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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 12로 표시되는 염기서열 (ATAGTTTATAGATAATTTTTTATTTATTCTTTTAGAGGAGTATGGTAATA)로 이루어진 5' 비번

역 영역 (5' UTR)을 포함하는, 폴리뉴클레오타이드.

청구항 2 

청구항 1의 폴리뉴클레오타이드를 포함하는, 재조합 벡터.

청구항 3 

타겟 유전자의 5’비번역 영역에 청구항 1의 폴리뉴클레오타이드를 결합시키는 단계;를 포함하는, 타겟 유전자

의 번역 효율이 증진된 RNA 제조 방법.

청구항 4 

청구항 3에 있어서, 상기 RNA는 시험관 내 전사(in vitro transcription)를 통하여 제조되는 것인, 타겟 유전자

의 번역 효율이 증진된 RNA 제조 방법.

청구항 5 

타겟 유전자의 mRNA 발현을 위한 코딩 영역 (coding region);

상기 코딩 영역의 상류 (upstream)에 위치하는 5' 비번역 영역 (UTR); 및

상기 코딩 영역의 하류 (downstream)에 위치하는 3' 비번역 영역 (UTR)을 포함하는 유전자 구조체로,

상기 5' 비번역 영역 (5' UTR)은 서열번호 12로 표시되는 염기서열로 이루어진 것을 특징으로 하는, 유전자 구

조체.

청구항 6 

청구항 5의 유전자 구조체를 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 7 

청구항 6의 약제학적 조성물은 감염병 예방 또는 치료용인, 조성물.

청구항 8 

청구항 5의 유전자 구조체를 포함하는, 백신 조성물.

청구항 9 
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청구항 8의 백신 조성물은 감염병 예방용인, 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 증강된 유전자 발현을 위한 5‘ 비번역 영역을 포함하는 뉴클레오타이드를 포함하는 조성물 및 방법[0001]

에 관한 것이다.

배 경 기 술

mRNA 백신의 효능과 안전성은 코로나19 팬데믹 상황에서 널리 사용되면서 검증되었으며, 감염병 예방 백신 및[0002]

암  치료제  등  다양한  분야에서  연구개발이  이루어지고  있다.  mRNA  백신의  구조는  지질나노입자(Lipid

nanoparticle, LNP) 운반체로 둘러싸인 mRNA로 이루어지며, mRNA에는 목표 항원에 대한 서열이 담겨있다. 백신

의 mRNA는 우리 몸에 주사된 이후 LNP를 통해 세포 내부로 들어와 번역되어 항원을 만들어낸다. 이 항원에 의한

면역 반응 유도를 활용하여 감염병을 예방하고 치료한다.

mRNA 백신이 잘 기능하려면 충분한 양의 항원이 생성되어야 한다. 따라서 mRNA가 높은 번역효율을 갖도록 설계[0003]

할 필요성이 있다. mRNA의 구조는 서열의 앞에서부터 CAP, 5' UTR, CDS, Stop codon, 3' UTR, poly-A tail로

이루어진다. 5‘ UTR 부위는 CAP에서부터 번역이 시작되는 개시코돈 이전까지의 영역으로 다양한 번역 조절 기

작이 존재하기 때문에 높은 번역효율을 갖는 5‘ UTR 서열을 생성하고자 하는 연구가 이루어지고 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 인공지능 모델을 이용하여 최적 번역효율을 갖는 인공 5‘ UTR 서열을 발견하였으며, 특정 5‘[0004]

UTR 서열이 높은 번역효율을 나타냄을 확인하여 본 발명을 완성하였다.

이에, 본 발명은 서열번호 12로 표시되는 염기서열 (ATAGTTTATAGATAATTTTTTATTTATTCTTTTAGAGGAGTATGGTAATA)로[0005]

이루어진 5' 비번역 영역 (5' UTR)을 포함하는, 폴리뉴클레오타이드를 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 폴리뉴클레오타이드를 포함하는, 재조합 벡터를 제공한다.[0006]

또한, 본 발명은 타겟 유전자의 5’비번역 영역에 청구항 1의 폴리뉴클레오타이드를 결합시키는 단계;를 포함하[0007]

는, 타겟 유전자의 번역 효율이 증진된 RNA 제조 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 타겟 유전자의 mRNA 발현을 위한 코딩 영역 (coding region);[0008]

상기 코딩 영역의 상류 (upstream)에 위치하는 5' 비번역 영역 (UTR); 및[0009]

상기 코딩 영역의 하류 (downstream)에 위치하는 3' 비번역 영역 (UTR)을 포함하는 유전자 구조체로,[0010]

상기 5' 비번역 영역 (5' UTR)은 서열번호 12로 표시되는 염기서열로 이루어진 것을 특징으로 하는, 유전자 구[0011]

조체를 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 유전자 구조체를 포함하는, 약제학적 조성물을 제공한다.[0012]

또한, 본 발명은 상기 유전자 구조체를 포함하는, 백신 조성물을 제공한다.[0013]

과제의 해결 수단

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0014]

본 발명은 서열번호 12로 표시되는 염기서열 (ATAGTTTATAGATAATTTTTTATTTATTCTTTTAGAGGAGTATGGTAATA)로 이루어[0016]

진 5' 비번역 영역 (5' UTR)을 포함하는, 폴리뉴클레오타이드를 제공한다.

본 명세서에서 5'  비번역 영역 (5'  UTR)은 오픈 리딩 프레임 (open  reading  frame,  ORF)의 5'에 위치한다.[0017]

5'UTR은 전사 시작 부위에서 시작하고 오픈 리딩 프레임의 시작 코돈 전 뉴클레오타이드에서 종결된다. 5'UTR은

예를 들어 리보솜 결합 부위와 같은 유전자 발현을 조절하는 요소를 포함할 수 있다. 5'UTR은 예를 들어 5'-캡
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의 추가에 의해 전사후 변형될 수 있다. 5'UTR은 5'캡 및 시작 코돈 사이에 위치한 성숙 mRNA의 서열에 상응한

다.

본 명세서에서 "폴리뉴클레오타이드"는 뉴클레오타이드 단위체 (monomer)가 공유결합에 의해 길게 사슬모양으로[0018]

이어진 뉴클레오타이드의 중합체 (polymer)로 일정한 길이 이상의 DNA 가닥을 의미한다.

본 발명에 따른 폴리뉴클레오타이드는 서열번호 12로 표시되는 염기서열로 이루어진 5' 비번역 영역 (5' UTR)을[0019]

포함할 수 있으며, 이때, 상기 서열번호 12로 표시되는 염기서열과 70 % 이상, 바람직하게는 80 % 이상, 더욱

바람직하게는 90 % 이상, 가장 바람직하게는 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 또는 99 % 이상의 서열 상동성을 가지는

염기서열도 포함할 수 있다.

본 발명의 폴리뉴클레오타이드가 서열번호 12로 표시되는 염기서열로 이루어진 5' 비번역 영역을 포함하는 경우[0020]

에 상기 비번역 영역을 포함하지 않는 대조군에 비해 높은 번역 효율을 나타낼 수 있다.

또한, 본 발명은 청구항 1의 폴리뉴클레오타이드를 포함하는, 재조합 벡터를 제공한다.[0022]

본 명세서에서 "벡터(vector)"는 숙주 세포에서 목적 유전자를 발현시키기 위한 수단을 의미한다. 예를 들어,[0023]

벡터는 플라스미드 벡터, 코즈미드 벡터 및 박테리오파아지 벡터, 아데노바이러스 벡터, 레트로바이러스 벡터

및 아데노연관 바이러스 벡터와 같은 바이러스 벡터를 포함할 수 있다.

재조합 벡터로 사용될 수 있는 벡터는 당업계에서 사용되는 벡터면 제한 없이 사용될 수 있다. 구체적으로, 벡[0024]

터는 pCES208,  pSC101,  pGV1106,  pACYC177,  ColE1,  pKT230,  pME290,  pBR322,  pUC8/9,  pUC6,  pBD9,  pHC79,

pIJ61, pLAFR1, pHV14, pGEX 시리즈, pET 시리즈 및 pUC19 등의 플라스미드, λgt4λB, λ-Charon, λΔz1 및

M13 등의 파지 또는 SV40 등의 바이러스 벡터를 이용하여 제작될 수 있고, 예를 들어, pCES208GFP 벡터를 사용

할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

또한, 본 발명은 타겟 유전자의 5’비번역 영역에 청구항 1의 폴리뉴클레오타이드를 결합시키는 단계;를 포함하[0028]

는, 타겟 유전자의 번역 효율이 증진된 RNA 제조 방법을 제공한다.

본 명세서에서 상기 “결합시키는 단계”는 각각의 mRNA 단편을 물리적으로 결합시키는 것 만을 의미하는 것이[0029]

아니고, DNA 분자로부터 전사(transcription)를 통해 5’ 말단 및 3’ 말단에 각각 특정 서열의 5’UTR 및 특정

서열의 3’UTR 또는 이의 단편이 결합된 RNA 서열을 생산하는 공정을 포함한다.

본  발명의  일  실시예에서,  상기  5'  비번역  영역은  서열번호  12로  표시되는  염기서열[0030]

(ATAGTTTATAGATAATTTTTTATTTATTCTTTTAGAGGAGTATGGTAATA)로 이루어진 것일 수 있다.

본 명세서에서 “시험관 내 전사(in vitro transcription)”란 세포외, 시험관 내에서의 DNA 의존적 RNA 합성을[0031]

의미하는 것이다. 주형 DNA는 시험관 내 전사 전에 적당한 제한 효소로 선형화될 수 있다. RNA 시험관 내 전사

에  이용되는  시약은,  전형적으로,  박테리오파지-인코딩된  RNA  폴리머레이스(bacteriophage-  encoded  RNA

polymerases)(T7, T3, SP6 또는 Syn5)와 같은 폴리머레이스; 4개의 염기(base)(아데닌, 시토신, 구아닌 및 우

라실)에 대한 NTP(ribonucleotide triphosphate)이며, 이외에 선택적으로 캡 아날로그; 변형된 뉴클레오타이드;

RNase 억제제 등을 포함할 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명자들은 본 발명의 5’비번역 영역 또는 이의 단편을 포함하는 RNA가 DNA 플라스미드를 통해 세포 내에서[0032]

합성되는 경우 뿐만 아니라, 시험관 내 전사(in vitro transcription)를 통해 합성된 상기 RNA를 사용하는 경우

에도, 타겟 유전자 번역 효율 또는 타겟 단백질 발현 효율이 증진되고, 이에 따라 세포내 발현 양상이 조절될

수 있음을 확인하였다.

또한, 본 발명은 타겟 유전자의 mRNA 발현을 위한 코딩 영역 (coding region);[0034]

상기 코딩 영역의 상류 (upstream)에 위치하는 5' 비번역 영역 (UTR); 및[0035]
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상기 코딩 영역의 하류 (downstream)에 위치하는 3' 비번역 영역 (UTR)을 포함하는 유전자 구조체로,[0036]

상기 5' 비번역 영역 (5' UTR)은 서열번호 12로 표시되는 염기서열로 이루어진 것을 특징으로 하는, 유전자 구[0037]

조체를 제공한다.

본 명세서에서  3'UTR은 전형적으로 mRNA의 단백질 코딩 영역(즉 오픈 리딩 프레임, ORF) 및 폴리(A) 서열 사이[0038]

에 위치한 mRNA의 일부이다. mRNA의 3'UTR은 아미노산 서열로 번역되지 않는다. 3'UTR 서열은 보통 유전자 발현

과정 중에 각각 mRNA로 전사되는 유전자에 의해 코딩된다. 유전체 서열은 선택적 인트론을 포함하는 mRNA로 우

선 전사된다. mRNA는 이후 5'캡핑, 스플라이싱 및 3'-말단의 폴리아데닐화와 같은 3'-말단의 변형 및 선택적 엔

도- 또는 엑소뉴클레아제 분해 등의 단계를 포함한다. 3'UTR은 단백질 코딩 영역의 정지 코돈 3' 바로 옆에 위

치하고 폴리(A) 서열 5' 바로 옆의 뉴클레오타이드를 포함한다.

전형적으로  펩타이드  또는  단백질로  번역될  수  있는  몇몇  뉴클레오타이드  트리플렛(triplets)의  서열일  수[0039]

있다. 오픈 리딩 프레임 (ORF)은 바람직하게는 시작 코돈, 즉 이의 5'-말단에 아미노산 메티오닌(ATG 또는 AU

G)을 일반적으로 코딩하는 세개의 후속 뉴클레오타이드의 조합 및 보통 3 뉴클레오타이드의 배수인 길이를 보이

는 후속 영역을 포함한다. 오픈 리딩 프레임 (ORF)은 바람직하게는 정지 코돈(예를 들어 TAA, TAG, TGA)에 의해

종결된다. 이는 오픈 리딩 프레임 (ORF)의 유일한 정지 코돈이다. 따라서 본 발명의 맥락에서 오픈 리딩 프레임

(ORF)은 바람직하게는 시작 코돈(예를 들어 ATG 또는 AUG)로 시작하고 바람직하게는 정지 코돈(예를 들어 TAA,

TGA, 또는 TAG 또는 UAA, UAG, UGA, 각각)으로 종결되는, 세개로 나뉠 수 있는 뉴클레오타이드의 수로 이루어진

뉴클레오타이드 서열이다. 오픈 리딩 프레임 (ORF)은 분리 또는 보다 긴 핵산 서열, 예를 들어 벡터 또는 mRNA

에 병합될 수 있다. 오픈 리딩 프레임 (ORF)은 또한 '폴리펩티드 또는 단백질 코딩 영역'으로 불릴 수 있다.

본 발명에 따르면, 프로모터 및/또는 폴리(A) 서열을 추가로 포함할 수 있다.[0040]

상기 프로모터는 5' 비번역 영역 (UTR)의 상류에 위치할 수 있다. 상기 프로모터는 예를 들어 RNA 중합효소 프[0041]

로모터와 같은, 전사를 위해 필요한 요소를 포함할 수 있다. SP6 또는 T7과 같은 파지 RNA 중합효소 프로모터,

바람직하게는 mRNA 서열을 코딩하는 T7 프로모터를 포함할 수 있다.

상기 폴리(A) 서열의 길이는 다양할 수 있다. 예를 들어, 폴리(A) 서열은 약 20 아데닌 뉴클레오타이드 내지 약[0042]

300 아데닌 뉴클레오타이드, 바람직하게는 약 40 내지 약 200 아데닌 뉴클레오타이드, 약 60, 70, 80, 90 또는

100 아데닌 뉴클레오타이드와 같이 더욱 바람직하게는 약 50 내지 약 100 아데닌 뉴클레오타이드와 같이, 약 20

아데닌 뉴클레오타이드 내지 약 400 아데닌 뉴클레오타이드의 길이를 가질 수 있다.

폴리(A) 서열은 3' 비번역 영역 (UTR)의 하류에 위치할 수 있다. 예를 들어, 폴리(A) 서열은 직접 또는 링커를[0043]

통해, 예를 들어 1-50, 바람직하게는 1-20 뉴클레오타이드의 링커를 통해, 또는 2, 4, 6, 8, 10, 20 등 뉴클레

오타이드와 같은, 뉴클레오타이드의 스트레치를 통해 연결될 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 유전자 구조체를 포함하는, 약제학적 조성물을 제공한다. 본 발명의 일 실시예에서 상기[0045]

약제학적 조성물은 감염병 예방 또는 치료용일 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 유전자 구조체를 포함하는, 백신 조성물을 제공한다. 본 발명의 일 실시예에서 상기 백신[0046]

조성물은 감염병 예방용일 수 있다.

본 발명의 일 실시예에서, 상기 유전자 구조체는 본 발명의 5' 비번역 영역을 포함함으로서, 코딩 영역의 타겟[0047]

유전자의 발현이 증가함으로써, 감염병의 우수한 예방 및 치료 효과를 나타낼 수 있다.

본 명세서에서 "예방"이란 본 발명에 따른 약학적 조성물의 투여에 의해 감염병을 억제시키거나 발병을 지연시[0048]

키는 모든 행위를 의미한다.

본 명세서에서 "치료"란 본 발명에 따른 약학적 조성물의 투여에 의해 감염병에 대한 증세가 호전되거나 이롭게[0049]

변경되는 모든 행위를 의미한다.

본 발명의 일 실시예에서, 상기 조성물에서 발현된 타겟 유전자 (mRNA 등)를 전달하기 위한 전달 수단을 포함할[0050]

수 있다.

본 발명의 일 실시예에서, 발현된 mRNA는 나노입자를 통해 전달될 수 있다. 예를 들어, 금 나노입자, DNA 나노[0051]

구조체, 엑소좀 또는 리포좀 등을 통해 전달될 수 있다.
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본 발명의 일 실시예에서, 상기 mRNA 전달에 펩타이드가 사용될 수 있다. 펩타이드는 핵산의 음이온성 인산기와[0052]

정전기적 상호작용하기 양이온을 가져야 하고, 인산기와 정전기 상호 작용하기 위해 양으로 하전된 아미노산을

포함할 수 있다.

본 발명의 조성물에 포함되는 유효성분 등의 함량 및 투여방법은 통상의 환자의 증후와 질병의 심각도에 기초하[0053]

여 본 기술분야의 통상의 전문가가 결정할 수 있다. 또한 산제, 정제, 캡슐제, 액제, 주사제, 연고제, 시럽제

등의 다양한 형태로 제제화 할 수 있으며 단위-투여량 또는 다-투여량 용기, 예를 들면 밀봉된 앰플 및 병 등으

로 제공될 수도 있다.

발명의 조성물은 경구 또는 비경구 투여가 가능하다. 본 발명에 따른 조성물의 투여경로는 이들로 한정되는 것[0054]

은 아니지만, 예를 들면, 기관지, 구강, 정맥 내, 근육 내, 동맥 내, 골수 내, 경막 내, 심장 내, 경피, 피하,

복강 내, 장관, 설하 또는 국소 투여가 가능하다. 본 발명에 따른 조성물의 투여량은 환자의 체중, 연령, 성별,

건강상태, 식이, 투여시간, 방법, 배설율 또는 질병의 중증도 등에 따라 그 범위가 다양하며, 본 기술분야의 통

상의 전문가가 용이하게 결정할 수 있다. 또한, 임상 투여를 위해 공지의 기술을 이용하여 본 발명의 조성물을

적합한 제형으로 제제화할 수 있다.

또한, 본 발명은 서열번호 12로 표시되는 염기서열로 이루어진 5' 비번역 영역 (5' UTR)을 포함하는 유전자 구[0056]

조체를 유효성분으로 포함하는 약제학적 조성물을 개체에 투여하는 단계를 포함하는, 감염병의 예방 또는 치료

방법을 제공한다.

본 발명에서 "개체"란 질병의 치료를 필요로 하는 대상을 의미하고, 보다 구체적으로는 인간 또는 비-인간인 영[0057]

장류, 생쥐(mouse), 쥐(rat), 개, 고양이, 말 및 소 등의 포유류를 의미한다.

또한, 본 발명은 서열번호 12로 표시되는 염기서열로 이루어진 5' 비번역 영역 (5' UTR)을 포함하는 유전자 구[0058]

조체를 유효성분으로 포함하는 조성물의 감염병의 예방 또는 치료 용도를 제공한다.

본 명세서에서 "핵산"은 바람직하게 DNA 또는 RNA를 의미한다. 상기 핵산과 관련하여, "폴리뉴클레오타이드",[0060]

 "뉴클레오타이드", "뉴클레오타이드 서열", 및 "올리고뉴클레오타이드"는 상호교환적으로 사용된다. 임의의 길

이의 뉴클레오타이드의 폴리머 형태, 데옥시리보뉴클레오타이드 또는 리보뉴클레오타이드, 또는 이들의 유사체

를 포함할 수 있다. 폴리뉴클레오타이드는 임의의 3차원 구조를 가질 수 있으며, 공지된 또는 비공지된 임의의

기능을 수행할 수 있다. 폴리뉴클레오타이드는 하나 이상의 변형된 뉴클레오타이드 예컨대, 메틸화된 뉴클레오

타이드 및 뉴클레오타이드 유사체를 포함할 수 있다. 뉴클레오타이드 구조에 대한 변형은 폴리머의 어셈블리 전

또는 후에 가능할 수 있다.

바람직하게 핵산은 당/인산 백본의 포스포디에스터 결합에 의해 서로 공유결합된 뉴클레오타이드 모노머를 포함[0061]

또는 이로 이루어진 폴리머이다. "핵산"은 염기 변형된, 당 변형된 또는 백본 변형된 DNA  또는 RNA  분자와

같은, 변형된 핵산을 포함한다.

상기 DNA는 디옥시리보핵산(deoxyribonucleicacid)에 대한 약어이다. 이는 핵산 분자, 즉 뉴클레오타이드로 이[0062]

루어진 폴리머이다. 이들 뉴클레오타이드는 보통 디옥시-아데노신-모노포스페이트, 디옥시-티미딘-모노포스페이

트,  디옥시-구아노신-모노포스페이트 및 디옥시-시티딘-모노포스페이트 모노머이며, 당 (디옥시리보스),  염기

및 포스페이트로 이루어지고, 특유의 백본(backbone) 구조에 의해 중합된다. 백본 구조는 전형적으로 첫째 뉴클

레오타이드의 당 일부, 즉 디옥시리보스 및 둘째 포스페이트 일부, 인접한 모노머 사이의포스포디에스터 결합에

의해 형성된다. 모노머의 특정한 순서, 즉 당/포스페이트 백본에 연결된 염기들의 순서는 DNA 서열로 불린다.

DNA는 단일 가닥 또는 이중 가닥일 수 있다. 이중 가닥 형태에서 첫번째 가닥의 뉴클레오타이드는 전형적으로

두번째 가닥의 뉴클레오타이드와 혼성화하며, 예를 들어 A/T 염기쌍 및 G/C 염기쌍에 의한다.

상기 RNA는 예를 들어 mRNA를 포함한다. RNA는 보통 리보핵산의 약어이다. 이는 핵산 분자, 즉 뉴클레오타이드[0063]

로 이루어진 폴리머이다. 뉴클레오타이드는 보통 소위 백본을 통해 서로 연결된 아데노신-모노포스페이트, 우리

딘-모노포스페이트, 구아노신-모노포스페이트 및 시티딘-모노포스페이트 모노머이다. 백본은 첫번째로 당, 예를

들어 리보스 및 두번째로 인접 모노머, 포스페이트 일부 사이의 포스포디에스터 결합에 의해 형성된다. 모노머

들의 특이적인 연속은 RNA 서열로 불린다. 보통 RNA는 DNA 서열의 전사에 의해, 예를 들어 세포 내에서 얻어질

수 있다. 진핵 세포에서, 전사는 전형적으로 핵 또는 미토콘드리아 내에서 수행된다. 체내에서, DNA의 전사는
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보통 mRNA, 메신저 RNA로 가공될 수 있다. 예를 들어 진핵세포 내에서 RNA의 가공은 스플라이싱, 5'-캡핑, 폴리

아데닐화, 핵 또는 미토콘드리아 및 그와 유사한 것으로부터 배출과 같은 다른 다양한 전사후 변형을 포함한다.

메신저 RNA는 보통 특정한 펩타이드 또는 단백질의 아미노산 서열로 번역될 수 있는 뉴클레오타이드 서열을 제

공한다. 전형적으로, mRNA는 5'-캡, 5'UTR, 오픈 리딩 프레임 (ORF), 3'UTR 및 폴리(A) 서열을 포함한다. 메신

저 RNA를 제외하고, 전사 및/또는 번역의 조절에 포함될 수 있는 RNA의 몇몇 비코딩 형태가 존재한다.

발명의 효과

본 발명의 5‘ UTR 서열은 높은 번역효율을 나타내는 바, 각종 감염병을 예방하기 위한 mRNA 백신 및 각종 질병[0064]

치료를 위한 mRNA 치료제의 설계에 활용이 가능하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 후보 서열의 확인을 위한 방법을 나타낸 개요도이다.[0065]

도  2는  서로  다른  5’-UTR  서열을  갖는  IVT  mRNA의  단백질  발현  능력을  6시간에서  확인한  결과를  나타낸

도이다.

도 3은 서로 다른 5’-UTR 서열을 갖는 IVT mRNA의 단백질 발현 능력을 24시간에서 확인한 결과를 나타낸 도이

다.

도 4는 서로 다른 5’-UTR 서열을 갖는 IVT mRNA의 단백질 발현 능력을 48시간에서 확인한 결과를 나타낸 도이

다.

도 5는 서로 다른 5’-UTR 서열을 갖는 IVT mRNA의 단백질 발현 능력에 대해 6시간 및 24시간에서 P 값을 확인

한 도이다. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실험예 및 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명[0066]

을 보다 쉽게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 하기 실시예에 의해 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다. 

실험예 및 실시예[0068]

실시예 1. pDNA를 주형으로 IVT를 위한 DNA 주형 제조[0069]

모델 단백질 (Red fluorescent protein; dsRed)을 코딩하는 오픈 리딩 프레임 (open reading frame, ORF) 및[0070]

서로  다른  5'-UTR  서열을  포함하는  DNA  벡터를  주형으로  PCR을  수행하여  시험관  내  전사(in  vitro

transcription, IVT)를 위한 DNA 주형을 합성하였다. 정방향 프라이머(forward Primer, FP)는 T7 프로모터의

upstream에 부착하며, 역방향 프라이머(Reverse Primer, RP)는 3'-UTR 끝에 부착하며 poly(A) 꼬리 도입을 위

한 120-nt의 T를 포함한다.

본  실시예  및  실험예에서  사용된  프라이머  및  PCR  생산물(IVT를  위한  DNA  주형)의  서열을  하기  표  1에[0071]

나타냈다. 또한, 5'-UTR 서열은 하기 표 2에 나타냈다.
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표 1

이름[0072] 서열 정보 서열번호

BNT TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGGAATAAACTAGTATTCTTCTGGTCCC
CACAGACTCAGAGAGAACCCGCCACCATGGATAGCACTGAGAACGTCATCAAGCCCTTCATGCGC
TTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGG
CAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGCAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCG
CCTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGTACGTGAAGCACCCCGCCGAC
ATCCCCGACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGA
GGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACCTTCATCTACCACG
TGAAGTTCATCGGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACTCTGGGCTGG
GAGCCCTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACAAGGCGCT
GAAGCTGAAGGGCGGCGGCCACTACCTGGTGGAGTTCAAGTCAATCTACATGGCCAAGAAGCCCG
TGAAGCTGCCCGGCTACTACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTAC
ACCGTGGTGGAGCAGTACGAGCGCGCCGAGGCCCGCCACCACCTGTTCCAGTAGGCTGCCTTCTG
CGGGGCTTGCCTTCTGGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAAT
AAAGCCTGAGTAGGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAA

1

Mdn TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGGAAATAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAG
AAGAAATATAAGACCCCGGCGCCGCCACCATGGATAGCACTGAGAACGTCATCAAGCCCTTCATG
CGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGA
GGGCAAGCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGCAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCT
TCGCCTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGTACGTGAAGCACCCCGCC
GACATCCCCGACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTT
CGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACCTTCATCTACC
ACGTGAAGTTCATCGGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACTCTGGGC
TGGGAGCCCTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACAAGGC
GCTGAAGCTGAAGGGCGGCGGCCACTACCTGGTGGAGTTCAAGTCAATCTACATGGCCAAGAAGC
CCGTGAAGCTGCCCGGCTACTACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGAC
TACACCGTGGTGGAGCAGTACGAGCGCGCCGAGGCCCGCCACCACCTGTTCCAGTAGGCTGCCTT
CTGCGGGGCTTGCCTTCTGGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTG
AATAAAGCCTGAGTAGGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

2

9 to 1 TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAGTCCCTACGGCGCATAAGAGTTCCA
CATCTGACGAAGAACCACCATGGATAGCACTGAGAACGTCATCAAGCCCTTCATGCGCTTCAAGG
TGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCAAGCCC
TACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGCAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGA
CATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCG
ACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGC
GGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACCTTCATCTACCACGTGAAGTT
CATCGGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACTCTGGGCTGGGAGCCCT
CCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACAAGGCGCTGAAGCTG
AAGGGCGGCGGCCACTACCTGGTGGAGTTCAAGTCAATCTACATGGCCAAGAAGCCCGTGAAGCT
GCCCGGCTACTACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCGTGG
TGGAGCAGTACGAGCGCGCCGAGGCCCGCCACCACCTGTTCCAGTAGGCTGCCTTCTGCGGGGCT
TGCCTTCTGGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAAAGCCT
GAGTAGGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

3

1 to 25 TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGGGCATCACTTAAACAATATAACCATT
GACGGACAACGGTACCACCATGGATAGCACTGAGAACGTCATCAAGCCCTTCATGCGCTTCAAGG
TGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCAAGCCC
TACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGCAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGA
CATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCG
ACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGC
GGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACCTTCATCTACCACGTGAAGTT
CATCGGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACTCTGGGCTGGGAGCCCT
CCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACAAGGCGCTGAAGCTG
AAGGGCGGCGGCCACTACCTGGTGGAGTTCAAGTCAATCTACATGGCCAAGAAGCCCGTGAAGCT
GCCCGGCTACTACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCGTGG
TGGAGCAGTACGAGCGCGCCGAGGCCCGCCACCACCTGTTCCAGTAGGCTGCCTTCTGCGGGGCT
TGCCTTCTGGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAAAGCCT
GAGTAGGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

4
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147 to 105 TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGCTCTTATATTTCTTCTTACTCTTCTT
TTCTCTCTTATTTCCCACCATGGATAGCACTGAGAACGTCATCAAGCCCTTCATGCGCTTCAAGG
TGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCAAGCCC
TACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGCAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGA
CATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCG
ACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGC
GGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACCTTCATCTACCACGTGAAGTT
CATCGGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACTCTGGGCTGGGAGCCCT
CCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACAAGGCGCTGAAGCTG
AAGGGCGGCGGCCACTACCTGGTGGAGTTCAAGTCAATCTACATGGCCAAGAAGCCCGTGAAGCT
GCCCGGCTACTACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCGTGG
TGGAGCAGTACGAGCGCGCCGAGGCCCGCCACCACCTGTTCCAGTAGGCTGCCTTCTGCGGGGCT
TGCCTTCTGGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAAAGCCT
GAGTAGGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

5

Epoc40 TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGATAGTTTATAGATAATTTTTTATTTA
TTCTTTTAGAGGAGTATGGTAATAATGGATAGCACTGAGAACGTCATCAAGCCCTTCATGCGCTT
CAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCA
AGCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGCAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCC
TGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGTACGTGAAGCACCCCGCCGACAT
CCCCGACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGG
ACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACCTTCATCTACCACGTG
AAGTTCATCGGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACTCTGGGCTGGGA
GCCCTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACAAGGCGCTGA
AGCTGAAGGGCGGCGGCCACTACCTGGTGGAGTTCAAGTCAATCTACATGGCCAAGAAGCCCGTG
AAGCTGCCCGGCTACTACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACAC
CGTGGTGGAGCAGTACGAGCGCGCCGAGGCCCGCCACCACCTGTTCCAGTAGGCTGCCTTCTGCG
GGGCTTGCCTTCTGGCCATGCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAA
AGCCTGAGTAGGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAA

6

RFP-FP TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACG 7

RFP-RP TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTTCCTACTC
AGGCTTTATTCAAAGACCA

8

표 2

이름[0073] 서열 서열번호

9 to 1 AGTCCCTACGGCGCATAAGAGTTCCACATCTGACGAAGAACCACC 9

1 to 25 GGCATCACTTAAACAATATAACCATTGACGGACAACGGTACCACC 10

147  to
105

CTCTTATATTTCTTCTTACTCTTCTTTTCTCTCTTATTTCCCACC 11

Epoc40 ATAGTTTATAGATAATTTTTTATTTATTCTTTTAGAGGAGTATGGTAATA 12

BNT GAATAAACTAGTATTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCGCCACC 13

Mdn GAAATAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAGAAGAAATATAAGACCCCGGCGCCGCCACC 14

PCR은 TOPsimple PCR DryMIX-Forte(enzynomics, 한국)를 사용하여 수행하였고, 구체적인 PCR 조건은 하기 표 3[0074]

및 표 4와 같다. 증폭된 PCR 반응산물은 AccuPrep® PCR Purification Kit(Bioneer, 한국)를 사용하여 정제하

였다.
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표 3

[0075]

표 4

[0076]

실시예 2. DNA를 주형으로 IVT mRNA 제조[0078]

상기 실시예에서 제조한 DNA  주형을 사용해 시험관 내 전사(in  vitro  transcription,  IVT)를 수행하여 IVT[0079]

mRNA를  합성하였다.  구체적으로,  DNA  주형을 T7  RNA  중합효소,  rATP,  rCTP,  rGTP,  rUTP  및 캡 유사체(cap

analogue)와 혼합하고 37℃에서 2시간 동안 배양해 시험관 내 전사를 수행하였다. 반응이 끝나면 Turbo DNase I

를 1μl 추가하여 37℃에서 15분간 반응시켜 주형 DNA를 제거하고 합성된 mRNA만을 RNeasy Mini Kit(Qiagen,

USA)을 사용하여 정제하였다. 반응용액을 구성하는 모든 성분 및 용량, 농도는 하기 표 5와 같다. 이를 통해 합

성된 mRNA는 캡 유사체를 전사 반응에 첨가함으로써 생산된 5'-캡(5'-cap)을 5' 말단에 포함한다.
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표 5

[0080]

실험예 1. IVT mRNA의 단백질 발현 능력 평가[0082]

(1) 6시간 및 24시간[0083]

상기 실시예에서 제조한 서로 다른 5’-UTR 서열을 갖는 IVT mRNA의 단백질 발현 능력을 6시간 및 24시간에서[0084]

확인하였다.  구체적으로,  HEK  293T  세포를 96-웰  플레이트에 웰당 2.0  x  10
4
개로 시딩하고,  형질주입 시약

(Lipofectamine™ 2000, Invitrogen, USA)을 사용하여 세포를 100 ng mRNA/well 용량의 IVT mRNA로 형질주입

(transfection)시켰다. 형질주입 후 시간별 세포 내 RFP 발현 효율을 microplate reader를 사용하여 측정하였

다.

그 결과, Epoch 40 모델의 생성기로부터 생성된 5‘ UTR 서열이 Mdn와 BNT사의 서열보다 높은 발현효율을 보여[0085]

주었다. 구체적으로, Epoch 40과 비교하였을 때 P value 값은 6 시간(h)에서 BNT 0.0317, Mdn 0.0187, 24 시간

에서 BNT 0.0037, Mdn 0.0053으로 나타났다 (도 2 및 3 참조).

(2) 48시간[0086]

상기  실시예에서  제조한  서로  다른  5’-UTR  서열을  갖는  IVT  mRNA의  단백질  발현  능력을  48시간에서[0087]

확인하였다.  구체적으로,  HEK  293T  세포를 96-웰  플레이트에 웰당 1.0  x  10
4
개로 시딩하고,  형질주입 시약

(Lipofectamine™ 2000, Invitrogen, USA)을 사용하여 세포를 100 ng mRNA/well 용량의 IVT mRNA로 형질주입

(transfection)시켰다. 이때, aspiration 후 wash 하지 않고, lysis buffer 100ul를 이용하였다. 형질주입 후

시간별 세포 내 RFP 발현 효율을 microplate reader를 사용하여 측정하였다.

그 결과, Epoch 40 모델의 생성기로부터 생성된 5‘ UTR 서열이 Mdn와 BNT사의 서열과 유사한 정도의 발현을 보[0088]

여주었다. 이는  Epoch 40 모델의 생성기로부터 생성된 5‘ UTR 서열이 BNT 및 Mdn만큼 단백질 발현을 유지할

수 있음을 의미한다.

상기의 결과로부터 6시간, 24시간 및 48시간에서의 단백질 발현양을 종합적으로 고려하면, 본 발명의 Epoch 40[0090]

모델의 생성기로부터 생성된 5‘ UTR 서열을 포함하는 경우, 단백질 발현양이 높은 것을 확인할 수 있다. 이를

이용하여 각종 감염병 및 암 예방 백신과 치료제 설계에 활용할 수 있을 것으로 기대된다.
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도면1
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도면2

도면3
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			 ttggaccctcgtacagaagctaatacgactcactataggagtccctacggcgcataagagttccacatctgacgaagaaccaccatggatagcactgagaacgtcatcaagcccttcatgcgcttcaaggtgcacatggagggctccgtgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggcaagccctacgagggcacccagaccgccaagctgcaggtgaccaagggcggccccctgcccttcgcctgggacatcctgtccccccagttccagtacggctccaaggtgtacgtgaagcaccccgccgacatccccgactacaagaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggcgtggtgaccgtgacccaggactcctccctgcaggacggcaccttcatctaccacgtgaagttcatcggcgtgaacttcccctccgacggccccgtaatgcagaagaagactctgggctgggagccctccaccgagcgcctgtacccccgcgacggcgtgctgaagggcgagatccacaaggcgctgaagctgaagggcggcggccactacctggtggagttcaagtcaatctacatggccaagaagcccgtgaagctgcccggctactactacgtggactccaagctggacatcacctcccacaacgaggactacaccgtggtggagcagtacgagcgcgccgaggcccgccaccacctgttccagtaggctgccttctgcggggcttgccttctggccatgcccttcttctctcccttgcacctgtacctcttggtctttgaataaagcctgagtaggaagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
		
	
	 
		 
			 975
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..975
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ttggaccctcgtacagaagctaatacgactcactataggggcatcacttaaacaatataaccattgacggacaacggtaccaccatggatagcactgagaacgtcatcaagcccttcatgcgcttcaaggtgcacatggagggctccgtgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggcaagccctacgagggcacccagaccgccaagctgcaggtgaccaagggcggccccctgcccttcgcctgggacatcctgtccccccagttccagtacggctccaaggtgtacgtgaagcaccccgccgacatccccgactacaagaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggcgtggtgaccgtgacccaggactcctccctgcaggacggcaccttcatctaccacgtgaagttcatcggcgtgaacttcccctccgacggccccgtaatgcagaagaagactctgggctgggagccctccaccgagcgcctgtacccccgcgacggcgtgctgaagggcgagatccacaaggcgctgaagctgaagggcggcggccactacctggtggagttcaagtcaatctacatggccaagaagcccgtgaagctgcccggctactactacgtggactccaagctggacatcacctcccacaacgaggactacaccgtggtggagcagtacgagcgcgccgaggcccgccaccacctgttccagtaggctgccttctgcggggcttgccttctggccatgcccttcttctctcccttgcacctgtacctcttggtctttgaataaagcctgagtaggaagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
		
	
	 
		 
			 975
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..975
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ttggaccctcgtacagaagctaatacgactcactataggctcttatatttcttcttactcttcttttctctcttatttcccaccatggatagcactgagaacgtcatcaagcccttcatgcgcttcaaggtgcacatggagggctccgtgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggcaagccctacgagggcacccagaccgccaagctgcaggtgaccaagggcggccccctgcccttcgcctgggacatcctgtccccccagttccagtacggctccaaggtgtacgtgaagcaccccgccgacatccccgactacaagaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggcgtggtgaccgtgacccaggactcctccctgcaggacggcaccttcatctaccacgtgaagttcatcggcgtgaacttcccctccgacggccccgtaatgcagaagaagactctgggctgggagccctccaccgagcgcctgtacccccgcgacggcgtgctgaagggcgagatccacaaggcgctgaagctgaagggcggcggccactacctggtggagttcaagtcaatctacatggccaagaagcccgtgaagctgcccggctactactacgtggactccaagctggacatcacctcccacaacgaggactacaccgtggtggagcagtacgagcgcgccgaggcccgccaccacctgttccagtaggctgccttctgcggggcttgccttctggccatgcccttcttctctcccttgcacctgtacctcttggtctttgaataaagcctgagtaggaagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
		
	
	 
		 
			 980
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..980
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ttggaccctcgtacagaagctaatacgactcactataggatagtttatagataattttttatttattcttttagaggagtatggtaataatggatagcactgagaacgtcatcaagcccttcatgcgcttcaaggtgcacatggagggctccgtgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggcaagccctacgagggcacccagaccgccaagctgcaggtgaccaagggcggccccctgcccttcgcctgggacatcctgtccccccagttccagtacggctccaaggtgtacgtgaagcaccccgccgacatccccgactacaagaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggcgtggtgaccgtgacccaggactcctccctgcaggacggcaccttcatctaccacgtgaagttcatcggcgtgaacttcccctccgacggccccgtaatgcagaagaagactctgggctgggagccctccaccgagcgcctgtacccccgcgacggcgtgctgaagggcgagatccacaaggcgctgaagctgaagggcggcggccactacctggtggagttcaagtcaatctacatggccaagaagcccgtgaagctgcccggctactactacgtggactccaagctggacatcacctcccacaacgaggactacaccgtggtggagcagtacgagcgcgccgaggcccgccaccacctgttccagtaggctgccttctgcggggcttgccttctggccatgcccttcttctctcccttgcacctgtacctcttggtctttgaataaagcctgagtaggaagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
		
	
	 
		 
			 27
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..27
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ttggaccctcgtacagaagctaatacg
		
	
	 
		 
			 149
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..149
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttcttcctactcaggctttattcaaagacca
		
	
	 
		 
			 45
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..45
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agtccctacggcgcataagagttccacatctgacgaagaaccacc
		
	
	 
		 
			 45
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..45
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggcatcacttaaacaatataaccattgacggacaacggtaccacc
		
	
	 
		 
			 45
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..45
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctcttatatttcttcttactcttcttttctctcttatttcccacc
		
	
	 
		 
			 50
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..50
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atagtttatagataattttttatttattcttttagaggagtatggtaata
		
	
	 
		 
			 52
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..52
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 gaataaactagtattcttctggtccccacagactcagagagaacccgccacc
		
	
	 
		 
			 55
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..55
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 gaaataagagagaaaagaagagtaagaagaaatataagaccccggcgccgccacc
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