Software), 미국 캘리포니아주 라호이아)을 사용하여

그룹간 차이에 대해 사용하였다.  p < 0.05를 유의한 것으로 간주하였다.

실시예 5: 플라스미드 분석[0288]

KH902  트랜스진을  함유하는  2개의  플라스미드를  생산하였다.   플라스미드  1은  5'AAV  ITR,  CBA  프로모터,[0289]

인트론, 코작 서열, KH902를 코딩하는 트랜스진, 토끼 글로불린 폴리A, 및 3'AAV ITR을 포함하는 rAAV 벡터를

포함한다.  rAAV 벡터 서열은 플라스미드 1의 5'-ITR에서 3'-ITR로 작동되고, 서열식별번호: 3에 제시된다.  플

라스미드 1의 전체 플라스미드 서열은 서열식별번호: 30에 제시된다.

플라스미드 2는 5'AAV  ITR,  CMV  프로모터, 인트론, 코작 서열, KH902를 코딩하는 트랜스진, SV40  폴리A, 및[0290]

3'AAV ITR을 포함하는 rAAV 벡터를 포함한다.  KH902 트랜스진의 서열은 코돈 최적화되었다.  플라스미드 2의

전체 플라스미드 서열은 서열식별번호: 31에 제시된다.

플라스미드의 각각에는 ITR1 및 ITR2 (예를 들어, 각각 rAAV 벡터의 5' 및 3' ITR)로 명명된 2개의 ITR 서열이[0291]

있다.  2개의 플라스미드에는 다수의 SmaI 부위가 있다; ITR1에 2개 및 ITR2에 2개.  SmaI로의 플라스미드 소화

후의 이론적인 DNA 밴드의 수 및 크기를 계산하였다.  플라스미드가 무손상인 경우, SmaI 소화의 위치는 DNA 서

열에 따라 결정될 수 있고, DNA 밴드의 수 및 크기는 SmaI에 의해 완전히 소화된 후에 계산될 수 있다.  이는

무손상 플라스미드의 밴드 프로파일이다.  플라스미드의 ITR1이 소화된 경우 (ITR1에서 SmaI 부위의 결실과 등

가임), SmaI로 완전히 소화된 후에 결실된 플라스미드의 DNA 밴드의 수 및 크기를 계산하였다.  이는 ITR1-결실

된 플라스미드의 밴드 프로파일이다.  동일한 방법을 사용하여 SmaI로 완전히 소화된 후에 ITR2-결실된 플라스

미드, 및 ITR1+ITR2-결실된 플라스미드의 밴드 프로파일을 계산하였다.  플라스미드 1 및 플라스미드 2의 샘플

을 SmaI을 사용하여 완전히 소화시키고, 아가로스 겔 전기영동을 수행하였다.  ITR 결실의 경우에, 샘플은 무손

상 플라스미드 및 결실된 플라스미드의 혼합물일 것으로 예상된다.  전기영동 DNA 밴드에 따라, ITR 결실의 가

능한 유형 및 정도가 추정될 수 있다.

플라스미드 1이 무손상인 경우, 겔 전기영동 스펙트럼은 407 bp, 307 bp, 343 bp, 2868 bp, 및 2817 bp 부근의[0292]

밴드를 나타낼 것이다.  플라스미드 1의 ITR1이 결실된 경우, 밴드는 3171 bp 부근에서 나타날 것이다.  ITR2가

소실되는 경우, 밴드는 5696 bp 부근에서 나타날 것이고, ITR1 및 ITR2 둘 다가 소실되는 경우, 밴드는 6050 bp

부근에서 나타날 것이다.  실험 결과는 플라스미드 1 소화의 겔 전기영동 스펙트럼이 이론적인 완전한 플라스미
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드 스펙트럼과 일치하였고, 3171, 5696, 또는 6050 bp 주위의 밴드가 없었음을 제시하였으며, 이는 플라스미드

1이 ITR 결실을 갖지 않았음을 지시한다.

플라스미드 2가 무손상인 경우, 겔 전기영동 완전한 스펙트럼은 2817 bp 및 2834 bp 부근의 밴드를 나타낼 것이[0293]

다.  ITR1 및/또는 ITR2가 소실되는 경우, 밴드는 5673 bp 부근에서 나타날 것이다.  플라스미드 2 소화의 겔

전기영동 결과는 >5000bp의 소수의 밴드가 있었던 반면, 정상적인 플라스미드 소화 지도는 5000bp 초과의 밴드

를 나타내지 않았음을 제시하였으며, 이는 플라스미드 2가 ITR1 및/또는 ITR2 결실을 포함함을 지시한다.

실시예 6: 청색증 토끼에서의 단일 유리체내 주사 후의 단백질 발현[0294]

이 실시예는 단일 유리체내 주사 후에 청색증 토끼의 눈 조직에서 상이한 rAAV 벡터에 의해 발현된 KH902 단백[0295]

질의 분포를 기재한다.  AAV7m8 캡시드 단백질에 의해 캡시드화된 CMV 인핸서 및 닭β-액틴 프로모터 조절 카세

트에 의해 유도된 KH902 트랜스진을 함유하는 rAAV 7m8-CBA-KH902 (예를 들어, 실시예 5에 기재된 바와 같은 플

라스미드 1)를 사용하였다.  AAV7m8 캡시드 단백질에 의해 캡시드화된 CMV 프로모터, 인트론, 코작 서열, KH902

를 코딩하는 코돈 최적화된 트랜스진, WPRE,  SV40  폴리A, 및 3'AAV  ITR을 포함하는 단리된 핵산을 함유하는

rAAV 7m8-CMV-KH902를 비교를 위해 사용하였다.  rAAV7m8-CMV-902를 생산하는데 사용된 플라스미드는 서열식별

번호: 32에 제시된다.

청색증 토끼의 좌측 및 우측 눈에서의 rAAV  7m8-CBA-KH902  또는 rAAV  7m8-CMV-KH902의 유리체내 주사 (2E
11

[0296]

vg/50μl) 후, 동물을 특정된 시간 (제2주 및 제4주)에서 희생시켰다.  이어서, 안구 및 시신경을 제거하고, 안

구를 절개하고, 망막-맥락막 및 유리체를 분리하고, 콘베르셉트 단백질 (예를 들어 KH902 단백질)의 발현을 균

질화 후에 측정하였다.

데이터는 rAAV 7m8-CBA-KH902가 rAAV 7m8-CMV-KH902와 비교할 경우 망막 맥락막 총 및 유리체에서 보다 높고[0297]

보다 안정한 발현을 가졌음을 지시한다 (표 1).

표 1[0298]

[0299]

실시예 7: 시노몰구스 원숭이에서의 망막하 전달에 의한 방수의 발현[0300]

CMV 인핸서, 닭β-액틴 프로모터 조절 카세트에 의해 유도된 KH902 트랜스진을 함유하는 rAAV8-CBA-KH902 (예를[0301]

들어, 실시예 5에 기재된 바와 같은 플라스미드 1)를 이 연구에 사용하였다.

rAAV8-CBA-KH902를 상부 혈관 아치 바로 밑의 측두 측 상에서 1E
12
 vg/100 μL/눈의 용량으로 시노몰구스 원숭[0302]

이의 눈 내로 망막하로 주사하였다.  전안방의 방수를 투여 후 제3일, 제7일, 제21일 및 제28일에 약 50 μL/눈

으로 샘플링하였다.  방수에서의 표적 단백질의 농도를 ELISA에 의해 검출하였으며, 결과는 표 2에 제시된다.

방수에서의 콘베르셉트 단백질 (예를 들어, KH902 단백질)의 농도는 주사 후 28일 내에 점차적으로 증가하였음

이 관찰되었다.

표 2[0303]

[0304]

실시예 8: 망막하 전달에 의한 레수스 원숭이에서의 벡터의 효능[0305]
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비인간 영장류 (NHP)는 인간의 그것과 유사한 황반 구조를 갖는다.  레이저 광응고에 의해 유도된 NHP 맥락막[0306]

신생혈관화  모델은  nAMD에  대한  한  모델이다  (Wang  Q,  et  al.  British  Journal  of  Ophthalmology,

2015,99(1):119-24.).  실시예 7에 기재된 rAAV8-CBA-KH902를 이 연구에 사용하였다.  건강한 눈을 갖는 레수

스 원숭이를 선택하여 동공 확장 및 마취 후에 작업 테이블 상에 반듯하게 눕게 하였다.  눈 주위의 피부를 포

비돈 아이오딘으로 소독하고, 결막낭을 포비돈 아이오딘 점막 소독제로 세척하였다.  WPI 미세주사 바늘 (36G)

을 사용하여 기공을 통해 유리체강 내로 침투시키고, 검영기를 각막 상에 정치하였다.  주사를 후방극의 상부

혈관 아치 부근에서 100μL/눈의 부피로 수행하였다.  투여한 날을 제1일로서 기록하였다.  투여량 및 그룹화는

하기 표 3에 제시된다.

표 3[0307]

[0308]

제15일에, 레수스 원숭이를 확장 및 마취시키고, 카르보머 점안액을 안구 표면에 적용하고, 안저 레이저 렌즈를[0309]

사용하였다.  안저가 명백하게 보여진 후, 황반 중심와로부터 약 1.5~2 PD 떨어진 위치를 선택하여 혈관을 회피

하여 광응고를 수행하였다.  레이저 파라미터는 하기와 같이 설정된다: 파장 532nm, 전력 450-550MW, 스폿 직경

50 μm, 노출 시간 100ms.  양성 대조군 그룹에서, 50 μL 콘베르셉트 안과 주사 (0.5mg/눈)를 레이저 광응고

직후 유리체내로 주사하였다.

검출 및 검사 인덱스를 위해, 증진 심층 영상화 시각 간섭 단층촬영 (EDI-OCT)을 사용하여 그룹 1-4에서의 동물[0310]

의 눈을 투여 전에, 투여 직후에, 제15일에 (모델링 전후), 제29일에, 제43일에, 및 제57일에 조사하였다.  OCT

를 사용하여 그룹 5에서의 동물의 눈을 투여 전에, 제15일에 (모델링 후에), 제29일에, 제43일에, 및 제57일에

조사하였다.  레이저 검사 전 영역은 후방 극, 투여 영역, 및 모든 레이저 광응고 스폿을 커버해야 한다.

형광 누출에 의해 유발된 등급 4 병변에 상응하는 OCT 영상에서의 과-반사성 물질 (SHRM)의 두께를 기기에 의해[0311]

제공된 소프트웨어를 사용하여 측정하고, 각각의 눈에 대한 평균 SHRM 두께를 계산하였다.

안저 촬영술 및 형광 혈관촬영술 (FP 및 FFA)을 사용하여 그룹 1-4에서의 동물의 눈을 투여 전, 투여 직후 (FP[0312]

단독), 제15일 (FP 단독, 모델링 전후), 제29일, 제43일, 및 제57일에 조사하였다.  FA 및 FFA를 사용하여 그룹

5에서의 동물의 눈을 제15일 (FP 단독, 모델링 후), 제29일, 제43일, 및 제57일에 조사하였다.  안저 플루오레

세인 혈관촬영술 전에, 동물을 플루오레세인 나트륨 주사 (10 mg/kg, 100 mg/mL)로 정맥내로 주사하였다.

안저 플루오레세인 혈관촬영술의 초기 및 후기 영상을 비교하고, 맥락막 신생혈관화 및 누출을 동물의 안저에서[0313]

의 형광 누출의 존재에 따라 결정하였다.  형광 누출의 정도를 등급화하고, 등급 4 병변의 수 및 비율을 계산하

였다.  등급화 기준은 하기에 제시된다:

등급 1: 병변에서 높은 형광이 나타나지 않음;[0314]

등급 2: 높은 형광을 갖지만 형광 누출을 갖지 않는 병변;[0315]

등급 3: 약간의 형광 누출을 갖는 높은 형광 병변, 누출은 병변 연부를 초과하지 않음;[0316]

등급 4: 약간의 형광 누출을 갖는 높은 형광 병변, 누출은 스폿 연부를 초과함.[0317]

등급 4 병변의 누출 면적이 측정되어야 한다 (주: 광응과 스폿이 약물 투여 후의 검사 시점 중 하나에서 등급 4[0318]

병변으로서 등급화되는 경우, 이 병변의 형광 누출 면적은 모든 검사 시점에서 측정되어야 한다.  형광 누출이

없는 경우, 측정은 요구되지 않는다).

투여 후 제29일 (즉, 모델링 후 14일)에 등급 4 병변의 비 및 등급 4 병변의 누출 면적을 각각 도 22a 및 도[0319]

22b에 제시하였다.  고, 중간 및 저 용량 그룹에서 등급 4 병변의 비 및 등급 4 병변의 누출 면적은 음성 그룹

에 비해 유의하게 감소한 것을 볼 수 있었다.
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또한, 투여 후 제29일에 광점의 퇴행은 또한 도 22c에서 FFA로부터 관찰될 수 있다.  이 도면은 각각의 실험 그[0320]

룹의 대표적인 FFA 도해이다.  도 22c로부터 볼 수 있는 바와 같이, 고, 중간 및 저 용량 약물 그룹의 등급 4

병변은 음성 그룹에 비해 유의하게 진정되었다.

등가물[0321]

본 발명의 몇몇 실시양태를 본원에 기재하고 예시하였지만, 관련 기술분야의 통상의 기술자는 기능을 수행하고/[0322]

거나 결과 및/또는 본원에 기재된 이점 중 하나 이상을 얻기 위해 다양한 다른 수단 및/또는 구조를 용이하게

상정할 수 있고, 이러한 변동 및/또는 변형의 각각은 본 발명의 범주 내인 것으로 간주된다.  보다 일반적으로,

관련 기술분야의 통상의 기술자는 본원에 기재된 모든 파라미터, 치수, 물질, 및 배열이 예시적인 것으로 의미

되며, 실제 파라미터, 치수, 물질, 및/또는 배열은 본 발명의 교시내용이 사용되는 구체적인 적용 또는 적용들

에 의존할 것임을 용이하게 인정할 것이다.  관련 기술분야의 통상의 기술자는 통상적인 실험 이하를 사용하여

본원에  기재된  본  발명의  구체적인  실시양태에  대한  많은  등가물을  인식하거나  확인할  수  있을  것이다.

따라서, 상기 실시양태는 단지 예로서 제시되며, 첨부된 청구범위 및 그에 대한 등가물의 범주 내에서, 본 발명

은 구체적으로 기재되고 청구된 것과 다르게 실시될 수 있음이 이해되어야 한다.  본 발명은 본원에 기재된 각

각의 개별적 특색, 시스템, 물품, 물질, 및/또는 방법에 관한 것이다.  또한, 2개 이상의 이러한 특색, 시스템,

물품, 물질, 및/또는 방법의 임의의 조합은, 이러한 특색, 시스템, 물품, 물질, 및/또는 방법이 상호 불일치하

지 않는 경우, 본 발명의 범주 내에 포함된다.

명세서에서 및 청구범위에서 본원에 사용된 단수 형태는, 명백하게 반대로 지시되지 않는 한, "적어도 하나"를[0323]

의미하는 것으로 이해되어야 한다.

명세서에서 및 청구범위에서 본원에 사용된 어구 "및/또는"은 그렇게 함께 결합된 요소, 즉, 일부 경우에 결합[0324]

하여 존재하고 다른 경우에 분리되어 존재하는 요소 중 "어느 하나 또는 둘 다"를 의미하는 것으로 이해되어야

한다.  명백하게 반대로 지시되지 않는 한, 구체적으로 확인된 요소와 관련되든 비관련되든, "및/또는" 조항에

의해 구체적으로 확인된 요소 이외에 다른 요소가 임의로 존재할 수 있다.  따라서, 비-제한적 예로서, 개방-단

부 언어, 예컨대 "포함하는"과 함께 사용되는 경우, "A 및/또는 B"에 대한 언급은 한 실시양태에서, B 없는 A

(B 이외의 요소를 임의로 포함함); 또 다른 실시양태에서, A 없는 B (A 이외의 요소를 임의로 포함함); 추가의

또 다른 실시양태에서, A 및 B 둘 다 (다른 요소를 임의로 포함함) 등을 지칭할 수 있다.

명세서에서 및 청구범위에서 본원에 사용된 "또는"은 상기 정의된 바와 같은 "및/또는"과 동일한 의미를 갖는[0325]

것으로 이해되어야 한다.  예를 들어, 목록에서 항목을 분리하는 경우, "또는" 또는 "및/또는"은 포함적인 것으

로, 즉, 요소의 수 또는 목록 중 적어도 하나 (그러나 또한 하나 초과를 포함함), 및, 임의로, 추가의 비열거된

항목의 포함으로 해석될 것이다.   단지 명백하게 반대로 지시된 용어, 예컨대 "단지 하나" 또는 "정확하게

하나", 또는, 청구범위에서 사용되는 경우, "이루어진"은 요소의 수 또는 목록의 정확하게 하나의 요소의 포함

을 지칭할 것이다.  일반적으로, 본원에 사용된 용어 "또는"은 배타성의 용어, 예컨대 "어느 하나", "하나", "

단지 하나", 또는 "정확하게 하나"에 의해 선행되는 경우, 단지 배타적인 대안 (즉, "하나 또는 다른 것, 그러

나 둘 다는 아님")을 지시하는 것으로 해석될 것이다.  청구범위에서 사용되는 경우, "본질적으로 이루어진"은

특허법의 분야에 사용되는 바와 같은 그의 통상적인 의미를 가질 것이다.

하나 이상의 요소의 목록에 관하여 명세서에서 및 청구범위에서 본원에 사용된 어구 "적어도 하나"는 요소의 목[0326]

록에서 요소 중 임의의 하나 이상으로부터 선택되는 적어도 하나의 용소를 의미하는 것으로 이해되어야 하지만,

반드시 요소의 목록 내에 구체적으로 열거된 각각의 및 모든 요소 중 적어도 하나를 포함하지는 않으며, 요소의

목록에서 요소의 임의의 조합을 배제하지 않는다.  이 정의는 또한 구체적으로 확인된 요소와 관련되든 비관련

되든, 어구 "적어도 하나"가 지칭하는 요소의 목록 내에 구체적으로 확인된 요소 이외의 요소가 임의로 존재할

수 있음을 허용한다.  따라서, 비-제한적 예로서, "A 및 B 중 적어도 하나" (또는, 등가적으로, "A 또는 B 중

적어도 하나", 또는, 등가적으로 "A 및/또는 B 중 적어도 하나")는 한 실시양태에서, B가 존재하지 않는 하나

초과의 A를 임의로 포함하는 적어도 하나 (및 B 이외의 요소를 임의로 포함함); 또 다른 실시양태에서, A가 존

재하지 않는 하나 초과의 B를 임의로 포함하는 적어도 하나 (및 A 이외의 요소를 임의로 포함함); 추가의 또 다

른 실시양태에서, 하나 초과의 A를 임의로 포함하는 적어도 하나, 및 하나 초과의 B를 임의로 포함하는 적어도

하나 (및 다른 요소를 임의로 포함함) 등을 지칭할 수 있다.

청구범위에서, 뿐만 아니라 상기 명세서에서, 모든 전이적 어구, 예컨대 "포함하는", "포괄하는", "보유하는",[0327]

"갖는", "함유하는", "수반하는", "수용하는" 등은 개방-단부인 것으로, 즉, 포함하나 이에 제한되지는 않음을

의미하는 것으로 이해되어야 한다.  단지 전이적 어구 "이루어진" 및 "본질적으로 이루어진"은 미국 특허청 특
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허 심사 절차 지침서, 섹션 2111.03에 제시된 바와 같이, 각각 폐쇄 또는 반-폐쇄 전이적 어구일 것이다.

청구항 요소를 수식하기 위해 청구항에서 서수 용어, 예컨대 "제1", "제2", "제3" 등의 사용은 그것만으로 임의[0328]

의 우선순위, 우선성, 또는 또 다른 것에 비한 하나의 청구항 요소의 순서 또는 방법의 작용이 수행되는 시간적

순서를 내포하지 않지만, 단지 청구항 요소를 구별하기 위해, 특정 명칭을 갖는 하나의 청구항 요소를 (서수 용

어의 사용을 제외하고는) 동일한 명칭을 갖는 또 다른 요소로부터 구별하는 표지로서 사용된다.
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SEQUENCE LISTING

<110>  University of Massachusetts

 

<120>  ADENO-ASSOCIATED VIRUS FOR DELIVERY OF KH902 (CONBERCEPT) AND 

       USES THEREOF

<130>  U0120.70148WO00
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<141>  Concurrently Herewith

<150>  US 63/179,700

<151>  2021-04-26

<150>  US 63/074,361

<151>  2020-09-03

<160>  32    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  1659

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  1

atggtcagct actgggacac cggggtcctg ctgtgcgcgc tgctcagctg tctgcttctc       60

acaggatcta gttccggagg tagacctttc gtagagatgt acagtgaaat ccccgaaatt      120

atacacatga ctgaaggaag ggagctcgtc attccctgcc gggttacgtc acctaacatc      180

actgttactt taaaaaagtt tccacttgac actttgatcc ctgatggaaa acgcataatc      240

tgggacagta gaaagggctt catcatatca aatgcaacgt acaaagaaat agggcttctg      300

acctgtgaag caacagtcaa tgggcatttg tataagacaa actatctcac acatcgacaa      360

accaatacaa tcatagatgt ggttctgagt ccgtctcatg gaattgaact atctgttgga      420

gaaaagcttg tcttaaattg tacagcaaga actgaactaa atgtggggat tgacttcaac      480

tgggaatacc cttcttcgaa gcatcagcat aagaaacttg taaaccgaga cctaaaaacc      540

cagtctggga gtgagatgaa gaaatttttg agcaccttaa ctatagatgg tgtaacccgg      600

agtgaccaag gattgtacac ctgtgcagca tccagtgggc tgatgaccaa gaagaacagc      660

acatttgtca gggtccatga aaaacctttt gttgcttttg gaagtggcat ggaatctctg      720

gtggaagcca cggtggggga gcgtgtcaga atccctgcga agtaccttgg ttacccaccc      780

ccagaaataa aatggtataa aaatggaata ccccttgagt ccaatcacac aattaaagcg      840

gggcatgtac tgacgattat ggaagtgagt gaaagagaca caggaaatta cactgtcatc      900

cttaccaatc ccatttcaaa ggagaagcag agccatgtgg tctctctggt tgtgtatgtc      960

ccaccgggcc cgggcgacaa aactcacaca tgcccactgt gcccagcacc tgaactcctg     1020

gggggaccgt cagtcttcct cttcccccca aaacccaagg acaccctcat gatctcccgg     1080

acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac gtgagccacg aagaccctga ggtcaagttc     1140
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aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat aatgccaaga caaagccgcg ggaggagcag     1200

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc ctcaccgtcc tgcaccagga ctggctgaat     1260

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac aaagccctcc cagcccccat cgagaaaacc     1320

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa ccacaggtgt acaccctgcc cccatcccgg     1380

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg acctgcctag tcaaaggctt ctatcccagc     1440

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acaactacaa ggccacgcct     1500

cccgtgctgg actccgacgg ctccttcttc ctctacagca agctcaccgt ggacaagagc     1560

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc tccgtgatgc atgaggctct gcacaaccac     1620

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg ggtaaatga                            1659

<210>  2

<211>  4011

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  2

ctgcgcgctc gctcgctcac tgaggccgcc cgggcaaagc ccgggcgtcg ggcgaccttt       60

ggtcgcccgg cctcagtgag cgagcgagcg cgcagagagg gagtggccaa ctccatcact      120

aggggttcct tgtagttaat gattaacccg ccatgctact tatctaccag ggtaatgggg      180

atcctctaga actatagcta gtcgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat      240

tacggggtca ttagttcata gcccatatat ggagttccgc gttacataac ttacggtaaa      300

tggcccgcct ggctgaccgc ccaacgaccc ccgcccattg acgtcaataa tgacgtatgt      360

tcccatagta acgccaatag ggactttcca ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta      420

aactgcccac ttggcagtac atcaagtgta tcatatgcca agtacgcccc ctattgacgt      480

caatgacggt aaatggcccg cctggcatta tgcccagtac atgaccttat gggactttcc      540

tacttggcag tacatctacg tattagtcat cgctattacc atggtcgagg tgagccccac      600

gttctgcttc actctcccca tctccccccc ctccccaccc ccaattttgt atttatttat      660

tttttaatta ttttgtgcag cgatgggggc gggggggggg ggggggcgcg cgccaggcgg      720

ggcggggcgg ggcgaggggc ggggcggggc gaggcggaga ggtgcggcgg cagccaatca      780

gagcggcgcg ctccgaaagt ttccttttat ggcgaggcgg cggcggcggc ggccctataa      840

aaagcgaagc gcgcggcggg cggggagtcg ctgcgacgct gccttcgccc cgtgccccgc      900

tccgccgccg cctcgcgccg cccgccccgg ctctgactga ccgcgttact cccacaggtg      960
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agcgggcggg acggcccttc tcctccgggc tgtaattagc gcttggttta atgacggctt     1020

gtttcttttc tgtggctgcg tgaaagcctt gaggggctcc gggagggccc tttgtgcggg     1080

gggagcggct cggggggtgc gtgcgtgtgt gtgtgcgtgg ggagcgccgc gtgcggctcc     1140

gcgctgcccg gcggctgtga gcgctgcggg cgcggcgcgg ggctttgtgc gctccgcagt     1200

gtgcgcgagg ggagcgcggc cgggggcggt gccccgcggt gcgggggggg ctgcgagggg     1260

aacaaaggct gcgtgcgggg tgtgtgcgtg ggggggtgag cagggggtgt gggcgcgtcg     1320

gtcgggctgc aaccccccct gcacccccct ccccgagttg ctgagcacgg cccggcttcg     1380

ggtgcggggc tccgtacggg gcgtggcgcg gggctcgccg tgccgggcgg ggggtggcgg     1440

caggtggggg tgccgggcgg ggcggggccg cctcgggccg gggagggctc gggggagggg     1500

cgcggcggcc cccggagcgc cggcggctgt cgaggcgcgg cgagccgcag ccattgcctt     1560

ttatggtaat cgtgcgagag ggcgcaggga cttcctttgt cccaaatctg tgcggagccg     1620

aaatctggga ggcgccgccg caccccctct agcgggcgcg gggcgaagcg gtgcggcgcc     1680

ggcaggaagg aaatgggcgg ggagggcctt cgtgcgtcgc cgcgccgccg tccccttctc     1740

cctctccagc ctcggggctg tccgcggggg gacggctgcc ttcggggggg acggggcagg     1800

gcggggttcg gcttctggcg tgtgaccggc ggctctagag cctctgctaa ccatgttcat     1860

gccttcttct ttttcctaca gctcctgggc aacgtgctgg ttattgtgct gtctcatcat     1920

tttggcaaag aattcgccac catggtcagc tactgggaca ccggggtcct gctgtgcgcg     1980

ctgctcagct gtctgcttct cacaggatct agttccggag gtagaccttt cgtagagatg     2040

tacagtgaaa tccccgaaat tatacacatg actgaaggaa gggagctcgt cattccctgc     2100

cgggttacgt cacctaacat cactgttact ttaaaaaagt ttccacttga cactttgatc     2160

cctgatggaa aacgcataat ctgggacagt agaaagggct tcatcatatc aaatgcaacg     2220

tacaaagaaa tagggcttct gacctgtgaa gcaacagtca atgggcattt gtataagaca     2280

aactatctca cacatcgaca aaccaataca atcatagatg tggttctgag tccgtctcat     2340

ggaattgaac tatctgttgg agaaaagctt gtcttaaatt gtacagcaag aactgaacta     2400

aatgtgggga ttgacttcaa ctgggaatac ccttcttcga agcatcagca taagaaactt     2460

gtaaaccgag acctaaaaac ccagtctggg agtgagatga agaaattttt gagcacctta     2520

actatagatg gtgtaacccg gagtgaccaa ggattgtaca cctgtgcagc atccagtggg     2580

ctgatgacca agaagaacag cacatttgtc agggtccatg aaaaaccttt tgttgctttt     2640

ggaagtggca tggaatctct ggtggaagcc acggtggggg agcgtgtcag aatccctgcg     2700

aagtaccttg gttacccacc cccagaaata aaatggtata aaaatggaat accccttgag     2760

tccaatcaca caattaaagc ggggcatgta ctgacgatta tggaagtgag tgaaagagac     2820
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acaggaaatt acactgtcat ccttaccaat cccatttcaa aggagaagca gagccatgtg     2880

gtctctctgg ttgtgtatgt cccaccgggc ccgggcgaca aaactcacac atgcccactg     2940

tgcccagcac ctgaactcct ggggggaccg tcagtcttcc tcttcccccc aaaacccaag     3000

gacaccctca tgatctcccg gacccctgag gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac     3060

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag     3120

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc     3180

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc     3240

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg     3300

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtcagcct gacctgccta     3360

gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag     3420

aacaactaca aggccacgcc tcccgtgctg gactccgacg gctccttctt cctctacagc     3480

aagctcaccg tggacaagag caggtggcag caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg     3540

catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag aagagcctct ccctgtctcc gggtaaatga     3600

acgcgtggta cctctagagt cgacccgggc ggcctcgagg acggggtgaa ctacgcctga     3660

ggatccgatc tttttccctc tgccaaaaat tatggggaca tcatgaagcc ccttgagcat     3720

ctgacttctg gctaataaag gaaatttatt ttcattgcaa tagtgtgttg gaattttttg     3780

tgtctctcac tcggaagcaa ttcgttgatc tgaatttcga ccacccataa tacccattac     3840

cctggtagat aagtagcatg gcgggttaat cattaactac aaggaacccc tagtgatgga     3900

gttggccact ccctctctgc gcgctcgctc gctcactgag gccgggcgac caaaggtcgc     3960

ccgacgcccg ggctttgccc gggcggcctc agtgagcgag cgagcgcgca g              4011

<210>  3

<211>  6052

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  3

gagcggcgcg ctccgaaagt ttccttttat ggcgaggcgg cggcggcggc ggccctataa       60

aaagcgaagc gcgcggcggg cggggagtcg ctgcgacgct gccttcgccc cgtgccccgc      120

tccgccgccg cctcgcgccg cccgccccgg ctctgactga ccgcgttact cccacaggtg      180

agcgggcggg acggcccttc tcctccgggc tgtaattagc gcttggttta atgacggctt      240

gtttcttttc tgtggctgcg tgaaagcctt gaggggctcc gggagggccc tttgtgcggg      300
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gggagcggct cggggggtgc gtgcgtgtgt gtgtgcgtgg ggagcgccgc gtgcggctcc      360

gcgctgcccg gcggctgtga gcgctgcggg cgcggcgcgg ggctttgtgc gctccgcagt      420

gtgcgcgagg ggagcgcggc cgggggcggt gccccgcggt gcgggggggg ctgcgagggg      480

aacaaaggct gcgtgcgggg tgtgtgcgtg ggggggtgag cagggggtgt gggcgcgtcg      540

gtcgggctgc aaccccccct gcacccccct ccccgagttg ctgagcacgg cccggcttcg      600

ggtgcggggc tccgtacggg gcgtggcgcg gggctcgccg tgccgggcgg ggggtggcgg      660

caggtggggg tgccgggcgg ggcggggccg cctcgggccg gggagggctc gggggagggg      720

cgcggcggcc cccggagcgc cggcggctgt cgaggcgcgg cgagccgcag ccattgcctt      780

ttatggtaat cgtgcgagag ggcgcaggga cttcctttgt cccaaatctg tgcggagccg      840

aaatctggga ggcgccgccg caccccctct agcgggcgcg gggcgaagcg gtgcggcgcc      900

ggcaggaagg aaatgggcgg ggagggcctt cgtgcgtcgc cgcgccgccg tccccttctc      960

cctctccagc ctcggggctg tccgcggggg gacggctgcc ttcggggggg acggggcagg     1020

gcggggttcg gcttctggcg tgtgaccggc ggctctagag cctctgctaa ccatgttcat     1080

gccttcttct ttttcctaca gctcctgggc aacgtgctgg ttattgtgct gtctcatcat     1140

tttggcaaag aattcgccac catggtcagc tactgggaca ccggggtcct gctgtgcgcg     1200

ctgctcagct gtctgcttct cacaggatct agttccggag gtagaccttt cgtagagatg     1260

tacagtgaaa tccccgaaat tatacacatg actgaaggaa gggagctcgt cattccctgc     1320

cgggttacgt cacctaacat cactgttact ttaaaaaagt ttccacttga cactttgatc     1380

cctgatggaa aacgcataat ctgggacagt agaaagggct tcatcatatc aaatgcaacg     1440

tacaaagaaa tagggcttct gacctgtgaa gcaacagtca atgggcattt gtataagaca     1500

aactatctca cacatcgaca aaccaataca atcatagatg tggttctgag tccgtctcat     1560

ggaattgaac tatctgttgg agaaaagctt gtcttaaatt gtacagcaag aactgaacta     1620

aatgtgggga ttgacttcaa ctgggaatac ccttcttcga agcatcagca taagaaactt     1680

gtaaaccgag acctaaaaac ccagtctggg agtgagatga agaaattttt gagcacctta     1740

actatagatg gtgtaacccg gagtgaccaa ggattgtaca cctgtgcagc atccagtggg     1800

ctgatgacca agaagaacag cacatttgtc agggtccatg aaaaaccttt tgttgctttt     1860

ggaagtggca tggaatctct ggtggaagcc acggtggggg agcgtgtcag aatccctgcg     1920

aagtaccttg gttacccacc cccagaaata aaatggtata aaaatggaat accccttgag     1980

tccaatcaca caattaaagc ggggcatgta ctgacgatta tggaagtgag tgaaagagac     2040

acaggaaatt acactgtcat ccttaccaat cccatttcaa aggagaagca gagccatgtg     2100

gtctctctgg ttgtgtatgt cccaccgggc ccgggcgaca aaactcacac atgcccactg     2160
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tgcccagcac ctgaactcct ggggggaccg tcagtcttcc tcttcccccc aaaacccaag     2220

gacaccctca tgatctcccg gacccctgag gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac     2280

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag     2340

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc     2400

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc     2460

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg     2520

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtcagcct gacctgccta     2580

gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag     2640

aacaactaca aggccacgcc tcccgtgctg gactccgacg gctccttctt cctctacagc     2700

aagctcaccg tggacaagag caggtggcag caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg     2760

catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag aagagcctct ccctgtctcc gggtaaatga     2820

acgcgtggta cctctagagt cgacccgggc ggcctcgagg acggggtgaa ctacgcctga     2880

ggatccgatc tttttccctc tgccaaaaat tatggggaca tcatgaagcc ccttgagcat     2940

ctgacttctg gctaataaag gaaatttatt ttcattgcaa tagtgtgttg gaattttttg     3000

tgtctctcac tcggaagcaa ttcgttgatc tgaatttcga ccacccataa tacccattac     3060

cctggtagat aagtagcatg gcgggttaat cattaactac aaggaacccc tagtgatgga     3120

gttggccact ccctctctgc gcgctcgctc gctcactgag gccgggcgac caaaggtcgc     3180

ccgacgcccg ggctttgccc gggcggcctc agtgagcgag cgagcgcgca gccttaatta     3240

acctaattca ctggccgtcg ttttacaacg tcgtgactgg gaaaaccctg gcgttaccca     3300

acttaatcgc cttgcagcac atcccccttt cgccagctgg cgtaatagcg aagaggcccg     3360

caccgatcgc ccttcccaac agttgcgcag cctgaatggc gaatgggacg cgccctgtag     3420

cggcgcatta agcgcggcgg gtgtggtggt tacgcgcagc gtgaccgcta cacttgccag     3480

cgccctagcg cccgctcctt tcgctttctt cccttccttt ctcgccacgt tcgccggctt     3540

tccccgtcaa gctctaaatc gggggctccc tttagggttc cgatttagtg ctttacggca     3600

cctcgacccc aaaaaacttg attagggtga tggttcacgt agtgggccat cgccctgata     3660

gacggttttt cgccctttga cgttggagtc cacgttcttt aatagtggac tcttgttcca     3720

aactggaaca acactcaacc ctatctcggt ctattctttt gatttataag ggattttgcc     3780

gatttcggcc tattggttaa aaaatgagct gatttaacaa aaatttaacg cgaattttaa     3840

caaaatatta acgcttacaa tttaggtggc acttttcggg gaaatgtgcg cggaacccct     3900
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atttgtttat ttttctaaat acattcaaat atgtatccgc tcatgagaca ataaccctga     3960

taaatgcttc aataatattg aaaaaggaag agtatgagta ttcaacattt ccgtgtcgcc     4020

cttattccct tttttgcggc attttgcctt cctgtttttg ctcacccaga aacgctggtg     4080

aaagtaaaag atgctgaaga tcagttgggt gcacgagtgg gttacatcga actggatctc     4140

aacagcggta agatccttga gagttttcgc cccgaagaac gttttccaat gatgagcact     4200

tttaaagttc tgctatgtgg cgcggtatta tcccgtattg acgccgggca agagcaactc     4260

ggtcgccgca tacactattc tcagaatgac ttggttgagt actcaccagt cacagaaaag     4320

catcttacgg atggcatgac agtaagagaa ttatgcagtg ctgccataac catgagtgat     4380

aacactgcgg ccaacttact tctgacaacg atcggaggac cgaaggagct aaccgctttt     4440

ttgcacaaca tgggggatca tgtaactcgc cttgatcgtt gggaaccgga gctgaatgaa     4500

gccataccaa acgacgagcg tgacaccacg atgcctgtag caatggcaac aacgttgcgc     4560

aaactattaa ctggcgaact acttactcta gcttcccggc aacaattaat agactggatg     4620

gaggcggata aagttgcagg accacttctg cgctcggccc ttccggctgg ctggtttatt     4680

gctgataaat ctggagccgg tgagcgtggg tctcgcggta tcattgcagc actggggcca     4740

gatggtaagc cctcccgtat cgtagttatc tacacgacgg ggagtcaggc aactatggat     4800

gaacgaaata gacagatcgc tgagataggt gcctcactga ttaagcattg gtaactgtca     4860

gaccaagttt actcatatat actttagatt gatttaaaac ttcattttta atttaaaagg     4920

atctaggtga agatcctttt tgataatctc atgaccaaaa tcccttaacg tgagttttcg     4980

ttccactgag cgtcagaccc cgtagaaaag atcaaaggat cttcttgaga tccttttttt     5040

ctgcgcgtaa tctgctgctt gcaaacaaaa aaaccaccgc taccagcggt ggtttgtttg     5100

ccggatcaag agctaccaac tctttttccg aaggtaactg gcttcagcag agcgcagata     5160

ccaaatactg ttcttctagt gtagccgtag ttaggccacc acttcaagaa ctctgtagca     5220

ccgcctacat acctcgctct gctaatcctg ttaccagtgg ctgctgccag tggcgataag     5280

tcgtgtctta ccgggttgga ctcaagacga tagttaccgg ataaggcgca gcggtcgggc     5340

tgaacggggg gttcgtgcac acagcccagc ttggagcgaa cgacctacac cgaactgaga     5400

tacctacagc gtgagctatg agaaagcgcc acgcttcccg aagggagaaa ggcggacagg     5460

tatccggtaa gcggcagggt cggaacagga gagcgcacga gggagcttcc agggggaaac     5520

gcctggtatc tttatagtcc tgtcgggttt cgccacctct gacttgagcg tcgatttttg     5580

tgatgctcgt caggggggcg gagcctatgg aaaaacgcca gcaacgcggc ctttttacgg     5640

ttcctggcct tttgctggcc ttttgctcac atgttctttc ctgcgttatc ccctgattct     5700

gtggataacc gtattaccgc ctttgagtga gctgataccg ctcgccgcag ccgaacgacc     5760
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gagcgcagcg agtcagtgag cgaggaagcg gaagagcgcc caatacgcaa accgcctctc     5820

cccgcgcgtt ggccgattca ttaatgcagc tggcacgaca ggtttcccga ctggaaagcg     5880

ggcagtgagc gcaacgcaat taatgtgagt tagctcactc attaggcacc ccaggcttta     5940

cactttatgc ttccggctcg tatgttgtgt ggaattgtga gcggataaca atttcacaca     6000

ggaaacagct atgaccatga ttacgccaga tttaattaag gccttaatta gg             6052

<210>  4

<211>  6

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  4

gccrcc                                                                   6

<210>  5

<211>  552

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  5

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg Pro Phe Val Glu 

            20                  25                  30          

Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile 

65                  70                  75                  80  

Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu 

                85                  90                  95      

Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys 

            100                 105                 110         
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Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Val 

        115                 120                 125             

Leu Ser Pro Ser His Gly Ile Glu Leu Ser Val Gly Glu Lys Leu Val 

    130                 135                 140                 

Leu Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Ile Asp Phe Asn 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Tyr Pro Ser Ser Lys His Gln His Lys Lys Leu Val Asn Arg 

                165                 170                 175     

Asp Leu Lys Thr Gln Ser Gly Ser Glu Met Lys Lys Phe Leu Ser Thr 

            180                 185                 190         

Leu Thr Ile Asp Gly Val Thr Arg Ser Asp Gln Gly Leu Tyr Thr Cys 

        195                 200                 205             

Ala Ala Ser Ser Gly Leu Met Thr Lys Lys Asn Ser Thr Phe Val Arg 

    210                 215                 220                 

Val His Glu Lys Pro Phe Val Ala Phe Gly Ser Gly Met Glu Ser Leu 

225                 230                 235                 240 

Val Glu Ala Thr Val Gly Glu Arg Val Arg Ile Pro Ala Lys Tyr Leu 

                245                 250                 255     

Gly Tyr Pro Pro Pro Glu Ile Lys Trp Tyr Lys Asn Gly Ile Pro Leu 

            260                 265                 270         

Glu Ser Asn His Thr Ile Lys Ala Gly His Val Leu Thr Ile Met Glu 

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Ile Ser Lys Glu Lys Gln Ser His Val Val Ser Leu Val Val Tyr Val 

305                 310                 315                 320 

Pro Pro Gly Pro Gly Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Leu Cys Pro Ala 

                325                 330                 335     

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 

            340                 345                 350         

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 
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        355                 360                 365             

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val 

    370                 375                 380                 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 

385                 390                 395                 400 

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln 

                405                 410                 415     

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala 

            420                 425                 430         

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro 

        435                 440                 445             

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr 

    450                 455                 460                 

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

465                 470                 475                 480 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 

                485                 490                 495     

Lys Ala Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 

            500                 505                 510         

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe 

        515                 520                 525             

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 

    530                 535                 540                 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

545                 550         

<210>  6

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  6

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser 
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1               5                   10                  15      

Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg Pro Phe Val Glu 

            20                  25                  30          

Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile 

65                  70                  75                  80  

Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu 

                85                  90                  95      

Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys 

            100                 105                 110         

Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val 

        115                 120                 125         

<210>  7

<211>  195

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  7

Val Leu Ser Pro Ser His Gly Ile Glu Leu Ser Val Gly Glu Lys Leu 

1               5                   10                  15      

Val Leu Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Ile Asp Phe 

            20                  25                  30          

Asn Trp Glu Tyr Pro Ser Ser Lys His Gln His Lys Lys Leu Val Asn 

        35                  40                  45              

Arg Asp Leu Lys Thr Gln Ser Gly Ser Glu Met Lys Lys Phe Leu Ser 

    50                  55                  60                  

Thr Leu Thr Ile Asp Gly Val Thr Arg Ser Asp Gln Gly Leu Tyr Thr 

65                  70                  75                  80  

Cys Ala Ala Ser Ser Gly Leu Met Thr Lys Lys Asn Ser Thr Phe Val 
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                85                  90                  95      

Arg Val His Glu Lys Pro Phe Val Ala Phe Gly Ser Gly Met Glu Ser 

            100                 105                 110         

Leu Val Glu Ala Thr Val Gly Glu Arg Val Arg Ile Pro Ala Lys Tyr 

        115                 120                 125             

Leu Gly Tyr Pro Pro Pro Glu Ile Lys Trp Tyr Lys Asn Gly Ile Pro 

    130                 135                 140                 

Leu Glu Ser Asn His Thr Ile Lys Ala Gly His Val Leu Thr Ile Met 

145                 150                 155                 160 

Glu Val Ser Glu Arg Asp Thr Gly Asn Tyr Thr Val Ile Leu Thr Asn 

                165                 170                 175     

Pro Ile Ser Lys Glu Lys Gln Ser His Val Val Ser Leu Val Val Tyr 

            180                 185                 190         

Val Pro Pro 

        195 

<210>  8

<211>  322

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  8

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg Pro Phe Val Glu 

            20                  25                  30          

Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile 

65                  70                  75                  80  
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Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu 

                85                  90                  95      

Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys 

            100                 105                 110         

Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Val 

        115                 120                 125             

Leu Ser Pro Ser His Gly Ile Glu Leu Ser Val Gly Glu Lys Leu Val 

    130                 135                 140                 

Leu Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Ile Asp Phe Asn 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Tyr Pro Ser Ser Lys His Gln His Lys Lys Leu Val Asn Arg 

                165                 170                 175     

Asp Leu Lys Thr Gln Ser Gly Ser Glu Met Lys Lys Phe Leu Ser Thr 

            180                 185                 190         

Leu Thr Ile Asp Gly Val Thr Arg Ser Asp Gln Gly Leu Tyr Thr Cys 

        195                 200                 205             

Ala Ala Ser Ser Gly Leu Met Thr Lys Lys Asn Ser Thr Phe Val Arg 

    210                 215                 220                 

Val His Glu Lys Pro Phe Val Ala Phe Gly Ser Gly Met Glu Ser Leu 

225                 230                 235                 240 

Val Glu Ala Thr Val Gly Glu Arg Val Arg Ile Pro Ala Lys Tyr Leu 

                245                 250                 255     

Gly Tyr Pro Pro Pro Glu Ile Lys Trp Tyr Lys Asn Gly Ile Pro Leu 

            260                 265                 270         

Glu Ser Asn His Thr Ile Lys Ala Gly His Val Leu Thr Ile Met Glu 

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Ile Ser Lys Glu Lys Gln Ser His Val Val Ser Leu Val Val Tyr Val 

305                 310                 315                 320 

Pro Pro 
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<210>  9

<211>  357

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400

>  9

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg Pro Phe Val Glu 

            20                  25                  30          

Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile 

65                  70                  75                  80  

Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu 

                85                  90                  95      

Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys 

            100                 105                 110         

Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Gly 

        115                 120                 125             

Pro Gly Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Leu Cys Pro Ala Pro Glu Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

145                 150                 155                 160 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

                165                 170                 175     

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

            180                 185                 190         

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 
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        195                 200                 205             

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

    210                 215                 220                 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

                245                 250                 255     

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 

            260                 265                 270         

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

        275                 280                 285             

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Ala Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 

305                 310                 315                 320 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

                325                 330                 335     

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

            340                 345                 350         

Leu Ser Pro Gly Lys 

        355         

<210>  10

<211>  425

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  10

Val Leu Ser Pro Ser His Gly Ile Glu Leu Ser Val Gly Glu Lys Leu 

1               5                   10                  15      

Val Leu Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Ile Asp Phe 

            20                  25                  30          

Asn Trp Glu Tyr Pro Ser Ser Lys His Gln His Lys Lys Leu Val Asn 
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        35                  40                  45              

Arg Asp Leu Lys Thr Gln Ser Gly Ser Glu Met Lys Lys Phe Leu Ser 

    50                  55                  60                  

Thr Leu Thr Ile Asp Gly Val Thr Arg Ser Asp Gln Gly Leu Tyr Thr 

65                  70                  75                  80  

Cys Ala Ala Ser Ser Gly Leu Met Thr Lys Lys Asn Ser Thr Phe Val 

                85                  90                  95      

Arg Val His Glu Lys Pro Phe Val Ala Phe Gly Ser Gly Met Glu Ser 

            100                 105                 110         

Leu Val Glu Ala Thr Val Gly Glu Arg Val Arg Ile Pro Ala Lys Tyr 

        115                 120                 125             

Leu Gly Tyr Pro Pro Pro Glu Ile Lys Trp Tyr Lys Asn Gly Ile Pro 

    130                 135                 140                 

Leu Glu Ser Asn His Thr Ile Lys Ala Gly His Val Leu Thr Ile Met 

145                 150                 155                 160 

Glu Val Ser Glu Arg Asp Thr Gly Asn Tyr Thr Val Ile Leu Thr Asn 

                165                 170                 175     

Pro Ile Ser Lys Glu Lys Gln Ser His Val Val Ser Leu Val Val Tyr 

            180                 185                 190         

Val Pro Pro Gly Pro Gly Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Leu Cys Pro 

        195                 200                 205             

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys 

    210                 215                 220                 

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val 

225                 230                 235                 240 

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr 

                245                 250                 255     

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His 

        275                 280                 285             
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Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys 

    290                 295                 300                 

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln 

305                 310                 315                 320 

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn 

        355                 360                 365             

Tyr Lys Ala Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu 

    370                 375                 380                 

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val 

385                 390                 395                 400 

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln 

                405                 410                 415     

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

            420                 425 

<210>  11

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  11

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  
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Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Val Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 
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305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr 

        435                 440                 445             

Asn Thr Pro Ser Gly Thr Thr Thr Gln Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ser Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Glu Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Gly Ser Glu Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 
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Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Arg Gly Asn Arg Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Ala Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  12

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  12

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          
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Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Ala Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ser Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Ser Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 
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        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr 

        435                 440                 445             

Asn Thr Pro Ser Gly Thr Thr Thr Gln Ser Arg Leu Arg Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Thr Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             
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Asp Glu Glu Lys Tyr Phe Pro Gln Ser Gly Val Leu Ile Phe Gly Lys 

    530                 535                 540                 

Gln Asp Ser Glu Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Arg Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Ser Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  13

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  13
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Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Val Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 
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                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Ser Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Lys Thr 

        435                 440                 445             

Asn Ala Pro Ser Gly Thr Thr Thr Met Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     
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Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Asn His Lys Asp 

        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Gly Ser Asn Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Ser Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  14
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<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  14

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Phe Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 
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    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Lys Thr 

        435                 440                 445             

Asn Ala Pro Ser Gly Thr Thr Thr Met Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 
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Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Asp Ser Gly Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Thr Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 
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705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  15

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  15

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Val Glu Ser Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 
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            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Ser Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         
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Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Lys Thr 

        435                 440                 445             

Asn Ala Pro Ser Gly Thr Thr Thr Met Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Gly Ser Asn Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Ser Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 
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        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  16

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  16

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Ser Glu Ala Asp Val Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

공개특허 10-2023-0061441

- 128 -



Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 
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385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Lys Thr 

        435                 440                 445             

Asn Ala Pro Ser Gly Thr Thr Thr Met Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Asp Ser Gly Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Thr Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 
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His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  17

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  17

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 
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            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         
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Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Lys Thr 

        435                 440                 445             

Asn Ala Pro Ser Gly Thr Thr Thr Met Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Asp Ser Gly Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Thr Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 
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        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  18

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  18

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  
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Val Asn Glu Ala Asp Val Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 
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305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Lys Thr 

        435                 440                 445             

Asn Ala Pro Ser Gly Thr Thr Thr Met Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Asp Ser Gly Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 
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Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Thr Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  19

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  19

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Leu 
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            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Ser Gly Leu Gly Thr Asn Thr Met Ala Ala Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Thr Trp Met Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         
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Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Lys Thr 

        435                 440                 445             

Asn Ala Pro Ser Gly Thr Thr Thr Met Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ala Ala Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asp Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 
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        515                 520                 525             

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

    530                 535                 540                 

Gln Asp Ser Gly Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Ser Gly Asn Thr Gln Ala Ala Thr 

            580                 585                 590         

Thr Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  20

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  20

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Arg Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Ser Thr Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Gly Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 
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Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Asn Arg Thr 

        435                 440                 445             

Gln Ser Asn Ser Gly Thr Leu Gln Gln Ser Arg Leu Leu Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Pro Thr Ser Met Ser Leu Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Leu Ser Lys Gln Ala Asn Asp Asn Asn 
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                485                 490                 495     

Asn Ser Asn Phe Pro Trp Thr Ala Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Thr Leu Ile Phe Gly Lys 

    530                 535                 540                 

Gln Gly Thr Asn Ala Asn Asp Ala Asp Leu Glu His Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Asn Val Ser Asn Asn Leu Gln Asn Ser Asn Thr Gly Pro Thr Thr 

            580                 585                 590         

Glu Asn Val Asn His Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Met Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Pro Thr Asn Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Ala Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 
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<210>  21

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  21

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Arg Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Pro Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Ser Thr Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 
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        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Asn Arg Thr 

        435                 440                 445             
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Gln Ser Asn Ser Gly Thr Leu Gln Gln Ser Arg Leu Leu Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Pro Thr Ser Met Ser Leu Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Leu Ser Lys Gln Ala Asn Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asn Phe Pro Trp Thr Ala Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Thr Leu Ile Phe Gly Lys 

    530                 535                 540                 

Gln Gly Thr Asn Ala Asn Asp Ala Asp Leu Glu His Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Asn Val Ser Asn Asn Leu Gln Asn Ser Asn Thr Gly Pro Thr Thr 

            580                 585                 590         

Glu Asn Val Asn His Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Met Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Pro Thr Asn Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 
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    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Ala Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  22

<211>  734

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  22

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 
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Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Ser Thr Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 
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                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Asn Arg Thr 

        435                 440                 445             

Gln Ser Asn Ser Gly Thr Leu Gln Gln Ser Arg Leu Leu Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Pro Thr Ser Met Ser Leu Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Leu Ser Lys Gln Ala Asn Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Ser Asn Phe Pro Trp Thr Ala Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly Arg 

            500                 505                 510         

Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp Asp 

        515                 520                 525             

Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Thr Leu Ile Phe Gly Lys Gln 

    530                 535                 540                 

Gly Thr Asn Ala Asn Asp Ala Asp Leu Glu His Val Met Ile Thr Asp 

545                 550                 555                 560 

Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr Gly 

                565                 570                 575     

Asn Val Ser Asn Asn Leu Gln Asn Ser Asn Thr Gly Pro Thr Thr Glu 

            580                 585                 590         

Asn Val Asn His Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp Arg 

        595                 600                 605             

Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His Thr Asp 

    610                 615                 620                 

Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys His 

625                 630                 635                 640 

Pro Pro Pro Gln Ile Met Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn Pro 

                645                 650                 655     
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Pro Thr Asn Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln Tyr 

            660                 665                 670         

Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys Glu 

        675                 680                 685             

Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr Asn 

    690                 695                 700                 

Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr Ser 

705                 710                 715                 720 

Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 

<210>  23

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  23

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Arg Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 
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        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Ser Thr Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             
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Val Phe Met Val Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser 

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Ser Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Asn Arg Thr 

        435                 440                 445             

Gln Ser Asn Ser Gly Thr Leu Gln Gln Ser Arg Leu Leu Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Pro Thr Ser Met Ser Leu Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Leu Ser Lys Gln Ala Asn Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asn Phe Pro Trp Thr Ala Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Thr Leu Ile Phe Gly Lys 

    530                 535                 540                 

Gln Gly Thr Asn Ala Asn Asp Ala Asp Leu Glu His Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Asn Val Ser Asn Asn Leu Gln Asn Ser Asn Thr Gly Pro Thr Thr 

            580                 585                 590         

Glu Asn Val Asn His Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His Thr 
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    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Met Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Pro Thr Asn Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Ala Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  24

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  24

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  
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Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Arg Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Val Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Ser Thr Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 
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                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Asn Lys Thr 

        435                 440                 445             

Gln Ser Asn Ser Gly Thr Leu Gln Gln Ser Arg Leu Leu Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Pro Thr Ser Met Ser Leu Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Leu Ser Lys Gln Ala Asn Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asn Phe Pro Trp Thr Ala Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Thr Leu Ile Phe Gly Lys 

    530                 535                 540                 

Gln Gly Thr Asn Ala Asn Asp Ala Asp Leu Asp Asn Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     
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Gly Thr Val Ser Asn Asn Leu Gln Asn Ser Asn Thr Gly Pro Thr Thr 

            580                 585                 590         

Gly Thr Val Asn His Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Met Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Pro Thr Asn Phe Ser Ser Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  25

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  25

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 
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        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Val Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Ser Thr Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 

                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Asn His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             
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Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Gly Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Asn Lys Thr 

        435                 440                 445             

Gln Ser Asn Ser Gly Thr Leu Gln Gln Ser Arg Leu Leu Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Pro Thr Ser Met Ser Leu Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Leu Ser Lys Gln Ala Asn Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     

Asn Ser Asn Phe Pro Trp Thr Ala Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Thr Leu Ile Phe Gly Lys 
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    530                 535                 540                 

Gln Gly Thr Asn Ala Asn Asp Ala Asp Leu Asp Asn Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Thr Val Ser Asn Asn Leu Gln Asn Ser Asn Thr Gly Pro Thr Thr 

            580                 585                 590         

Gly Thr Val Asn His Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Met Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Pro Thr Asn Phe Ser Ser Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  26

<211>  735

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  26
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Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro 

            20                  25                  30          

Arg Pro Ala Glu Arg His Gln Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Val Asn Glu Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Gln Leu Asp Ser Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala 

                85                  90                  95      

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly 

            100                 105                 110         

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro 

        115                 120                 125             

Leu Gly Leu Val Glu Glu Pro Val Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Val Glu His Ser Pro Ala Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Lys Ala Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr 

                165                 170                 175     

Gly Asp Ala Asp Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Leu Gly Gln Pro Pro 

            180                 185                 190         

Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Ser Thr Thr Met Ala Thr Gly Ser Gly 

        195                 200                 205             

Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Asn Ser 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile 

225                 230                 235                 240 

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu 
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                245                 250                 255     

Tyr Lys Gln Ile Ser Ser Gln Ser Gly Ala Ser Asn Asp Ser His Tyr 

            260                 265                 270         

Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His 

        275                 280                 285             

Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp Gln Arg Leu Ile Asn Asn Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe Lys Leu Phe Asn Ile Gln Val 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Val Thr Gln Asn Asp Gly Thr Thr Thr Ile Ala Asn Asn Leu 

                325                 330                 335     

Thr Ser Thr Val Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr 

            340                 345                 350         

Val Leu Gly Ser Ala His Gln Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro Ala Asp 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Gln Ala Val Gly Arg Ser Ser Phe Tyr Cys Leu Glu Tyr Phe Pro Ser 

385                 390                 395                 400 

Gln Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Thr Phe Ser Tyr Thr Phe Glu 

                405                 410                 415     

Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg 

            420                 425                 430         

Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Asn Arg Thr 

        435                 440                 445             

Gln Ser Asn Ser Gly Thr Leu Gln Gln Ser Arg Leu Leu Phe Ser Gln 

    450                 455                 460                 

Ala Gly Pro Thr Ser Met Ser Leu Gln Ala Lys Asn Trp Leu Pro Gly 

465                 470                 475                 480 

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Leu Ser Lys Gln Ala Asn Asp Asn Asn 

                485                 490                 495     
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Asn Ser Asn Phe Pro Trp Thr Ala Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly 

            500                 505                 510         

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp 

        515                 520                 525             

Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Thr Leu Ile Phe Gly Lys 

    530                 535                 540                 

Gln Gly Thr Asn Ala Asn Asp Ala Asp Leu Glu His Val Met Ile Thr 

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Asn Val Ser Asn Asn Leu Gln Asn Ser Asn Thr Gly Pro Thr Thr 

            580                 585                 590         

Glu Asn Val Asn His Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys 

625                 630                 635                 640 

His Pro Pro Pro Gln Ile Met Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn 

                645                 650                 655     

Pro Pro Thr Asn Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln 

            660                 665                 670         

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys 

        675                 680                 685             

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr 

    690                 695                 700                 

Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Ala Asn Gly Val Tyr 

705                 710                 715                 720 

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu 

                725                 730                 735 

<210>  27
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<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  27

ggacatacac aaccagagag ac                                                22

<210>  28

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  28

gtgagtgaaa gagacacagg aa                                                22

<210>  29

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (9)..(10)

<223>  May be modified by ZEN

<400>  29

cccatttcaa aggagaagca gagcca                                            26

<210>  30

<211>  6764

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  30

ggtacctcta gagtcgaccc gggcggcctc gaggacgggg tgaactacgc ctgaggatcc       60

gatctttttc cctctgccaa aaattatggg gacatcatga agccccttga gcatctgact      120

tctggctaat aaaggaaatt tattttcatt gcaatagtgt gttggaattt tttgtgtctc      180

tcactcggaa gcaattcgtt gatctgaatt tcgaccaccc ataataccca ttaccctggt      240
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agataagtag catggcgggt taatcattaa ctacaaggaa cccctagtga tggagttggc      300

cactccctct ctgcgcgctc gctcgctcac tgaggccggg cgaccaaagg tcgcccgacg      360

cccgggcttt gcccgggcgg cctcagtgag cgagcgagcg cgcagcctta attaacctaa      420

ttcactggcc gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggcgtta cccaacttaa      480

tcgccttgca gcacatcccc ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga      540

tcgcccttcc caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg gacgcgccct gtagcggcgc      600

attaagcgcg gcgggtgtgg tggttacgcg cagcgtgacc gctacacttg ccagcgccct      660

agcgcccgct cctttcgctt tcttcccttc ctttctcgcc acgttcgccg gctttccccg      720

tcaagctcta aatcgggggc tccctttagg gttccgattt agtgctttac ggcacctcga      780

ccccaaaaaa cttgattagg gtgatggttc acgtagtggg ccatcgccct gatagacggt      840

ttttcgccct ttgacgttgg agtccacgtt ctttaatagt ggactcttgt tccaaactgg      900

aacaacactc aaccctatct cggtctattc ttttgattta taagggattt tgccgatttc      960

ggcctattgg ttaaaaaatg agctgattta acaaaaattt aacgcgaatt ttaacaaaat     1020

attaacgctt acaatttagg tggcactttt cggggaaatg tgcgcggaac ccctatttgt     1080

ttatttttct aaatacattc aaatatgtat ccgctcatga gacaataacc ctgataaatg     1140

cttcaataat attgaaaaag gaagagtatg attgaacaag atggattgca cgcaggttct     1200

ccggccgctt gggtggagag gctattcggc tatgactggg cacaacagac aatcggctgc     1260

tctgatgccg ccgtgttccg gctgtcagcg caggggcgcc cggttctttt tgtcaagacc     1320

gacctgtccg gtgccctgaa tgaactgcaa gacgaggcag cgcggctatc gtggctggcc     1380

acgacgggcg ttccttgcgc agctgtgctc gacgttgtca ctgaagcggg aagggactgg     1440

ctgctattgg gcgaagtgcc ggggcaggat ctcctgtcat ctcaccttgc tcctgccgag     1500

aaagtatcca tcatggctga tgcaatgcgg cggctgcata cgcttgatcc ggctacctgc     1560

ccattcgacc accaagcgaa acatcgcatc gagcgagcac gtactcggat ggaagccggt     1620

cttgtcgatc aggatgatct ggacgaagag catcaggggc tcgcgccagc cgaactgttc     1680

gccaggctca aggcgagcat gcccgacggc gaggatctcg tcgtgaccca tggcgatgcc     1740

tgcttgccga atatcatggt ggaaaatggc cgcttttctg gattcatcga ctgtggccgg     1800

ctgggtgtgg cggaccgcta tcaggacata gcgttggcta cccgtgatat tgctgaagag     1860

cttggcggcg aatgggctga ccgcttcctc gtgctttacg gtatcgccgc tcccgattcg     1920

cagcgcatcg ccttctatcg ccttcttgac gagttcttct gactgtcaga ccaagtttac     1980

tcatatatac tttagattga tttaaaactt catttttaat ttaaaaggat ctaggtgaag     2040

atcctttttg ataatctcat gaccaaaatc ccttaacgtg agttttcgtt ccactgagcg     2100

공개특허 10-2023-0061441

- 164 -



tcagaccccg tagaaaagat caaaggatct tcttgagatc ctttttttct gcgcgtaatc     2160

tgctgcttgc aaacaaaaaa accaccgcta ccagcggtgg tttgtttgcc ggatcaagag     2220

ctaccaactc tttttccgaa ggtaactggc ttcagcagag cgcagatacc aaatactgtt     2280

cttctagtgt agccgtagtt aggccaccac ttcaagaact ctgtagcacc gcctacatac     2340

ctcgctctgc taatcctgtt accagtggct gctgccagtg gcgataagtc gtgtcttacc     2400

gggttggact caagacgata gttaccggat aaggcgcagc ggtcgggctg aacggggggt     2460

tcgtgcacac agcccagctt ggagcgaacg acctacaccg aactgagata cctacagcgt     2520

gagctatgag aaagcgccac gcttcccgaa gggagaaagg cggacaggta tccggtaagc     2580

ggcagggtcg gaacaggaga gcgcacgagg gagcttccag ggggaaacgc ctggtatctt     2640

tatagtcctg tcgggtttcg ccacctctga cttgagcgtc gatttttgtg atgctcgtca     2700

ggggggcgga gcctatggaa aaacgccagc aacgcggcct ttttacggtt cctggccttt     2760

tgctggcctt ttgctcacat gttctttcct gcgttatccc ctgattctgt ggataaccgt     2820

attaccgcct ttgagtgagc tgataccgct cgccgcagcc gaacgaccga gcgcagcgag     2880

tcagtgagcg aggaagcgga agagcgccca atacgcaaac cgcctctccc cgcgcgttgg     2940

ccgattcatt aatgcagctg gcacgacagg tttcccgact ggaaagcggg cagtgagcgc     3000

aacgcaatta atgtgagtta gctcactcat taggcacccc aggctttaca ctttatgctt     3060

ccggctcgta tgttgtgtgg aattgtgagc ggataacaat ttcacacagg aaacagctat     3120

gaccatgatt acgccagatt taattaaggc cttaattagg ctgcgcgctc gctcgctcac     3180

tgaggccgcc cgggcaaagc ccgggcgtcg ggcgaccttt ggtcgcccgg cctcagtgag     3240

cgagcgagcg cgcagagagg gagtggccaa ctccatcact aggggttcct tgtagttaat     3300

gattaacccg ccatgctact tatctaccag ggtaatgggg atcctctaga actatagcta     3360

gtcgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat tacggggtca ttagttcata     3420

gcccatatat ggagttccgc gttacataac ttacggtaaa tggcccgcct ggctgaccgc     3480

ccaacgaccc ccgcccattg acgtcaataa tgacgtatgt tcccatagta acgccaatag     3540

ggactttcca ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta aactgcccac ttggcagtac     3600

atcaagtgta tcatatgcca agtacgcccc ctattgacgt caatgacggt aaatggcccg     3660

cctggcatta tgcccagtac atgaccttat gggactttcc tacttggcag tacatctacg     3720

tattagtcat cgctattacc atggtcgagg tgagccccac gttctgcttc actctcccca     3780

tctccccccc ctccccaccc ccaattttgt atttatttat tttttaatta ttttgtgcag     3840
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cgatgggggc gggggggggg ggggggcgcg cgccaggcgg ggcggggcgg ggcgaggggc     3900

ggggcggggc gaggcggaga ggtgcggcgg cagccaatca gagcggcgcg ctccgaaagt     3960

ttccttttat ggcgaggcgg cggcggcggc ggccctataa aaagcgaagc gcgcggcggg     4020

cgggagtcgc tgcgcgctgc cttcgccccg tgccccgctc cgccgccgcc tcgcgccgcc     4080

cgccccggct ctgactgacc gcgttactcc cacaggtgag cgggcgggac ggcccttctc     4140

ctccgggctg taattagcgc ttggtttaat gacggcttgt ttcttttctg tggctgcgtg     4200

aaagccttga ggggctccgg gagggccctt tgtgcggggg gagcggctcg gggggtgcgt     4260

gcgtgtgtgt gtgcgtgggg agcgccgcgt gcggctccgc gctgcccggc ggctgtgagc     4320

gctgcgggcg cggcgcgggg ctttgtgcgc tccgcagtgt gcgcgagggg agcgcggccg     4380

ggggcggtgc cccgcggtgc ggggggggct gcgaggggaa caaaggctgc gtgcggggtg     4440

tgtgcgtggg ggggtgagca gggggtgtgg gcgcgtcggt cgggctgcaa ccccccctgc     4500

acccccctcc ccgagttgct gagcacggcc cggcttcggg tgcggggctc cgtacggggc     4560

gtggcgcggg gctcgccgtg ccgggcgggg ggtggcggca ggtgggggtg ccgggcgggg     4620

cggggccgcc tcgggccggg gagggctcgg gggaggggcg cggcggcccc cggagcgccg     4680

gcggctgtcg aggcgcggcg agccgcagcc attgcctttt atggtaatcg tgcgagaggg     4740

cgcagggact tcctttgtcc caaatctgtg cggagccgaa atctgggagg cgccgccgca     4800

ccccctctag cgggcgcggg gcgaagcggt gcggcgccgg caggaaggaa atgggcgggg     4860

agggccttcg tgcgtcgccg cgccgccgtc cccttctccc tctccagcct cggggctgtc     4920

cgcgggggga cggctgcctt cgggggggac ggggcagggc ggggttcggc ttctggcgtg     4980

tgaccggcgg ctctagagcc tctgctaacc atgttcatgc cttcttcttt ttcctacagc     5040

tcctgggcaa cgtgctggtt attgtgctgt ctcatcattt tggcaaagaa ttcgccacca     5100

tggtcagcta ctgggacacc ggggtcctgc tgtgcgcgct gctcagctgt ctgcttctca     5160

caggatctag ttccggaggt agacctttcg tagagatgta cagtgaaatc cccgaaatta     5220

tacacatgac tgaaggaagg gagctcgtca ttccctgccg ggttacgtca cctaacatca     5280

ctgttacttt aaaaaagttt ccacttgaca ctttgatccc tgatggaaaa cgcataatct     5340

gggacagtag aaagggcttc atcatatcaa atgcaacgta caaagaaata gggcttctga     5400

cctgtgaagc aacagtcaat gggcatttgt ataagacaaa ctatctcaca catcgacaaa     5460

ccaatacaat catagatgtg gttctgagtc cgtctcatgg aattgaacta tctgttggag     5520

aaaagcttgt cttaaattgt acagcaagaa ctgaactaaa tgtggggatt gacttcaact     5580
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gggaataccc ttcttcgaag catcagcata agaaacttgt aaaccgagac ctaaaaaccc     5640

agtctgggag tgagatgaag aaatttttga gcaccttaac tatagatggt gtaacccgga     5700

gtgaccaagg attgtacacc tgtgcagcat ccagtgggct gatgaccaag aagaacagca     5760

catttgtcag ggtccatgaa aaaccttttg ttgcttttgg aagtggcatg gaatctctgg     5820

tggaagccac ggtgggggag cgtgtcagaa tccctgcgaa gtaccttggt tacccacccc     5880

cagaaataaa atggtataaa aatggaatac cccttgagtc caatcacaca attaaagcgg     5940

ggcatgtact gacgattatg gaagtgagtg aaagagacac aggaaattac actgtcatcc     6000

ttaccaatcc catttcaaag gagaagcaga gccatgtggt ctctctggtt gtgtatgtcc     6060

caccgggccc gggcgacaaa actcacacat gcccactgtg cccagcacct gaactcctgg     6120

ggggaccgtc agtcttcctc ttccccccaa aacccaagga caccctcatg atctcccgga     6180

cccctgaggt cacatgcgtg gtggtggacg tgagccacga agaccctgag gtcaagttca     6240

actggtacgt ggacggcgtg gaggtgcata atgccaagac aaagccgcgg gaggagcagt     6300

acaacagcac gtaccgtgtg gtcagcgtcc tcaccgtcct gcaccaggac tggctgaatg     6360

gcaaggagta caagtgcaag gtctccaaca aagccctccc agcccccatc gagaaaacca     6420

tctccaaagc caaagggcag ccccgagaac cacaggtgta caccctgccc ccatcccggg     6480

atgagctgac caagaaccag gtcagcctga cctgcctagt caaaggcttc tatcccagcg     6540

acatcgccgt ggagtgggag agcaatgggc agccggagaa caactacaag gccacgcctc     6600

ccgtgctgga ctccgacggc tccttcttcc tctacagcaa gctcaccgtg gacaagagca     6660

ggtggcagca ggggaacgtc ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact     6720

acacgcagaa gagcctctcc ctgtctccgg gtaaatgaac gcgt                      6764

<210>  31

<211>  5673

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  31

cagacatgat aagatacatt gatgagtttg gacaaaccac aactagaatg cagtgaaaaa       60

aatgctttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgctttatt tgtaaccatt ataagctgca      120

ataaacaagt taacaacaac aattgcattc attttatgtt tcaggttcag ggggagatgt      180

gggaggtttt ttaaagcaag taaaacctct acaaatgtgg tactcgagga agcaattcgt      240

tgatctgaat ttcgaccacc cataataccc attaccctgg tagataagta gcatggcggg      300

ttaatcatta actacaagga acccctagtg atggagttgg ccactccctc tctgcgcgct      360
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cgctcgctca ctgaggccgg gcgaccaaag gtcgcccgac gcccgggctt tgcccgggcg      420

gcctcagtga gcgagcgagc gcgcagcctt aattaaccta attcactggc cgtcgtttta      480

caacgtcgtg actgggaaaa ccctggcgtt acccaactta atcgccttgc agcacatccc      540

cctttcgcca gctggcgtaa tagcgaagag gcccgcaccg atcgcccttc ccaacagttg      600

cgcagcctga atggcgaatg ggacgcgccc tgtagcggcg cattaagcgc ggcgggtgtg      660

gtggttacgc gcagcgtgac cgctacactt gccagcgccc tagcgcccgc tcctttcgct      720

ttcttccctt cctttctcgc cacgttcgcc ggctttcccc gtcaagctct aaatcggggg      780

ctccctttag ggttccgatt tagtgcttta cggcacctcg accccaaaaa acttgattag      840

ggtgatggtt cacgtagtgg gccatcgccc tgatagacgg tttttcgccc tttgacgttg      900

gagtccacgt tctttaatag tggactcttg ttccaaactg gaacaacact caaccctatc      960

tcggtctatt cttttgattt ataagggatt ttgccgattt cggcctattg gttaaaaaat     1020

gagctgattt aacaaaaatt taacgcgaat tttaacaaaa tattaacgct tacaatttag     1080

gtggcacttt tcggggaaat gtgcgcggaa cccctatttg tttatttttc taaatacatt     1140

caaatatgta tccgctcatg agacaataac cctgataaat gcttcaataa tattgaaaaa     1200

ggaagagtat gattgaacaa gatggattgc acgcaggttc tccggccgct tgggtggaga     1260

ggctattcgg ctatgactgg gcacaacaga caatcggctg ctctgatgcc gccgtgttcc     1320

ggctgtcagc gcaggggcgc ccggttcttt ttgtcaagac cgacctgtcc ggtgccctga     1380

atgaactgca agacgaggca gcgcggctat cgtggctggc cacgacgggc gttccttgcg     1440

cagctgtgct cgacgttgtc actgaagcgg gaagggactg gctgctattg ggcgaagtgc     1500

cggggcagga tctcctgtca tctcaccttg ctcctgccga gaaagtatcc atcatggctg     1560

atgcaatgcg gcggctgcat acgcttgatc cggctacctg cccattcgac caccaagcga     1620

aacatcgcat cgagcgagca cgtactcgga tggaagccgg tcttgtcgat caggatgatc     1680

tggacgaaga gcatcagggg ctcgcgccag ccgaactgtt cgccaggctc aaggcgagca     1740

tgcccgacgg cgaggatctc gtcgtgaccc atggcgatgc ctgcttgccg aatatcatgg     1800

tggaaaatgg ccgcttttct ggattcatcg actgtggccg gctgggtgtg gcggaccgct     1860

atcaggacat agcgttggct acccgtgata ttgctgaaga gcttggcggc gaatgggctg     1920

accgcttcct cgtgctttac ggtatcgccg ctcccgattc gcagcgcatc gccttctatc     1980

gccttcttga cgagttcttc tgactgtcag accaagttta ctcatatata ctttagattg     2040

atttaaaact tcatttttaa tttaaaagga tctaggtgaa gatccttttt gataatctca     2100
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tgaccaaaat cccttaacgt gagttttcgt tccactgagc gtcagacccc gtagaaaaga     2160

tcaaaggatc ttcttgagat cctttttttc tgcgcgtaat ctgctgcttg caaacaaaaa     2220

aaccaccgct accagcggtg gtttgtttgc cggatcaaga gctaccaact ctttttccga     2280

aggtaactgg cttcagcaga gcgcagatac caaatactgt tcttctagtg tagccgtagt     2340

taggccacca cttcaagaac tctgtagcac cgcctacata cctcgctctg ctaatcctgt     2400

taccagtggc tgctgccagt ggcgataagt cgtgtcttac cgggttggac tcaagacgat     2460

agttaccgga taaggcgcag cggtcgggct gaacgggggg ttcgtgcaca cagcccagct     2520

tggagcgaac gacctacacc gaactgagat acctacagcg tgagctatga gaaagcgcca     2580

cgcttcccga agggagaaag gcggacaggt atccggtaag cggcagggtc ggaacaggag     2640

agcgcacgag ggagcttcca gggggaaacg cctggtatct ttatagtcct gtcgggtttc     2700

gccacctctg acttgagcgt cgatttttgt gatgctcgtc aggggggcgg agcctatgga     2760

aaaacgccag caacgcggcc tttttacggt tcctggcctt ttgctggcct tttgctcaca     2820

tgttctttcc tgcgttatcc cctgattctg tggataaccg tattaccgcc tttgagtgag     2880

ctgataccgc tcgccgcagc cgaacgaccg agcgcagcga gtcagtgagc gaggaagcgg     2940

aagagcgccc aatacgcaaa ccgcctctcc ccgcgcgttg gccgattcat taatgcagct     3000

ggcacgacag gtttcccgac tggaaagcgg gcagtgagcg caacgcaatt aatgtgagtt     3060

agctcactca ttaggcaccc caggctttac actttatgct tccggctcgt atgttgtgtg     3120

gaattgtgag cggataacaa tttcacacag gaaacagcta tgaccatgat tacgccagat     3180

ttaattaagg ccttaattag gctgcgcgct cgctcgctca ctgaggccgc ccgggcaaag     3240

cccgggcgtc gggcgacctt tggtcgcccg gcctcagtga gcgagcgagc gcgcagagag     3300

ggagtggcca actccatcac taggggttcc ttgtagttaa tgattaaccc gccatgctac     3360

ttatctacca gggtaatggg gatccggagt tccgcgttac ataacttacg gtaaatggcc     3420

cgcctggctg accgcccaac gacccccgcc cattgacgtc aataatgacg tatgttccca     3480

tagtaacgcc aatagggact ttccattgac gtcaatgggt ggagtattta cggtaaactg     3540

cccacttggc agtacatcaa gtgtatcata tgccaagtac gccccctatt gacgtcaatg     3600

acggtaaatg gcccgcctgg cattatgccc agtacatgac cttatgggac tttcctactt     3660

ggcagtacat ctacgtatta gtcatcgcta ttaccatggt gatgcggttt tggcagtaca     3720

ccaatgggcg tggatagcgg tttgactcac ggggatttcc aagtctccac cccattgacg     3780

tcaatgggag tttgttttgg caccaaaatc aacgggactt tccaaaatgt cgtaacaact     3840

ccgccccatt gacgcaaatg ggcggtaggc gtgtacggtg ggaggtctat ataagcagag     3900

ctcgtttagt gaaccgtcag atcgcctgga gacgccatcc acgctgtttt gacctccata     3960
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gaagacaccg actctactag aggatctatt tccggtgaat tcgccaccat ggtgagctac     4020

tgggacaccg gcgtgctgct gtgcgccctg ctgagctgcc tgctgctgac cggcagcagc     4080

agcggcggca gacctttcgt ggagatgtac tccgagatcc ccgagatcat ccacatgacc     4140

gagggcaggg agctcgtgat cccctgcaga gtgaccagcc ccaacatcac cgtgaccctg     4200

aagaagttcc ccctggacac cctgatcccc gacggcaaga gaatcatctg ggacagcaga     4260

aagggcttca tcatctccaa cgccacctac aaggagatcg gcctgctgac ctgcgaggcc     4320

accgtgaacg gccacctgta caagaccaat tacctgaccc acaggcagac caataccatc     4380

atcgacgtgg tgctgtcccc cagccacggc atcgagctga gcgtgggcga gaagctggtg     4440

ctgaactgca ccgccaggac cgagctgaac gtggggatcg attttaactg ggagtacccc     4500

agcagcaagc accagcacaa gaagctggtg aatagggacc tgaaaaccca gagcggaagc     4560

gagatgaaga agtttctgag caccctgacc atcgacggcg tgacccggag cgaccagggc     4620

ctgtacacct gcgccgcctc cagcggcctg atgactaaga agaacagcac ctttgtgcgg     4680

gtgcacgaga agcccttcgt ggccttcggc agcgggatgg agtctctggt ggaggctacc     4740

gtgggcgaga gagtgagaat ccccgccaag tacctgggct acccccctcc tgagatcaag     4800

tggtataaga acggcatccc tctggagtcc aaccacacca tcaaggcagg ccacgtgctg     4860

accatcatgg aagtgagcga gagggacacc ggcaactaca ccgtgatcct gaccaacccc     4920

atctccaagg agaagcagag ccacgtggtg agcctggtgg tgtacgtgcc tccagggcct     4980

ggcgataaga cccacacatg ccccctgtgc cccgcccccg agctgctggg cggaccaagc     5040

gtgttcctgt tcccacccaa gcctaaggac accctgatga tcagccggac ccccgaggtg     5100

acctgcgtgg tggtggatgt gagccacgag gatccagagg tgaagtttaa ctggtatgtg     5160

gacggcgtgg aggtgcacaa cgccaagacc aagcccaggg aggagcagta caacagcacc     5220

tacagagtgg tgagcgtgct gaccgtgctg caccaggact ggctgaacgg caaggagtac     5280

aagtgcaagg tgagcaacaa ggccctgccc gcccctatcg agaaaaccat cagcaaggcc     5340

aagggccagc cccgcgagcc ccaggtgtac acactgcccc ctagccgcga cgagctgacc     5400

aagaaccagg tgtccctgac ctgcctggtg aagggcttct accccagcga catcgccgtg     5460

gagtgggaga gcaacggcca gcccgagaac aactacaagg ccaccccccc tgtgctggac     5520

tccgacggca gcttcttcct gtacagcaag ctgaccgtgg acaagtcccg ctggcagcag     5580

ggcaacgtgt tcagctgtag cgtgatgcac gaggccctgc acaaccacta cacccagaag     5640

tccctgagcc tgagccccgg caagtgaacg cgt                                  5673

<210>  32

<211>  6318
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  32

aattcgatat caagcttatc gataatcaac ctctggatta caaaatttgt gaaagattga       60

ctggtattct taactatgtt gctcctttta cgctatgtgg atacgctgct ttaatgcctt      120

tgtatcatgc tattgcttcc cgtatggctt tcattttctc ctccttgtat aaatcctggt      180

tgctgtctct ttatgaggag ttgtggcccg ttgtcaggca acgtggcgtg gtgtgcactg      240

tgtttgctga cgcaaccccc actggttggg gcattgccac cacctgtcag ctcctttccg      300

ggactttcgc tttccccctc cctattgcca cggcggaact catcgccgcc tgccttgccc      360

gctgctggac aggggctcgg ctgttgggca ctgacaattc cgtggtgttg tcggggaaat      420

catcgtcctt tccttggctg ctcgcctgtg ttgccacctg gattctgcgc gggacgtcct      480

tctgctacgt cccttcggcc ctcaatccag cggaccttcc ttcccgcggc ctgctgccgg      540

ctctgcggcc tcttccgcgt cttcgccttc gccctcagac gagtcggatc tccctttggg      600

ccgcctcccc gcatcgatac cgtcgacccg ggcggccgct tcgagcagac atgataagat      660

acattgatga gtttggacaa accacaacta gaatgcagtg aaaaaaatgc tttatttgtg      720

aaatttgtga tgctattgct ttatttgtaa ccattataag ctgcaataaa caagttaaca      780

acaacaattg cattcatttt atgtttcagg ttcaggggga gatgtgggag gttttttaaa      840

gcaagtaaaa cctctacaaa tgtggtactc gaggaagcaa ttcgttgatc tgaatttcga      900

ccacccataa tacccattac cctggtagat aagtagcatg gcgggttaat cattaactac      960

aaggaacccc tagtgatgga gttggccact ccctctctgc gcgctcgctc gctcactgag     1020

gccgggcgac caaaggtcgc ccgacgcccg ggctttgccc gggcggcctc agtgagcgag     1080

cgagcgcgca gccttaatta acctaattca ctggccgtcg ttttacaacg tcgtgactgg     1140

gaaaaccctg gcgttaccca acttaatcgc cttgcagcac atcccccttt cgccagctgg     1200

cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcgc ccttcccaac agttgcgcag cctgaatggc     1260

gaatgggacg cgccctgtag cggcgcatta agcgcggcgg gtgtggtggt tacgcgcagc     1320

gtgaccgcta cacttgccag cgccctagcg cccgctcctt tcgctttctt cccttccttt     1380

ctcgccacgt tcgccggctt tccccgtcaa gctctaaatc gggggctccc tttagggttc     1440

cgatttagtg ctttacggca cctcgacccc aaaaaacttg attagggtga tggttcacgt     1500

agtgggccat cgccctgata gacggttttt cgccctttga cgttggagtc cacgttcttt     1560

aatagtggac tcttgttcca aactggaaca acactcaacc ctatctcggt ctattctttt     1620
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gatttataag ggattttgcc gatttcggcc tattggttaa aaaatgagct gatttaacaa     1680

aaatttaacg cgaattttaa caaaatatta acgcttacaa tttaggtggc acttttcggg     1740

gaaatgtgcg cggaacccct atttgtttat ttttctaaat acattcaaat atgtatccgc     1800

tcatgagaca ataaccctga taaatgcttc aataatattg aaaaaggaag agtatgattg     1860

aacaagatgg attgcacgca ggttctccgg ccgcttgggt ggagaggcta ttcggctatg     1920

actgggcaca acagacaatc ggctgctctg atgccgccgt gttccggctg tcagcgcagg     1980

ggcgcccggt tctttttgtc aagaccgacc tgtccggtgc cctgaatgaa ctgcaagacg     2040

aggcagcgcg gctatcgtgg ctggccacga cgggcgttcc ttgcgcagct gtgctcgacg     2100

ttgtcactga agcgggaagg gactggctgc tattgggcga agtgccgggg caggatctcc     2160

tgtcatctca ccttgctcct gccgagaaag tatccatcat ggctgatgca atgcggcggc     2220

tgcatacgct tgatccggct acctgcccat tcgaccacca agcgaaacat cgcatcgagc     2280

gagcacgtac tcggatggaa gccggtcttg tcgatcagga tgatctggac gaagagcatc     2340

aggggctcgc gccagccgaa ctgttcgcca ggctcaaggc gagcatgccc gacggcgagg     2400

atctcgtcgt gacccatggc gatgcctgct tgccgaatat catggtggaa aatggccgct     2460

tttctggatt catcgactgt ggccggctgg gtgtggcgga ccgctatcag gacatagcgt     2520

tggctacccg tgatattgct gaagagcttg gcggcgaatg ggctgaccgc ttcctcgtgc     2580

tttacggtat cgccgctccc gattcgcagc gcatcgcctt ctatcgcctt cttgacgagt     2640

tcttctgact gtcagaccaa gtttactcat atatacttta gattgattta aaacttcatt     2700

tttaatttaa aaggatctag gtgaagatcc tttttgataa tctcatgacc aaaatccctt     2760

aacgtgagtt ttcgttccac tgagcgtcag accccgtaga aaagatcaaa ggatcttctt     2820

gagatccttt ttttctgcgc gtaatctgct gcttgcaaac aaaaaaacca ccgctaccag     2880

cggtggtttg tttgccggat caagagctac caactctttt tccgaaggta actggcttca     2940

gcagagcgca gataccaaat actgttcttc tagtgtagcc gtagttaggc caccacttca     3000

agaactctgt agcaccgcct acatacctcg ctctgctaat cctgttacca gtggctgctg     3060

ccagtggcga taagtcgtgt cttaccgggt tggactcaag acgatagtta ccggataagg     3120

cgcagcggtc gggctgaacg gggggttcgt gcacacagcc cagcttggag cgaacgacct     3180

acaccgaact gagataccta cagcgtgagc tatgagaaag cgccacgctt cccgaaggga     3240

gaaaggcgga caggtatccg gtaagcggca gggtcggaac aggagagcgc acgagggagc     3300

ttccaggggg aaacgcctgg tatctttata gtcctgtcgg gtttcgccac ctctgacttg     3360

agcgtcgatt tttgtgatgc tcgtcagggg ggcggagcct atggaaaaac gccagcaacg     3420
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cggccttttt acggttcctg gccttttgct ggccttttgc tcacatgttc tttcctgcgt     3480

tatcccctga ttctgtggat aaccgtatta ccgcctttga gtgagctgat accgctcgcc     3540

gcagccgaac gaccgagcgc agcgagtcag tgagcgagga agcggaagag cgcccaatac     3600

gcaaaccgcc tctccccgcg cgttggccga ttcattaatg cagctggcac gacaggtttc     3660

ccgactggaa agcgggcagt gagcgcaacg caattaatgt gagttagctc actcattagg     3720

caccccaggc tttacacttt atgcttccgg ctcgtatgtt gtgtggaatt gtgagcggat     3780

aacaatttca cacaggaaac agctatgacc atgattacgc cagatttaat taaggcctta     3840

attaggctgc gcgctcgctc gctcactgag gccgcccggg caaagcccgg gcgtcgggcg     3900

acctttggtc gcccggcctc agtgagcgag cgagcgcgca gagagggagt ggccaactcc     3960

atcactaggg gttccttgta gttaatgatt aacccgccat gctacttatc taccagggta     4020

atggggatcc ggagttccgc gttacataac ttacggtaaa tggcccgcct ggctgaccgc     4080

ccaacgaccc ccgcccattg acgtcaataa tgacgtatgt tcccatagta acgccaatag     4140

ggactttcca ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta aactgcccac ttggcagtac     4200

atcaagtgta tcatatgcca agtacgcccc ctattgacgt caatgacggt aaatggcccg     4260

cctggcatta tgcccagtac atgaccttat gggactttcc tacttggcag tacatctacg     4320

tattagtcat cgctattacc atggtgatgc ggttttggca gtacaccaat gggcgtggat     4380

agcggtttga ctcacgggga tttccaagtc tccaccccat tgacgtcaat gggagtttgt     4440

tttggcacca aaatcaacgg gactttccaa aatgtcgtaa caactccgcc ccattgacgc     4500

aaatgggcgg taggcgtgta cggtgggagg tctatataag cagagctcgt ttagtgaacc     4560

gtcagatcgc ctggagacgc catccacgct gttttgacct ccatagaaga caccgactct     4620

actagaggat ctatttccgg tgaattcgcc accatggtga gctactggga caccggcgtg     4680

ctgctgtgcg ccctgctgag ctgcctgctg ctgaccggca gcagcagcgg cggcagacct     4740

ttcgtggaga tgtactccga gatccccgag atcatccaca tgaccgaggg cagggagctc     4800

gtgatcccct gcagagtgac cagccccaac atcaccgtga ccctgaagaa gttccccctg     4860

gacaccctga tccccgacgg caagagaatc atctgggaca gcagaaaggg cttcatcatc     4920

tccaacgcca cctacaagga gatcggcctg ctgacctgcg aggccaccgt gaacggccac     4980

ctgtacaaga ccaattacct gacccacagg cagaccaata ccatcatcga cgtggtgctg     5040

tcccccagcc acggcatcga gctgagcgtg ggcgagaagc tggtgctgaa ctgcaccgcc     5100

aggaccgagc tgaacgtggg gatcgatttt aactgggagt accccagcag caagcaccag     5160
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cacaagaagc tggtgaatag ggacctgaaa acccagagcg gaagcgagat gaagaagttt     5220

ctgagcaccc tgaccatcga cggcgtgacc cggagcgacc agggcctgta cacctgcgcc     5280

gcctccagcg gcctgatgac taagaagaac agcacctttg tgcgggtgca cgagaagccc     5340

ttcgtggcct tcggcagcgg gatggagtct ctggtggagg ctaccgtggg cgagagagtg     5400

agaatccccg ccaagtacct gggctacccc cctcctgaga tcaagtggta taagaacggc     5460

atccctctgg agtccaacca caccatcaag gcaggccacg tgctgaccat catggaagtg     5520

agcgagaggg acaccggcaa ctacaccgtg atcctgacca accccatctc caaggagaag     5580

cagagccacg tggtgagcct ggtggtgtac gtgcctccag ggcctggcga taagacccac     5640

acatgccccc tgtgccccgc ccccgagctg ctgggcggac caagcgtgtt cctgttccca     5700

cccaagccta aggacaccct gatgatcagc cggacccccg aggtgacctg cgtggtggtg     5760

gatgtgagcc acgaggatcc agaggtgaag tttaactggt atgtggacgg cgtggaggtg     5820

cacaacgcca agaccaagcc cagggaggag cagtacaaca gcacctacag agtggtgagc     5880

gtgctgaccg tgctgcacca ggactggctg aacggcaagg agtacaagtg caaggtgagc     5940

aacaaggccc tgcccgcccc tatcgagaaa accatcagca aggccaaggg ccagccccgc     6000

gagccccagg tgtacacact gccccctagc cgcgacgagc tgaccaagaa ccaggtgtcc     6060

ctgacctgcc tggtgaaggg cttctacccc agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaac     6120

ggccagcccg agaacaacta caaggccacc ccccctgtgc tggactccga cggcagcttc     6180

ttcctgtaca gcaagctgac cgtggacaag tcccgctggc agcagggcaa cgtgttcagc     6240

tgtagcgtga tgcacgaggc cctgcacaac cactacaccc agaagtccct gagcctgagc     6300

cccggcaagt gaacgcgt                                                   6318
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