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(54) 발명의 명칭 알파헤르페스바이러스 프로모터 서열을 함유하는 재조합 핵산

(57) 요 약

숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 핵산(예를 들어, 벡터), 및 관련 방법이 제공된다. 재조합 핵

산은 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3, 서열번호 4, 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7, 서열번호 8 및 서

열번호 9로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터; 표적 유전자를

코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위; 및 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적어도 하나

의 비-프로모터 조절 요소를 포함한다.

공개특허 10-2021-0125014

- 1 -

공개특허 10-2021-0125014



(52) CPC특허분류

     C12N 2750/14143 (2013.01)
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵

산 서열을 포함하는 프로모터;

표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위; 및

숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소

를 포함하는,

숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터.

청구항 2 

제1항에 있어서,

벡터가 바이러스 벡터인 재조합 벡터.

청구항 3 

제2항에 있어서,

바이러스 벡터가 아데노-연관 바이러스(AAV) 벡터인 재조합 벡터.

청구항 4 

제1항에 있어서,

벡터가 비-바이러스 벡터인 재조합 벡터.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 포유동물 세포인 재조합 벡터.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 시험관내(in vitro) 뉴런 세포, 생체외(ex vivo) 뉴런 세포, 또는 둘 다를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 7 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 대상체의 뉴런 세포를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 8 

제7항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 일차 운동 영역, 이차 운동 영역, 일차 체성감각 영역, 보조 체성감각 영역, 시각 영역,

해마체, 선조체, 담창구, 시상, 시상하부, 중뇌 영역, 후뇌, 후각 영역 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합

벡터.

청구항 9 

제8항에 있어서,

공개특허 10-2021-0125014

- 3 -



중뇌 영역이 운동-관련 영역, 감각-관련 영역, 또는 둘 다를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 10 

제7항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 피질, 치상회, 선조체, 소뇌, 후구 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 11 

제6항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런, 미세아교 세포, 별아교세포, 또는 이의 조합을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 12 

제11항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 13 

제7항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 척수 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 14 

제13항에 있어서,

뉴런 세포가 척수의 후각 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 15 

제13항 또는 제14항에 있어서,

뉴런 세포가 요추 척수, 흉곽 척수, 경부 척수 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 16 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 방광 세포, 혈액 세포, 골세포, 내피 세포, 상피 세포, 지방 세포, 심장 세포, 장 세포, 신장

세포, 간 세포, 폐 세포, 근육 세포, 췌장 세포, 망막 세포, 성세포, 피부 세포, 비장 세포, 줄기 세포, 및 이

의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 재조합 벡터.

청구항 17 

제1항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 18 

제17항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을

포함하는 재조합 벡터.

청구항 19 

제1항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서,

적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소가 인핸서 요소를 포함하는 재조합 벡터.
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청구항 20 

제1항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서,

적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소가 유도인자 요소를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 21 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서,

선택가능한 마커 요소를 추가로 포함하는 재조합 벡터.

청구항 22 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항의 재조합 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 23 

표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선

택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는, 재조

합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 24 

제23항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 25 

제24항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을

포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 26 

제23항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서,

표적 유전자를 코딩하는 핵산이 4 킬로염기 초과를 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 27 

표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가 서열번호 1, 서열번호 2,

서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산을 포함하는 프로모터에

작동가능하게 연결되는, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 28 

제27항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 29 

제28항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열을 포함하는 재조합

폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 30 
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숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포 내로 도입되

는 단계를 포함하고,

이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며,

이때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 1, 서열번호

2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프

로모터에 작동가능하게 연결되는 것인,

숙주 세포에서 표적 유전자를 발현하는 방법.

청구항 31 

제30항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 32 

제31항에 있어서,

프로모터가 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을

포함하는 것인 방법.

청구항 33 

제30항 내지 제32항 중 어느 한 항에 있어서,

재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포와 재조합 폴리뉴클레오티드의 접촉시 형질도입에 의해 숙주 세포 내

로 도입되는 것인 방법.

청구항 34 

제30항 내지 제32항 중 어느 한 항에 있어서, 

재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포와 재조합 폴리뉴클레오티드의 접촉시 형질주입에 의해 숙주 세포 내

로 도입되는 것인 방법.

청구항 35 

제30항 내지 제34항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 포유동물 세포인 방법.

청구항 36 

제30항 내지 제35항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 시험관내 뉴런 세포, 생체외 뉴런 세포, 또는 둘 다를 포함하는 것인 방법.

청구항 37 

제30항 내지 제35항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 대상체의 뉴런 세포를 포함하는 것인 방법.

청구항 38 

제37항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 일차 운동 영역, 이차 운동 영역, 일차 체성감각 영역, 보조 체성감각 영역, 시각 영역,

해마체, 선조체, 담창구, 시상, 시상하부, 중뇌 영역, 후뇌, 후각 영역 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방

법.
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청구항 39 

제38항에 있어서,

중뇌 영역이 운동-관련 영역, 감각-관련 영역, 또는 둘 다를 포함하는 것인 방법.

청구항 40 

제37항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 피질, 치상회, 선조체, 소뇌, 후구 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 41 

제36항 내지 제40항 중 어느 한 항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런, 미세아교 세포, 별아교세포, 또는 이의 조합을 포함하는 것인 방법.

청구항 42 

제41항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런을 포함하는 것인 방법.

청구항 43 

제37항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 척수 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 44 

제43항에 있어서,

뉴런 세포가 척수의 후각 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 45 

제43항 또는 제44항에 있어서,

뉴런 세포가 요추 척수, 흉곽 척수, 경부 척수 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 46 

제30항 내지 제35항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 방광 세포, 혈액 세포, 골세포, 내피 세포, 상피 세포, 지방 세포, 심장 세포, 장 세포, 신장

세포, 간 세포, 폐 세포, 근육 세포, 췌장 세포, 망막 세포, 성세포, 피부 세포, 비장 세포, 줄기 세포, 및 이

의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 47 

서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵

산 서열을 포함하는 프로모터;

표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위; 및

숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소

를 포함하는,

숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터.

청구항 48 
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제47항에 있어서,

벡터가 바이러스 벡터인 재조합 벡터.

청구항 49 

제48항에 있어서,

바이러스 벡터가 아데노-연관 바이러스(AAV) 벡터인 재조합 벡터.

청구항 50 

제47항에 있어서,

벡터가 비-바이러스 벡터인 재조합 벡터.

청구항 51 

제47항 내지 제50항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 포유동물 세포인 재조합 벡터.

청구항 52 

제47항 내지 제51항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 시험관내 뉴런 세포, 생체외 뉴런 세포, 또는 둘 다를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 53 

제47항 내지 제51항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 대상체의 뉴런 세포를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 54 

제53항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 일차 운동 영역, 이차 운동 영역, 일차 체성감각 영역, 보조 체성감각 영역, 시각 영역,

해마체, 선조체, 담창구, 시상, 시상하부, 중뇌 영역, 후뇌, 후각 영역 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합

벡터.

청구항 55 

제54항에 있어서,

중뇌 영역이 운동-관련 영역, 감각-관련 영역, 또는 둘 다를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 56 

제53항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 피질, 치상회, 선조체, 소뇌, 후구 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 57 

제52항 내지 제56항 중 어느 한 항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런, 미세아교 세포, 별아교세포, 또는 이의 조합을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 58 

제57항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런을 포함하는 재조합 벡터.
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청구항 59 

제53항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 척수 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 60 

제59항에 있어서,

뉴런 세포가 척수의 후각 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 61 

제59항 또는 제60항에 있어서,

뉴런 세포가 요추 척수, 흉곽 척수, 경부 척수 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 62 

제47항 내지 제51항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 방광 세포, 혈액 세포, 골세포, 내피 세포, 상피 세포, 지방 세포, 심장 세포, 장 세포, 신장

세포, 간 세포, 폐 세포, 근육 세포, 췌장 세포, 망막 세포, 성세포, 피부 세포, 비장 세포, 줄기 세포, 및 이

의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 재조합 벡터.

청구항 63 

제47항 내지 제62항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 64 

제63항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을

포함하는 재조합 벡터.

청구항 65 

제47항 내지 제64항 중 어느 한 항에 있어서,

적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소가 인핸서 요소를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 66 

제47항 내지 제65항 중 어느 한 항에 있어서,

적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소가 유도인자 요소를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 67 

제47항 내지 제66항 중 어느 한 항에 있어서,

선택가능한 마커 요소를 추가로 포함하는 재조합 벡터.

청구항 68 

제47항 내지 제67항 중 어느 한 항의 재조합 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 69 

표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어
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진 군으부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게

연결되는, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 70 

제69항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 71 

제70항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을

포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 72 

제69항 내지 제71항 중 어느 한 항에 있어서,

표적 유전자를 코딩하는 핵산이 4 킬로염기 초과를 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 73 

표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가 서열번호 5, 서열번호 6,

서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산을 포함

하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 74 

제73항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 75 

제74항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을

포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 76 

숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포 내로 도입되

는 단계를 포함하고,

이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며,

이때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고 핵산이 서열번호 5, 서열번호

6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프

로모터에 작동가능하게 연결되는 것인,

숙주 세포에서 표적 유전자를 발현하는 방법.

청구항 77 

제76항에 있어서,

숙주 세포가 포유동물 세포인 방법.

청구항 78 
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제76항 또는 제77항에 있어서,

숙주 세포가 시험관내 뉴런 세포, 생체외 뉴런 세포, 또는 둘 다를 포함하는 것인 방법.

청구항 79 

제76항 또는 제77항에 있어서,

숙주 세포가 대상체의 뉴런 세포를 포함하는 것인 방법.

청구항 80 

제79항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 일차 운동 영역, 이차 운동 영역, 일차 체성감각 영역, 보조 체성감각 영역, 시각 영역,

해마체, 선조체, 담창구, 시상, 시상하부, 중뇌 영역, 후뇌, 후각 영역 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방

법.

청구항 81 

제80항에 있어서,

중뇌 영역이 운동-관련 영역, 감각-관련 영역, 또는 둘 다를 포함하는 것인 방법.

청구항 82 

제79항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 피질, 치상회, 선조체, 소뇌, 후구 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 83 

제78항 내지 제82항 중 어느 한 항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런, 미세아교 세포, 별아교세포, 또는 이의 조합을 포함하는 것인 방법.

청구항 84 

제83항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런을 포함하는 것인 방법.

청구항 85 

제79항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 척수 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 86 

제85항에 있어서,

뉴런 세포가 척수의 후각 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 87 

제85항 또는 제86항에 있어서,

뉴런 세포가 요추 척수, 흉곽 척수, 경부 척수 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 88 

제76항 또는 제77항에 있어서,

숙주 세포가 방광 세포, 혈액 세포, 골세포, 내피 세포, 상피 세포, 지방 세포, 심장 세포, 장 세포, 신장

세포, 간 세포, 폐 세포, 근육 세포, 췌장 세포, 망막 세포, 성세포, 피부 세포, 비장 세포, 줄기 세포, 및 이
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의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 89 

제76항 내지 제88항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과

적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 90 

제89항에 있어서,

프로모터가 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열을 포함하는 것인 방

법.

청구항 91 

제76항 내지 제90항 중 어느 한 항에 있어서,

재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포와 재조합 폴리뉴클레오티드의 접촉시 형질도입에 의해 숙주 세포 내

로 도입되는 것인 방법.

청구항 92 

제76항 내지 제90항 중 어느 한 항에 있어서, 

재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포와 재조합 폴리뉴클레오티드의 접촉시 형질주입에 의해 숙주 세포 내

로 도입되는 것인 방법.

청구항 93 

서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터;

표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위; 및

숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소

를 포함하는,

숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터.

청구항 94 

제93항에 있어서,

벡터가 바이러스 벡터인 재조합 벡터.

청구항 95 

제94항에 있어서,

바이러스 벡터가 아데노-연관 바이러스(AAV) 벡터인 재조합 벡터.

청구항 96 

제93항에 있어서,

벡터가 비-바이러스 벡터인 재조합 벡터.

청구항 97 

제93항 내지 제96항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 포유동물 세포인 재조합 벡터.
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청구항 98 

제93항 내지 제97항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 시험관내 뉴런 세포, 생체외 뉴런 세포, 또는 둘 다를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 99 

제93항 내지 제97항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 대상체의 뉴런 세포를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 100 

제99항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 일차 운동 영역, 이차 운동 영역, 일차 체성감각 영역, 보조 체성감각 영역, 시각 영역,

해마체, 선조체, 담창구, 시상, 시상하부, 중뇌 영역, 후뇌, 후각 영역 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합

벡터.

청구항 101 

제100항에 있어서,

중뇌 영역이 운동-관련 영역, 감각-관련 영역, 또는 둘 다를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 102 

제99항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 피질, 치상회, 선조체, 소뇌, 후구 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 103 

제98항 내지 제102항 중 어느 한 항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런, 미세아교 세포, 별아교세포, 또는 이의 조합을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 104 

제103항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 105 

제99항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 척수 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 106 

제105항에 있어서,

뉴런 세포가 척수의 후각 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 107 

제105항 또는 제106항에 있어서,

뉴런 세포가 요추 척수, 흉곽 척수, 경부 척수 또는 이의 조합 내에 상주하는 재조합 벡터.

청구항 108 

제93항 내지 제97항 중 어느 한 항에 있어서,
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숙주 세포가 방광 세포, 혈액 세포, 골세포, 내피 세포, 상피 세포, 지방 세포, 심장 세포, 장 세포, 신장

세포, 간 세포, 폐 세포, 근육 세포, 췌장 세포, 망막 세포, 성세포, 피부 세포, 비장 세포, 줄기 세포, 및 이

의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 재조합 벡터.

청구항 109 

제93항 내지 제108항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9의 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 110 

제109항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 111 

제93항 내지 제110항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 10, 서열번호 11, 서열번호 12, 또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함하는 재조합 벡

터.

청구항 112 

제93항 내지 제108항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 13-58로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산

서열을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 113 

제112항에 있어서,

프로모터가 서열번호 13-58로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 114 

제93항 내지 제113항 중 어느 한 항에 있어서,

적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소가 인핸서 요소를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 115 

제93항 내지 제114항 중 어느 한 항에 있어서,

적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소가 유도인자 요소를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 116 

제93항 내지 제115항 중 어느 한 항에 있어서,

선택가능한 마커 요소를 추가로 포함하는 재조합 벡터.

청구항 117 

제93항 내지 제116항 중 어느 한 항의 재조합 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 118 

표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포

함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 119 
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제118항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9의 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레

오티드 분자.

청구항 120 

제119항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9를 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 121 

제118항 내지 제120항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 10, 서열번호 11, 서열번호 12, 또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함하는 재조합 폴

리뉴클레오티드 분자.

청구항 122 

제118항에 있어서,

프로모터가 서열번호 13-58로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산

서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 123 

제118항 내지 제122항 중 어느 한 항에 있어서,

표적 유전자를 코딩하는 핵산이 4 킬로염기 초과를 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 124 

표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가 서열번호 9와 적어도 70%

서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 125 

제124항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9의 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레

오티드 분자.

청구항 126 

제125항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9를 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 127 

제124항 내지 제126항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 10, 서열번호 11, 서열번호 12, 또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함하는 재조합 폴

리뉴클레오티드 분자.

청구항 128 

제124항에 있어서,

프로모터가 서열번호 13-58로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산

서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자.

청구항 129 
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제128항에 있어서,

프로모터가 서열번호 13-58로 이루어진 군으로부터 선택되는 핵산 서열을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분

자.

청구항 130 

숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포 내로 도입되

는 단계를 포함하고,

이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며,

이때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고 핵산이 서열번호 9와 적어도

70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 것인,

숙주 세포에서 표적 유전자를 발현하는 방법.

청구항 131 

제130항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9의 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 132 

제131항에 있어서,

프로모터가 서열번호 9를 포함하는 것인 방법.

청구항 133 

제130항 내지 제132항 중 어느 한 항에 있어서,

프로모터가 서열번호 10,  서열번호 11,  서열번호 12,  또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함하는 것인

방법.

청구항 134 

제130항에 있어서,

프로모터가 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 90% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는

것인 방법.

청구항 135 

제134항에 있어서,

프로모터가 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 136 

제130항 내지 제135항 중 어느 한 항에 있어서,

재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포와 재조합 폴리뉴클레오티드의 접촉시 형질도입에 의해 숙주 세포 내

로 도입되는 것인 방법.

청구항 137 

제130항 내지 제135항 중 어느 한 항에 있어서, 

재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 숙주 세포와 재조합 폴리뉴클레오티드의 접촉시 형질주입에 의해 숙주 세포 내

로 도입되는 것인 방법.

청구항 138 
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제130항 내지 제137항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 포유동물 세포인 방법.

청구항 139 

제130항 내지 제138항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 시험관내 뉴런 세포, 생체외 뉴런 세포, 또는 둘 다를 포함하는 것인 방법.

청구항 140 

제130항 내지 제138항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 대상체의 뉴런 세포를 포함하는 것인 방법.

청구항 141 

제140항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 일차 운동 영역, 이차 운동 영역, 일차 체성감각 영역, 보조 체성감각 영역, 시각 영역,

해마체, 선조체, 담창구, 시상, 시상하부, 중뇌 영역, 후뇌, 후각 영역 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방

법.

청구항 142 

제141항에 있어서,

중뇌 영역이 운동-관련 영역, 감각-관련 영역, 또는 둘 다를 포함하는 것인 방법.

청구항 143 

제140항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 피질, 치상회, 선조체, 소뇌, 후구 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 144 

제140항 내지 제143항 중 어느 한 항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런, 미세아교 세포, 별아교세포, 또는 이의 조합을 포함하는 것인 방법.

청구항 145 

제144항에 있어서,

뉴런 세포가 뉴런을 포함하는 것인 방법.

청구항 146 

제140항에 있어서,

뉴런 세포가 대상체의 척수 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 147 

제146항에 있어서,

뉴런 세포가 척수의 후각 내에 상주하는 것인 방법.

청구항 148 

제146항 또는 제147항에 있어서,

뉴런 세포가 요추 척수, 흉곽 척수, 경부 척수 또는 이의 조합 내에 상주하는 것인 방법.
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청구항 149 

제130항 내지 제138항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포가 방광 세포, 혈액 세포, 골세포, 내피 세포, 상피 세포, 지방 세포, 심장 세포, 장 세포, 신장

세포, 간 세포, 폐 세포, 근육 세포, 췌장 세포, 망막 세포, 성세포, 피부 세포, 비장 세포, 줄기 세포, 및 이

의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

본 출원은 2019년 2월 5일자로 출원된 미국 가특허 출원 제62/801,524호, 및 2019년 12월 19일자로 출원된 미국[0002]

가특허 출원 제62/950,848호의 우선권의 이익을 주장한다. 상기 출원의 전체 교시는 본원에 참고로 포함된다.

배 경 기 술

배경[0003]

바이러스는 이의 숙주를 감염시키고 이의 복제 사이클의 일부로서 이의 유전자 물질을 숙주의 세포 내로 도입시[0004]

킨다. 이 유전자 물질은 바이러스의 요구에 제공하기 위해 신체의 정상적인 생산 기계를 장악함으로써 이들 바

이러스의 더 많은 복제물을 생산하기 위한 기본 "지시"를 함유한다. 숙주 세포는 이들 지시를 수행하고 바이러

스의 추가 복제물을 생산하여, 더욱 많은 숙주의 세포가 감염되게 야기할 것이다. 이와 같이, 바이러스는 세포

내에 치료 이득을 제공할 수 있는 유전자를 전달하기 위한 비히클로서 사용될 수 있다.

발명의 내용

요약[0005]

일 양태에서, 본 발명은 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70%[0006]

서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터; 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위;

및 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소를 포함하는, 숙주

세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도[0007]

70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터; 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝

부위;  및  숙주  세포에서  표적  유전자의  발현을  위해  요구되는  적어도  하나의  비-프로모터  조절  요소를

포함하는, 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터; 표적[0008]

유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위; 및 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적

어도 하나의 비-프로모터 조절 요소를 포함하는, 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터를 제공

한다.

일부 실시양태에서, 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소는 인핸서 요소를 포함한다. 일부 실시양태에서, 적어[0009]

도 하나의 비-프로모터 조절 요소는 유도인자 요소를 포함한다.

일부 실시양태에서, 재조합 벡터는 선택가능한 마커 요소를 추가로 포함한다.[0010]

일부  실시양태에서,  벡터는  바이러스  벡터이다.  특정  실시양태에서,  바이러스  벡터는  아데노-연관 바이러스[0011]

(AAV) 벡터이다.

일부 실시양태에서, 벡터는 비-바이러스 벡터이다.[0012]

일부 실시양태에서, 숙주 세포는 포유동물 세포이다. 일부 실시양태에서, 숙주 세포는 뉴런 세포이다. 일부 실[0013]

시양태에서, 숙주 세포는 비-뉴런 세포(예를 들어, 간 세포, 신장 세포, 망막 세포)이다.

다른 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 바와 같은 재조합 벡터를 포함하는 숙주 세포를 제공한다.[0014]
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일 양태에서, 본 발명은 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3, 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도[0015]

70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터를 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호

3, 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작

동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7, 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도[0016]

70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터를 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호

7, 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작

동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터를 포함[0017]

하는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다. 다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포

함하고, 핵산이 서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게

연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가[0018]

서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3, 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵

산을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가[0019]

서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7, 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵

산을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가[0020]

서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 재조합

폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분[0021]

자가 숙주 세포 내로 도입되는 단계를 포함하고, 이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며, 이

때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 1, 서열번호

2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프

로모터에 작동가능하게 연결되는 것인, 숙주 세포에서 표적 유전자를 발현하는 방법을 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분[0022]

자가 숙주 세포 내로 도입되는 단계를 포함하고, 이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며, 이

때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 5, 서열번호

6, 서열번호 7, 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프

로모터에 작동가능하게 연결되는 것인, 숙주 세포에서 표적 유전자를 발현하는 방법을 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분[0023]

자가 숙주 세포 내로 도입되는 단계를 포함하고, 이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며, 이

때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 9와 적어도

70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 것인, 숙주 세포에서 표적 유

전자를 발현하는 방법을 제공한다.

일부 실시양태에서, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자는 숙주 세포와 재조합 폴리뉴클레오티드의 접촉시 형질도입[0024]

에 의해 숙주 세포 내로 도입된다. 다른 양태에서, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자는 숙주 세포와 재조합 폴리뉴

클레오티드의 접촉시 형질주입에 의해 숙주 세포 내로 도입된다.

본원에 개시된 LAP 서열의 특징은 다음을 포함한다: i) EF1α, CAG, TH, CaMKIIa 등과 같은 유사한 프로모터와[0025]

비교하였을 때 작은 크기. 이는 제한된 유전자 페이로드(payload)를 갖는 AAV 벡터의 맥락에서 유리하다. ii)

전사를 억제하는 경향이 덜 있는 장기 발현. 본원에 개시된 LAP 서열은 트랜스유전자의 장기, 만성 전사를 달성

한다. 이는 치료 트랜스유전자가 환자/숙주의 수명 동안 발현될 필요가 있을 수 있는 유전자 요법에 특히 유용

하다.

공개특허 10-2021-0125014

- 19 -



도면의 간단한 설명

도면의 간단한 설명[0026]

특허 또는 출원 파일은 색으로 나타낸 적어도 하나의 도면을 포함한다. 유색 도면(들)을 갖는 이 특허 또는 특

허 출원 공보의 사본은 요청 및 필요한 수수료의 납부시 관청에 의해 제공될 것이다.

상기 것들은 유사한 참조 특징이 상이한 시점을 통틀어 동일한 부분을 지칭하는 첨부된 도면에 나타낸 바와 같

이, 다음의 예시적 실시양태의 더욱 구체적인 설명으로부터 명확해질 것이다. 도면은 반드시 축적에 맞춰진 것

은 아니며, 대신에 실시양태를 나타내는데 주안점을 둔다.

도 1a-1d는 PRV 잠복-연관 전사물 프로모터(LAP)의 특징화를 나타낸다. 도 1a는 902 염기 쌍(bp)의 PRV LAP,

및 498 bp의 서브-영역 LAP1(볼드체 및 밑줄), 404 bp의 LAP2(밑줄), 및 880 bp의 LAP1_2의 완전 뉴클레오티드

서열을 나타낸다. LAP1_2는 LAP1 및 LAP2 서열의 대부분을 포함하지만, LAP1의 첫번째 22 개 뉴클레오티드는 결

여되어 있다. 흑색 박스는 GC 박스: 특이성 단백질 1 및 3(Sp1 및 Sp3); CCAAT 박스: 핵 인자 Y(NF-Y); 및

TATA 박스: TATA-결합 단백질(TBP)을 포함한 전사 인자(TF)에 대한 컨센서스 서열을 나타낸다. 유색 박스는 TF:

1, 녹색: SRY-Box 10(SOX10); 2, 적색: cAMP 반응 요소-결합 단백질(CREB); 3, 청색: CCCTC-결합 인자(CTCF);

4, 갈색: 희소돌기신경교 전사 인자 2(Olig2); 5, 분홍색: 전사의 신호 변환인자 및 활성인자(STAT1)의 결합 모

티프 부위에 대한 좌표를 나타낸다. 도 1b는 LAP1, LAP2, LAP1_2 및 EF1α 프로모터로부터 mCherry 형광 리포터

를  전사하도록  설계된  4  개의  AAV의  플라스미드  맵을  나타낸다.  609  bp의  WPRE는  우드척  간염  바이러스

(woodchuck hepatitis virus) 전사후 인핸서 요소이다. 모든 AAV는 각각 479 bp 인간 성장 호르몬(hGH 폴리A)

폴리 아데닐화 서열, 및 141 bp의 측면 AAV2 역위 말단 반복부(ITR)를 함유한다. 벡터를 AAV-PhP.eB 혈청형 캡

시드 내로 패키징하였다. 인핸서-프로모터 요소 및 프로모터 서열의 총 크기는 AAV-LAP1: 1.87 Kb; AAV-LAP2:

1.77 Kb; AAV-LAP1_2: 2.25 Kb; 및 AAV-EF1α: 2.63 Kb이다. 도 1c는 래트 SCG 뉴런의 일차 배양액을 형질도입

하여, 90-일 시간-경과에 걸친 mCherry 발현을 정량화하기 위해 사용된 4 개의 AAV를 나타낸다. mCherry 발현의

상대 형광 강도를 3 x 10
11
 AAV 게놈으로 3, 5, 7, 9, 11, 14, 17, 21, 24, 28, 31, 34, 38, 41, 45, 49, 52,

59, 67, 73, 82, 및 90 감염 후 일(days post infection)(dpi)에서 측정하였다. 기준자 = 100 μm. 데이터는

평균 ± SEM; n = 그룹 당 3 SCG 배양액 접시로서 나타낸다. 도 1d는 LAP1-mCherry, LAP2-mCherry, LAP1_2-

mCherry, 또는 EF1α-mCherry로 AAV 형질도입 후 28 일에 SCG 세포 몸체에서 AAV-구동된 mCherry 발현을 나타

낸다.

도 2a-2p는 안정적인 장기 LAP-매개된 트랜스유전자 발현을 나타낸다. 도 2a는 AAV 투여 및 CNS 조직 처리의 전

신 경로의 도식적 다이어그램이다. AAV 벡터의 정맥내 투여를 마우스 안구뒤 부비강 내로의 편측 주사에 의해

수행하였다(4 x 10
11
 vg/마우스). 뇌 및 척수를 30 dpi 및 190 dpi에 수집하였다. 뇌의 우반구를 iDISCO+ 조직

세척 및 광-시트 현미경 분석을 위해 처리하였다. 뇌의 좌반구를 면역형광 및 공초점 현미경 분석을 위해 50 μ

m로  시상으로  절단하였다.  척수를  면역형광  및  공초점  현미경  분석을  위해  20  μm로  횡단면으로

슬라이싱하였다. 도 2b-2p는 30 dpi 및 190 dpi에 iDISCO+-세척된 조직 샘플에서 상이한 뇌 영역에 걸쳐 mm
3
 당

mCherry 양성 세포의 밀도를 정량화한다. 데이터는 평균 ± SEM; n = 그룹 당 2 마리 동물, 동물 당 5 내지 10

개 500 um 섹션으로서 나타낸다. 데이터를 비히클-주사된 대조군 둥물의 것에 대해 정규화하였다. 유의성을 스

튜던트  t-검정(Student's  t-test)(2  개  그룹만을  비교한  경우),  또는  분산  일원  분석(ANOVA)  후  본페로니

(Bonferroni) 사후 검정(2 개 초과 그룹을 비교한 경우)으로 결정하였다. < 0.05의 p 값은 통계학적으로 유의미

하였다(*p < 0.033; **p < 0.002; ***p < 0.001).

도 3a-3jd는 3 개 AAV-LAP 서열 전부가 안구뒤 주사 후 뇌에 걸친 광범위한 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다

는 것을 나타낸다. 시상 섹션의 대표적인 면역형광 이미지는 190  dpi에 AAV-LAP1(도 3a),  AAV-LAP2(도 3b),

AAV-LAP1_2(도  3c),  및  AAV-EF1α(도  3d)에  대한  항-mCherry  염색(녹색)의 전체-뇌  분포를  나타낸다.  Cx,

피질; Hip, 해마; MRN, 중뇌 망상핵; Cb, 소뇌; Thal, 시상; Pn, 뇌교; Hypo, 시상하부; Str, 선조체; OB, 후

구. 기준선 = 1mm. 대표적인 공초점 이미지는 30 dpi 및 190 dpi에 피질(도 3e), 치상회(도 3f), 선조체(도

3g) 및 소뇌(도 3h)에서의 항-mCherry 신호(녹색)를 나타낸다. 모든 이미지는 적층 공초점 섹션이다. 기준선 =

100 μm. 도 3ia-3id는 피질, 치상회, 선조체 및 소뇌에서 30 dpi 및 190 dpi에 AAV-LAP 서열 및 AAV-EF1α에

의해 구동되는 항-mCherry 신호의 간접 형광 강도를 정량화한다. 도 3ja-3jd는 피질, 치상회, 선조체 및 소뇌에

서 190 dpi에 면역조직화학(IHC)에 의해 픽셀
2
 당 mCherry 신호를 발현하는 세포의 수를 정량화한다. 데이터는
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평균 ± SEM; n = 2 마리 동물 및 동물 당 6 개 조직 섹션으로서 나타낸다. 데이터를 비히클-주사된 대조군 둥

물의 것에 대해 정규화하였다. 유의성을 스튜던트 t-검정(2 개 그룹만을 비교한 경우), 또는 분산 일원 분석

(ANOVA) 후 본페로니 사후 검정(2 개 초과 그룹을 비교한 경우)으로 결정하였다. < 0.05의 p 값은 통계학적으로

유의미하였다(*p < 0.033; **p < 0.002; ***p < 0.001).

도 4a-4ed는 LAP2가 뇌에서 안정적인 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. 대표적인 공초점 이

미지는 30 dpi 및 190 dpi에 피질(도 4a), 치상회(도 4b), 선조체(도 4c) 및 소뇌(도 4d)에서 AAV-LAP1, AAV-

LAP2, AAV-LAP1_2, 및 AAV-EF1α에 대한 천연 mCherry 형광(적색)을 나타낸다. 모든 이미지는 적층 공초점 섹

션이다. 기준선 = 100 μm. 도 4ea-4ed는 피질, 치상회, 선조체 및 소뇌에서 나타난 30 dpi 및 190 dpi에 AAV-

LAP 서열 및 AAV-EF1α에 의해 구동되는 천연 mCherry 신호의 직접 형광 강도를 정량화한다. 데이터는 평균 ±

SEM; n = 2 마리 동물 및 동물 당 6 개 조직 섹션으로서 나타낸다. 데이터를 비히클-주사된 대조군 둥물의 것에

대해 정규화하였다. 유의성을 스튜던트 t-검정(2 개 그룹만을 비교한 경우) 또는 분산 일원 분석(ANOVA) 후 본

페로니 사후 검정(2 개 초과 그룹을 비교한 경우)으로 결정하였다. < 0.05의 p 값은 통계학적으로 유의미하였다

(*p < 0.033; **p < 0.002; ***p < 0.001).

도 5a-5e는 AAV-LAP2가 CNS에서 장기 트랜스유전자 전사를 구동한다는 것을 나타낸다. mCherry mRNA의 존재를

mCherry(녹색)에 대해 특이적인 리보탐침을 사용하여 190  dpi에 뇌 조직에서 FISH에 의해 확인하였다. 핵을

DAPI로 대비염색하였다(청색). 도 5a-5e는 각각 피질, 치상회, 선조체, 소뇌 및 후구에서 AAV-LAP2 또는 AAV-

EF1α에 대한 20-μm 시상 뇌 슬라이스를 나타낸다. 패널 2 및 4는 각각 패널 1 및 3에 나타낸 영역(사각형)의

고배율 이미지를 나타낸다. 이미지는 적층 공초점 섹션이다. 기준선 = 100 μm.

도 6a-6f는 AAV-LAP 트랜스유전자 발현이 희소돌기신경교가 아닌 뉴런에서 주로 있다는 것을 나타낸다. 30 dpi

에 피질 또는 치상회에서 뉴런(도 6a 및 6b: 범-뉴런 마커 NeuN에 대해 녹색 표지) 또는 희소돌기신경교(도 6c

및 6d: 희소돌기신경교 마커 Olig2에 대해 녹색 표지)에서 AAV-매개된 mCherry 발현(적색)의 대표적인 공초점

이미지. 세포를 DAPI로 대비염색하였다(청색). NeuN 신호는 뉴런 세포 핵뿐 아니라, 세포질로 국소화될 수 있는

한편, Olig2 신호에 대한 염색은 대부분 핵이다. 화살표는 세포 마커와 mCherry 사이의 공동-표지를 나타낸다.

기준선 = 100 μm. 도 6e 및 6f는 각각의 프로모터에 대해 피질(Cx) 또는 치상회(DG)에서 뉴런(NeuN-양성) 또는

희소돌기신경교(Olig2-양성)에 상응하는 mCherry 표지된 세포의 비율을 정량화한다. 이미지는 적층 공초점 섹션

이다. 데이터는 평균 ± SEM; n = 2 마리 동물 및 동물 당 6 개 조직 섹션으로서 나타낸다.

도 7a-7d는 AAV-LAP 트랜스유전자 발현이 미세아교세포 및 별아교세포에서 검출되지 않는다는 것을 나타낸다.

30 dpi에 피질 및 치상회에서 항-mCherry 신호(적색), 미세아교세포(도 7a 및 7b: 녹색, Iba1-양성으로서 표지

됨), 별아교세포(도 7c 및 7d: 녹색, S100-양성으로서 표지됨)의 대표적인 공초점 면역형광 이미지. 별아교세포

및 미세아교세포에서 mCherry 사이의 공동-표지의 부재는 별(*)로 나타내어진다. 세포를 DAPI로 대비염색하였다

(청색). 이미지는 적층 공초점 섹션이다. 기준선 = 100 μm.

도 8a-8f는 LAP 서열이 척수에서 광범위한 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. 척수(요추 영

역)를 20 μm로 횡단 방식으로 절단하였다. AAV-LAP1, AAV-LAP2, AAV-LAP1_2 및 AAV-EF1α에 대한 천연 AAV-매

개된 mCherry 발현(적색, 패널 1 및 4), 범-뉴런 마커 NeuroTrace(녹색, 패널 2 및 5), 및 병합 신호(황색, 패

널 3 및 6)의 190 dpi의 대표적인 공초점 이미지. 이미지는 적층 공초점 섹션이다. DH: 후각; VH 전각. 고배율

이미지가 패널 4-6에 나타내어진다. 기준선 = 100 μm.

도 9a-9c는 LAP 서열이 돼지 신장 세포에서 효율적인 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. LAP1(도

9a), LAP2(도 9b) 또는 LAP1_2(도 9c)에 의해 구동되는 mCherry를 포함하는 리포터 플라스미드의 형질주입후 48

시간에 PK15 세포의 대표적인 이미지. 패널 1: 명시야(bright field); 패널 2: 형광; 패널 3: 병합. 기준선 =

50 μm.

도 10a 및 10b는 LAP2가 인간 신장 세포에서 효율적인 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. LAP2(도

10a) 또는 EF1α-프로모터(도 10b)에 의해 구동되는 mCherry를 포함하는 리포터 플라스미드의 형질주입 후 48

시간에 HEK-293 세포의 대표적인 이미지. 패널 1: 명시야; 패널 2: 형광; 패널 3: 병합. 기준선 = 50 μm.

도 11a 및 11b는 LAP2가 인간 간 세포에서 효율적인 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. LAP2(도

11a) 또는 EF1α-프로모터(도 11b)에 의해 구동되는 mCherry를 포함하는 리포터 플라스미드의 형질주입 후 48

시간에 HepG2 세포의 대표적인 이미지. 패널 1: 명시야; 패널 2: 형광; 패널 3: 병합. 기준선 = 50 μm.

도 12aa-12bd는 LAP2가 간에 걸쳐 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. AAV-LAP2(도 12aa-
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12ad) 또는 AAV-EF1α-벡터(도 12ba-12bd)의 정맥내 투여를 마우스 안구뒤 부비강 내로의 편측 주사에 의해 수

행하였다(4 x 10
11
 vg/마우스). 간을 190 dpi에 수집하고 IHC 및 공초점 현미경 분석을 위해 20 μm로 종단면으

로 절단하였다. 천연 mCherry  형광(도 12aa 및 12ba: 적색), 항-mCherry 면역염색(도 12ab 및 12bb: 녹색),

DAPI 핵 대비염색(도 12ac 및 12bc: 청색), 및 병합된 면역-형광 및 DAPI 이미지(도 12ad 및 12bd)의 대표적인

공초점 이미지. CV: 중심 정맥. 기준선 = 75 μm.

도 13aa-13bd는 LAP2가 마우스 신장에서 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. AAV-LAP2(도

13aa-13ad) 또는 AAV-EF1α-벡터(도 13ba-13bd)의 정맥내 투여를 마우스 안구뒤 부비강 내로의 편측 주사에 의

해 수행하였다(4 x 10
11
 vg/마우스). 신장을 190 dpi에 수집하고 IHC 및 공초점-현미경 분석을 위해 20 μm로

종단면으로 절단하였다. 대표적인 공초점 이미지는 천연 mCherry 형광(도 13aa 및 13ba: 적색), 항-mCherry 면

역염색(도 13ab 및 13bb: 녹색), DAPI 핵 대비염색(도 13ac 및 13bc: 청색), 및 병합된 면역-형광 및 DAPI 이

미지(도 13ad 및 13bd)를 나타낸다. AV: 궁상 혈관. 기준선 = 75 μm.

도 14aa-14bd는 LAP2가 마우스 망막에서 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다는 것을 나타낸다. AAV-LAP2(도

14aa-14ad) 또는 AAV-EF1α-벡터(도 14ba-14bd)의 정맥내 투여를 마우스 안구뒤 부비강 내로의 편측 주사에 의

해 수행하였다(4 x 10
11
 vg/마우스). 망막을 190 dpi에 수집하고 IHC 및 공초점-현미경 분석을 위해 20 μm로

횡단면으로 동결절단하였다. 대표적인 공초점 이미지는 천연 mCherry 형광(도 14aa 및 14ba: 적색), 항-mCherry

면역염색(도 14ab 및 14bb: 녹색), DAPI 핵 대비염색(도 14ac 및 14bc: 청색), 및 병합된 면역형광 및 DAPI 이

미지(도 14ad 및 14bd)를 나타낸다. GCL: 신경절-세포층; INL: 내핵층; ONL: 외핵층. 기준선 = 75 μm.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상세한 설명[0027]

예시적 실시양태의 설명이 뒤따른다.[0028]

본 발명의 몇몇 양태가 예시적 목적만을 위한 실시예를 참고하여 하기에 기재된다.  많은  구체적 상세내용,[0029]

관계, 및 방법은 본 발명의 완전한 이해를 제공하기 위해 기재된다는 것이 이해되어야 한다. 그러나, 관련 업계

의 통상의 기술자는 본 발명이 하나 이상의 구체적 상세내용 없이 실시될 수 있거나 다른 방법, 프로토콜,

시약, 세포주 및 동물로 실시될 수 있다는 것을 용이하게 인식할 것이다. 본 발명은 행동 또는 사건의 예시된

순서에 의해 제한되지 않으며, 이는 일부 행동이 다른 행동 또는 사건과 상이한 순서로 및/또는 이와 동시에 발

생할 수 있기 때문이다. 또한, 모든 예시된 행동, 단계 또는 사건이 본 발명에 따른 방법론을 실시하기 위해 요

구되는 것은 아니다. 본원에 기재되거나, 원용된 많은 기술 및 절차는 통상의 기술자에 의해 잘 이해될 것이며

보통 종래의 방법론을 사용하여 이용될 것이다.

달리 정의되지 않는 경우, 본원에 사용된 업계의 모든 용어, 표기법 및 다른 과학 용어 또는 전문용어는 본 발[0030]

명이 속하는 업계의 통상의 기술자에 의해 보통 이해되는 의미를 갖는 것으로 의도된다. 일부 경우에, 보통 이

해되는 의미를 갖는 용어가 명확성 및/또는 용이한 참고를 위해 본원에 정의되고, 본원의 이러한 정의의 포함은

당업계에서 일반적으로 이해되는 것에 대해 실질적인 차이를 나타내는 것으로 반드시 이해되어서는 안된다. 일

반적으로 사용된 사전에 정의된 것과 같은 용어는 관련 업계의 맥락에서 이들의 의미와 일치하는 의미를 갖고/

갖거나 이와 달리 본원에 정의된 바와 같이 해석되어야 한다는 것이 추가로 이해될 것이다.

본원에 사용된 전문용어는 구체적 실시양태를 설명하는 목적을 위한 것일 뿐이며 제한인 것으로 의도되지 않는[0031]

다. 본원에 사용된 바와 같이, 부정 관사 "a", "an" 및 "the"는 맥락이 명확하게 달리 나타내지 않는 경우, 복

수의 참고를 포함하는 것으로 이해되어야 한다.

본원에 사용된 바와 같이, "클로닝 부위"는 벡터 내로 뉴클레오티드 "표적 유전자" 또는 "관심 유전자"를 삽입[0032]

하게 하는 하나 이상의 고유한 제한 부위를 함유하는 벡터 내의 뉴클레오티드의 짧은 세그먼트를 지칭한다.

본원에 사용된 바와 같이, "프로모터"는 RNA 폴리머라아제가 결합하고 (예를 들어, 유전자의) 전사를 개시하는[0033]

DNA의 영역을 지칭한다.

본원에 사용된 바와 같이, "비-프로모터 조절 요소"는 재조합 벡터 내의 특정 유전자의 발현을 증가시키거나 감[0034]

소시킬  수  있는  핵산  분자의  비-프로모터  서열(들)을  지칭한다.  이러한  비-프로모터  조절  요소는,

비제한적으로, 예를 들어 인핸서 요소, 유도인자 요소, 침묵인자 요소, 5' 비번역 영역(UTR), 3'UTR, 종결인자

요소, CAAT 박스, CCAAT 박스, 프리브노우(Pribnow) 박스, SECIS 요소, 폴리아데닐화 신호, A-박스, Z-박스,
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C-박스, E-박스, G-박스, 및 Cis-조절 요소(CRE)를 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 어구 "작동가능하게 연결"은 핵산이 그것이 연결되는 요소(예를 들어, 프로모터)의[0035]

제어 하에 핵산의 발현을 가능하게 하는 방식으로 재조합 폴리뉴클레오티드, 예를 들어 벡터 내에 배치된다는

것을 의미한다.

본원에 사용된 바와 같이, "선택가능한 마커 요소"는 인공 선택을 위해 적합한 특성을 부여하는 요소이다. 본[0036]

발명에 유용한 선택가능한 마커 요소의 예는, 비제한적으로, 베타-락타마아제, 네오마이신 저항성 유전자, 트리

클로산 저항성을 부여하는 돌연변이체 Fabl 유전자, URA3 요소, 형광 유전자 생산물, 친화도 태그, 예컨대 GST,

His, CBP, MBP, 및 에피토프 태그, 예컨대 Myc HA, FLAG를 포함한다. 선택가능한 마커 요소는 음성 또는 양성

선택 마커일 수 있다.

다양한 실시양태에서, 본 발명은 관심 유전자의 장기-지속 전사를 아직 제공할 수 있는 크기가 작은 프로모터[0037]

서열을 함유하는 벡터, 예컨대 바이러스 벡터(예를 들어, 아데노-연관 바이러스 벡터(AAV))를 제공한다. 프로모

터 서열은 많은 일반적으로 사용되는 프로모터의 것에 비해 작은 크기를 갖고, 대부분의 조직 및 세포 유형에서

(예를 들어, 포유동물에서) 트랜스유전자의 전사를 구동할 수 있다. 본원에 개시된 프로모터 서열은 억제 또는

비활성화 경향이 덜 있어, 이들이 치료 트랜스유전자의 만성 발현을 요구하는 유전자 요법에 특히 유용하게 한

다.

일 양태에서, 본 발명은 관심 유전자를 발현하는 유전자 전달 벡터를 제공한다. 일부 실시양태에서, 유전자 전[0038]

달 벡터는 알파헤르페스바이러스 게놈의 게놈 영역으로부터, 예를 들어 가성광견병 바이러스로부터 유래된 프로

모터를  포함한다.  일부  실시양태에서,  프로모터는  알파헤르페스바이러스  게놈으로부터의  잠복-연관 프로모터

(LAP) 영역을 포함한다.

특별한 실시양태에서, 본 발명의 벡터에서 이용되는 LAP 영역은 서열번호 1(본원에서 LAP1로도 지칭됨), 서열번[0039]

호 2(본원에서 LAP2로도 지칭됨), 서열번호 3(본원에서 LAP1_2로도 지칭됨), 및 서열번호 4(표 1)로부터 선택된

다. LAP1_2(880 bp)는 LAP1(498 bp)의 476-bp 서열 및 완전 LAP2 서열(404 bp), 즉 탄뎀(tandem) 내이지만,

LAP1 서열의 첫번째 22 bp가 결여된 LAP1 및 LAP2를 포함한다. 서열번호 4(902 bp)는 서열번호 1 및 서열번호 2

의 완전 서열을 포함하고, 서열번호 3에 비해 22 bp 길다.

일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열[0040]

과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어

도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호

1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

이론에 구애됨 없이, 알파헤르페스바이러스 게놈으로부터의 LAP 영역의 특정 활성 부분 또는 단편은 다양한 세[0041]

포 및 조직 유형에서 트랜스유전자의 발현을 구동할 수 있는 것으로 여겨진다. 일부 실시양태에서, 본 발명에

사용되는 프로모터는 서열번호 9(표 1)와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 서열번호 9는

LAP2의 232-bp "코어" 서열로 구성되고 TATA 박스 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9

와 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는

적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9를 포함한다.

이론에 구애됨 없이, 서열번호 10, 서열번호 11, 및/또는 서열번호 12(표 1)를 추가로 포함하는 LAP 서열은 개[0042]

선된 전사 성능을 가질 수 있다. 따라서, 일부 실시양태에서, 프로모터는 예를 들어, 서열번호 9의 5' 또는 3'

에서 서열번호 10, 서열번호 11, 서열번호 12, 또는 이의 조합을 추가로 포함한다. 서열번호 10("CTCF" 모티

프)은 헤르페스 바이러스 유전자 발현의 후성적 조절, 염색질 리모델링 및 전사 인자 및 단백질의 모집에 관여

하는 것으로 나타났다(Lang et al., 2017, Lee et al., 2018). 서열번호 11("업스트림 안정제를 갖는 대안적

CTCF" 모티프)은 대안적 CTCF 모티프를 안정화시키고 4 개 초과의 아연 집게(zinc finger) 도메인의 결합을 용

이하게 하는 것으로 나타났다(Zimmerman et al., 2018). 서열번호 12("핵 전사 인자 Y(NF-Y)" 모티프)는 몇몇

진핵생물의 프로모터 영역 내에 위치한 CAAT 박스에 결합하는 전사 인자에 의해 인식된다(Chikhirzhina et al.,

2008; Fleming et al., 2013).
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[0052]

일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 13-58(표 1)로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적[0053]

어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열

동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서

열을 포함한다.

본원에 개시된 LAP 서열을 포함하는 벡터는 유전자 전달(예를 들어, 포유동물, 예컨대 인간에서) 및 기본 및 번[0054]

역 연구를 위해 사용될 수 있다. 숙주 세포는 배양된 세포(즉, 시험관내(in vitro))일 수 있거나 대상체 내에

(예를 들어, 동물 모델 내에(즉, 생체내(in vivo))) 상주할 수 있다.

일부 실시양태에서, 벡터는 렌티바이러스 유전자 전달 벡터, 레트로바이러스 유전자 전달 벡터, 또는 아데노바[0055]

이러스 유전자 전달 벡터이다. 본원에 기재된 LAP 서열의 하나의 이점은 이들이 바이러스 벡터에서 다른 일반적

으로 사용되는 프로모터에 비해 상당히 작은 크기를 가져, 상이한 세포 유형에서 아직 연장된 전사를 지속할 수

있다는 것이다.

DNA 페이로드 용량이 벡터에서 고도로 제한된다는 것을 고려하면, 비교적 작은 LAP 영역이 유리할 수 있다. 예[0056]

를 들어, AAV 벡터의 패키징 용량 또는 페이로드는 대략 5,000 bp의 최대 크기로 제한된다. 일부 실시양태에서,

본 발명의 벡터에 이용되는 LAP 영역은 약 200 bp 내지 약 410 bp 길이, 예를 들어 약 220-410 bp, 약 220-400

공개특허 10-2021-0125014

- 33 -



bp, 약 240-400 bp, 약 240-380 bp, 약 260-380 bp, 약 260-360 bp, 약 280-360 bp, 약 280-340 bp, 약 300-

340 bp, 또는 약 320-340 bp 길이이다.

특별한 실시양태에서, 본 발명의 프로모터 서열은 트랜스유전자의 강한 장기 발현이 배양액 내, 동물 내 또는[0057]

인간 내의 세포에서 요구될 때 사용될 수 있다. 프로모터는 게놈 공간 제약이 있지만, 장기-지속 프로모터 전사

활성이 필요한 상황에서 유용하다. AAV는 인간 유전자 요법을 위해 특히 유용하며; 예컨대, 본 발명의 LAP 서열

은 AAV와 이용될 때 유전자 요법 적용을 제공한다.

일부 실시양태에서, 관심 유전자는 시험관내에서 적어도 약 30 일, 약 60 일, 약 90 일, 약 120 일, 약 150, 약[0058]

180 일, 또는 약 190 일 동안 본원에 제공된 LAP 서열의 제어 하에 발현된다. 일부 실시양태에서, 관심 유전자

는 생체내에서(예를 들어, 뇌와 같은 조직에서) 적어도 약 30 일, 약 60 일, 약 90 일, 약 120 일, 약 150, 약

180 일, 또는 약 190 일 동안 본원에 제공된 LAP 서열의 제어 하에 발현된다. 일부 실시양태에서, 관심 유전자

는 생체외에서(ex vivo)(예를 들어, 뉴런과 같은 배양된 세포에서) 적어도 약 적어도 약 30 일, 약 60 일, 약

90 일, 약 120 일, 약 150, 약 180 일, 또는 약 190 일 동안 본원에 제공된 LAP 서열의 제어 하에 발현된다.

일 양태에서, 본 발명은 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70%[0059]

서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터; 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위;

및 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소를 포함하는, 숙주

세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터를 제공한다.

일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열[0060]

과 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어

도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을

포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는

핵산 서열을 포함한다.

본원에 기재된 LAP 서열은 다양한 유전자 발현 벡터, 예컨대 플라스미드, 박테리아 인공 염색체(BAC), 코스미드[0061]

또는 다른 비-바이러스 또는 바이러스 시스템에서 사용되어, 트랜스유전자(들)를 발현할 수 있다.

일부  실시양태에서,  벡터는  바이러스  벡터이다.  일부  실시양태에서,  바이러스  벡터는  아데노-연관 바이러스[0062]

(AAV) 벡터이다. 본 발명에 의해 이용될 수 있는 바이러스 벡터의 비-제한적인 예는, 비제한적으로, 레트로바이

러스 벡터, 헤르페스 바이러스 벡터, 아데노바이러스 벡터, 렌티바이러스 벡터, 광견병 바이러스 벡터, 렌티바

이러스  벡터,  VSV  벡터,  백시니아  바이러스  벡터,  레오바이러스  벡터,  샘리키삼림열  바이러스,  황열병

바이러스, 및 신드비스 바이러스 벡터를 포함한 DNA 또는 RNA 바이러스 벡터를 포함한다.

일부 실시양태에서, 벡터는 비-바이러스 벡터이다. 비-바이러스 벡터는 플라스미드 DNA, 리포솜-DNA 복합체(리[0063]

포플렉스(lipoplex)), 및 중합체-DNA 복합체(폴리플렉스(polyplex))일 수 있다. 비-바이러스 벡터는 플라스미드

RNA, 리포솜-RNA 복합체(리포플렉스), 및 중합체-RNA 복합체(폴리플렉스)일 수 있다. 올리고뉴클레오티드 및 이

의 유사체는 단독으로 또는 복합체로, 비-바이러스 벡터-매개된 유전자 전달 구축물일 수 있다.

본원에 제공된 벡터(예를 들어, 바이러스 벡터)는 예를 들어, (예를 들어, 신경계의) 후천성 또는 유전성 질환[0064]

을 치료하기 위한 유전자 요법에서 동물 모델 및 인간의 기관 또는 조직에서 치료 트랜스유전자를 발현하기 위

해 사용될 수 있다.

본원에 개시된 LAP 서열은 가성광견병 바이러스(PRV)의 게놈으로부터 유래되었다. PRV는 다양한 동물을 감염시[0065]

킬 수 있는 알파헤르페스바이러스이다. 천연 숙주는 성체 돼지이지만, PRV는 소, 양, 개, 새, 고양이, 염소, 라

쿤, 닭, 스컹크, 포섬, 기니피그, 말, 토끼, 래트, 마우스 및 비인간 영장류를 포함한 광범위한 척추동물을 감

염시킬 수 있다(Pomeranz et al., 2005). 배양된 인간 세포는 또한 PRV 감염에 민감하고 인간에서 인수공통감염

PRV 감염이 보고되었다(Wong et al., 2019).

PRV는 몇몇 상이한 동물 종을 감염시킬 수 있는 것 이외에, 범친화성 바이러스이기도 하다. 이는 감염된 숙주의[0066]

대부분의 조직 및 기관이 PRV  감염에 민감하고 허용성일 수 있다는 것을 의미한다(Blanchard et  al.,  2006;

Boldogkoi et al., 2000; Fan et al., 2019; Gasparini et al., 2019; Pomeranz et al., 2005). 따라서, LAP

서열은 다양한 세포 및 조직 유형에서 유전자 요법을 위해 잠재적으로 사용될 수 있다.

다른 양태에서, 본 발명은 본원에 기재된 바와 같은 재조합 벡터를 포함하는 숙주 세포를 제공한다. 일부 실시[0067]

양태에서, 숙주 세포는 포유동물 세포(예를 들어, 뉴런 세포)이다. 다른 실시양태에서, 숙주 세포는 조류 세포,
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어류 세포,  양서류 세포,  및  파충류 세포로부터 선택된다.  일부  실시양태에서,  숙주 세포는 시험관내 뉴런

세포, 생체외 뉴런 세포, 또는 둘 다를 포함한다. 일부 실시양태에서, 숙주 세포는 대상체의 뉴런 세포를 포함

한다. 일부 실시양태에서, 뉴런 세포는 대상체의 일차 운동 영역, 이차 운동 영역, 일차 체성감각 영역, 보조

체성감각 영역, 시각 영역, 해마체, 선조체, 담창구, 시상, 시상하부, 중뇌 영역, 후뇌, 후각 영역 또는 이의

조합  내에  상주한다.  일부  실시양태에서,  중뇌  영역은  운동-관련  영역,  감각-관련  영역,  또는  둘  다를

포함한다. 일부 실시양태에서, 뉴런 세포는 대상체의 피질, 치상회, 선조체, 소뇌, 후구 또는 이의 조합 내에

상주한다. 일부 실시양태에서, 뉴런 세포는 뉴런, 미세아교 세포, 별아교세포, 또는 이의 조합을 포함한다. 일

부 실시양태에서, 뉴런 세포는 뉴런을 포함한다.

일부 실시양태에서, 숙주 세포는 방광 세포, 혈액 세포, 골세포, 내피 세포, 상피 세포, 지방 세포, 심장 세포,[0068]

장 세포, 위 세포, 신장 세포, 간 세포, 폐 세포, 근육 세포, 췌장 세포, 망막 세포, 성세포, 피부 세포, 비장

세포, 줄기 세포, 및 이의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된다. 일부 실시양태에서, 숙주 세포는 암 세포이

다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호[0069]

3, 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작

동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1,

서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어

도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포

함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵

산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 표적 유전자를 코딩하는 핵산은 약 4 kb 초과를 포함한다.

추가 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가[0070]

서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3, 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵

산을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다. 일부 실시양태에

서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 75%,

적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열

동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및

서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

다른 양태에서, 본 발명은 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열과 적[0071]

어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터; 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클

로닝 부위; 및 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소를 포

함하는, 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터를 제공한다. 서열번호 5는 에퀸 헤르페스 바이

러스의 LAP 서열을 포함하고; 서열번호 6은 소 헤르페스 바이러스의 LAP 서열을 포함하고; 서열번호 7은 수두

대상포진 바이러스의 LAP 서열을 포함하고; 서열번호 8은 마카신 헤르페스바이러스 1의 LAP 서열을 포함한다(표

1). 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵산

서열과 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%

또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 5, 서열

번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호[0072]

7, 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작

동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 5,

서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어

도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포

함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵

산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 표적 유전자를 코딩하는 핵산은 약 4 kb 초과를 포함한다.

추가 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가[0073]

서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7, 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵

산을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다. 일부 실시양태에

서, 프로모터는 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 75%,

적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열
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동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및

서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

다른 양태에서, 본 발명은 서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터; 표적[0074]

유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위; 및 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위해 요구되는 적

어도 하나의 비-프로모터 조절 요소를 포함하는, 숙주 세포에서 표적 유전자의 발현을 위한 재조합 벡터를 제공

한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9와 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도

95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실

시양태에서, 프로모터는 서열번호 9를 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 10, 서열번호 11, 서

열번호 12, 또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 13-58로

부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도

96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서,

프로모터는 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 적어도 하나의 비-프로모터 조절 요소는 인핸서 요소를 포함한다. 일부 실시양태에서, 적어[0075]

도 하나의 비-프로모터 조절 요소는 유도인자 요소를 포함한다. 일부 실시양태에서, 재조합 벡터는 선택가능한

마커 요소를 추가로 포함한다.

다른 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 9와 적어도 70% 서열 동[0076]

일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 재조합 폴리뉴클레오티드 분자를 제공한

다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9와 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도

95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실

시양태에서, 프로모터는 서열번호 9를 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 10, 서열번호 11, 서

열번호 12, 또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 13-58로

부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도

96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서,

프로모터는 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 표적 유전자를 코딩하는

핵산은 약 4 kb 초과를 포함한다.

추가 양태에서, 본 발명은 표적 유전자를 코딩하는 핵산의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함하고, 클로닝 부위가[0077]

서열번호 9와 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 재조합

폴리뉴클레오티드 분자를 제공한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9와 적어도 75%, 적어도 80%, 적

어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는

핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9를 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는

서열번호 10, 서열번호 11, 서열번호 12, 또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함한다. 일부 실시양태에서,

프로모터는 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적

어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을

포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

다른 양태에서, 본 발명은 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분[0078]

자가 숙주 세포 내로 도입되는 단계를 포함하고, 이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며, 이

때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 1, 서열번호

2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프

로모터에 작동가능하게 연결되는 것인, 숙주 세포에서 표적 유전자를 발현하는 방법을 제공한다. 일부 실시양태

에서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및 서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 75%,

적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열

동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3 및

서열번호 4로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

다른 양태에서, 본 발명은 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분[0079]

자가 숙주 세포 내로 도입되는 단계를 포함하고, 이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며, 이

때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 5, 서열번호

6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 서열과 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프

로모터에 작동가능하게 연결되는 것인, 숙주 세포에서 표적 유전자를 발현하는 방법을 제공한다. 일부 실시양태
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에서, 프로모터는 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및 서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 75%,

적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열

동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7 및

서열번호 8로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

다른 양태에서, 본 발명은 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드 분자와 접촉시켜 재조합 폴리뉴클레오티드 분[0080]

자가 숙주 세포 내로 도입되는 단계를 포함하고, 이에 의해 표적 유전자의 발현이 숙주 세포에서 발생하며, 이

때, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자가 표적 유전자를 코딩하는 핵산을 포함하고, 핵산이 서열번호 9와 적어도

70% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함하는 프로모터에 작동가능하게 연결되는 것인, 숙주 세포에서 표적 유

전자를 발현하는 방법을 제공한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9와 적어도 75%, 적어도 80%, 적어

도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵

산 서열을 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 9를 포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는

서열번호 10, 서열번호 11, 서열번호 12, 또는 이의 조합의 핵산 서열을 추가로 포함한다. 일부 실시양태에서,

프로모터는 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적

어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 핵산 서열을

포함한다. 일부 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 13-58로부터 선택되는 핵산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 뉴런 세포는 대상체의 척수 내에 상주한다. 일부 실시양태에서, 뉴런 세포는 척수의 후각[0081]

내에 상주한다. 일부 실시양태에서, 뉴런 세포는 요추 척수, 흉곽 척수, 경부 척수 또는 이의 조합 내에 상주한

다.

일부 실시양태에서, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자는 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드와 접촉시 형질도입[0082]

(예를 들어, 바이러스 벡터에 의한 감염)에 의해 숙주 세포 내로 도입된다. 다른 양태에서, 재조합 폴리뉴클레

오티드 분자는 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드와 접촉시 형질주입에 의해 숙주 세포 내로 도입된다. 다른

양태에서, 재조합 폴리뉴클레오티드 분자는 숙주 세포를 재조합 폴리뉴클레오티드와 접촉시 전기천공에 의해 숙

주 세포 내로 도입된다.

재조합 아데노-연관 바이러스 벡터(AAV)는 중추 신경계(CNS)의 연결성 및 기능을 정의하기 위한 필수적인 신경[0083]

과학 도구이다. 또한, AAV는 유전성 및 후천성 CNS 질환을 치료하기 위해 유전자 요법 벡터로서 사용된다. 이의

안전성 및 광범위한 향성에도 불구하고, 제한된 페이로드 용량 및 CNS에서 장기 범-뉴런 트랜스유전자 발현을

제공하는 소형 유전자 프로모터의 결여와 같은 중요한 이슈가 교정될 필요가 있다. 보통 사용되는 유전자 프로

모터는 비교적 크고 바이러스 CNS 형질도입 후 수개월 억제될 수 있어, 단일-용량 유전자 요법 적용의 장기 성

능을 위험하게 할 수 있다.

트랜스유전자 발현을 최적화하기 위한 캡시드 조작 및 새로운 유전자 프로모터를 포함한 재조합 AAV에 대한 최[0084]

근의 개선은 유전자 요법 적용을 상당히 개선시켰다(Mak, Rajapaksha  et  al.  2017; Hudry and Vandenberghe

2019; Ogden, Kelsic et al. 2019). AAV 벡터는 이의 안전성, 혈청형-의존적인 광범위한 향성 및 형질도입 효

율성을 고려하여 신경과학 및 임상 적용에서 광범위하게 사용된다(Aschauer, Kreuz et al. 2013; Samulski and

Muzyczka 2014; Mak, Rajapaksha et al. 2017). 말초 혈관 투여 후 마우스 혈액-뇌 장벽(BBB)을 침투하고 뇌

및 척수 둘 다에서 뉴런을 광범위하게 형질도입하는 향상된 능력을 갖는 AAV-9 변이체 PHP.eB(Chan, Jang et

al. 2017)는 최근 캡시드 개선의 하나의 예이다(Dayton, Grames et al. 2018). 재조합 AAV의 주요 제한은 단지

~ 4.9 kb의 제한된 페이로드 용량을 갖는 이의 작은 캡시드이다(Russell and Hirata 1998). 따라서, 강하고 오

래가는 전사를 지속하는 짧은 프로모터 서열의 발견은 하나의 바이러스 용량으로 트랜스유전자 페이로드를 확장

하고 만성 치료 효과를 달성하기 위해 중요하다.

몇몇 강한 프로모터, 예컨대 뉴런-특이적 엔올라아제(NSE, 1800 bp)(Peel, Zolotukhin et al. 1997; Delzor,[0085]

Dufour et al. 2012), 칼슘/칼모듈린-의존성 단백질 키나아제 II 알파(CaMKIIa, 1300 bp)(Sohal, Zhang et al.

2009) 및 인간 연장 인자 1 알파(EF1α, 1264 bp)(Sohal, Zhang et al. 2009; Qin, Zhang et al. 2010)가 전신

AAV  전달에  사용되어  왔다(Bedbrook,  Deverman  et  al.  2018).  그러나,  상당한 크기의 이들 프로모터 서열

(Bedbrook, Deverman et al. 2018)은 대형 치료 트랜스유전자 또는 다수의 소형 트랜스유전자의 사용을 제한한

다. 또한, 짧은 프로모터, 예컨대 인간 거대세포바이러스 즉시-초기 인핸서 및 프로모터(CMV, 600 bp)(Gray,

Foti et al. 2011) 또는 절단된 버전의 인간 시냅신 프로모터(hSyn, 468 bp)(Jackson, Dayton et al. 2016)는

유전자 전사 및 발현을 구동하기에 상당히 약하였고, 일부 경우에 전달 후 수주만에 완전히 억제되거나 비활성

화된다(Brooks, Harkins  et  al.  2004;  Nathanson,  Jappelli  et  al.  2009;  Qin,  Zhang  et  al.  2010;  Back,
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Dossat  et  al.  2019).  유사하게는,  소형  유비쿼터스  프로모터  유사  베타  글루쿠로니다아제(GUSB,  378

bp)(Husain, Passini et al. 2009) 또는 유비퀴틴 C(UBC, 403 bp)(Qin, Zhang et al. 2010; Powell, Rivera-

Soto et al. 2015)는 약한 전사 수준을 나타냈다.

헤르페스바이러스  가성광견병  바이러스(PRV)의  게놈으로부터  얻어진  소위  LAP1(498  bp),  LAP2(404  bp)  및[0086]

LAP1_2(880 bp)인 3 개의 알파헤르페스바이러스 잠복-연관 프로모터(LAP)가 본원에 기재되고 입증된다. 패밀리

헤르페스비리데(Herpesviridae)의 알파헤르페스비리데(Alphaherpesvirinae) 서브패밀리는 소 헤르페스 바이러스

-1(BHV-1), 수두-대상포진 바이러스(VZV), 단순 헤르페스 바이러스(HSV) 및 PRV를 포함한다. 이들 바이러스는

상이한 포유동물 숙주의 감각 신경절에서 게놈 조직을 공유하고 잠복 감염을 수립한다(Koyuncu, Hogue et al.

2013).

PRV의 LAP 영역은 2 개의 독립 프로모터인 LAP1 및 LAP2를 포함한다(Cheung 1989; Cheung and Smith 1999; Jin[0087]

and Scherba 1999; Jin, Schnitzlein et al. 2000)(도 1a). PRV LAP1은 제1 TATA 박스의 업스트림에 2 개의 GC

박스 및 3  개의 CAAT  박스를 함유한다. PRV  LAP2는 제2 TATA  박스 전에 2 개의 GC 박스를 함유한다(Cheung

1989; Jin and Scherba 1999; Taharaguchi, Kobayashi et al. 2002). LAP에 존재하는 컨센서스 프로모터 요소

에 대한 상이한 전사 인자(TF)의 결합은 잠복 감염 동안 뉴클레오솜 침묵으로부터의 회피를 용이하게 할 수 있

다는 것이 제안되어 왔다(Deshmane and Fraser 1989; Leib, Bogard et al. 1989; Devi-Rao, Goodart et al.

1991; Jin, Schnitzlein et al. 2000; Ono, Tomioka et al. 2007). 트랜스유전자 마우스주에서, PRV LAP 촉진

된 전사는 PRV 감염의 부재 하에서 뉴런-특이적이다(Taharaguchi, Yoshino et al. 2003). 그러나, 일시적 발현

분석에서, PRV LAP1 및 LAP2는 배양된 뉴런 세포뿐 아니라, 비-뉴런 세포 둘 다에서 전사를 촉진한다(Cheung

and Smith 1999; Taharaguchi, Kobayashi et al. 2002). 또한, 탄뎀 LAP1 및 LAP2 서열의 활성은 LAP1 또는

LAP2 단독과 비교하여 상당히 증가된다(Cheung and Smith 1999).

본원에서, AAV-PHP.eB의 안구뒤 전신 전달, iDisco+ 조직-세척 및 광-시트 현미경을 기초로 한 전체-CNS 스크리[0088]

닝 접근법을 사용하여, 헤르페스바이러스 가성광견병 바이러스(PRV)로부터의 3 개의 소형 잠복-연관 프로모터

(LAP)를 확인하였다. 이들 프로모터는 LAP1(404bp), LAP2(498bp) 및 LAP1_2(880bp)이다. 이들은 PRV 감염 사이

클의 생산 및 잠복 단계 동안 바이러스 코딩된 잠복-연관 전사물(LAT)의 만성 전사를 구동한다. 안정적인 범-뉴

런 트랜스유전자 전사 및 번역이 AAV 형질도입 후 6 개월 동안 뇌 및 척수에서 AAV-LAP로부터 관찰되었다. 데이

터는 LAP가 1-회 바이러스-벡터 투여 후 만성 트랜스유전자 발현을 요구하는 바이러스 벡터-기반 CNS 유전자 요

법을 위한 적합한 후보이며, PRV LAP1, LAP2 및 탄뎀 LAP1_2 프로모터가 단일 투여 후 안정적인 만성 트랜스유

전자 발현을 요구할 수 있는 전신의 덜 침습적인 범-뉴런 유전자 전달 적용을 위해 적합할 수 있다는 것을 제시

한다.

실시예 1. 재료 및 방법[0089]

PRV LAP 서열의 구축[0090]

PRV 잠복-연관 전사물 프로모터(LAP)를 PRV Becker 균주 게놈(GenBank: JF797219.1)의 좌표 95106-96007로부터[0091]

PCR 증폭시켰다. LAP1 영역(498bp)을 프라이머 쌍 LAP1F(5'- GCA CGC GTA TCT CCG GAA AGA GGA AAT TGA -3')

(서열번호 59) 및 LAP1R(5'- GCG GAT CCT ATA TAC ACG ATG TGC ATC CAT AAT -3')(서열번호 60)을 사용하여 증

폭시켰다. LAP2 영역(404bp)을 프라이머 쌍 LAP2F(5'- GCA CGC GTA TCC CCG GTC CGC GCT CCG CCC ACC CA -3')

(서열번호 61) 및 LAP2R(5'- GCG GAT CCG AGC TCC CTC TTC CTC GCC GCG GAC TGG -3')(서열번호 62)을 사용하여

증폭시켰다. 전체 LAP 영역에 걸친 LAP1_2(902bp)를 LAP1F 및 LAP2R을 사용하여 증폭시켰다(Cheung and Smith

1999). 이들 PCR 서열의 5' 및 3' 영역은 각각 벡터 pAAV-Ef1α-mCherry 내로의 지향성 클로닝을 위해 사용되는

MluI 및 BamHI 제한 부위를 함유하였다. pAAV-Ef1α-mCherry는 Karl Deisseroth(Addgene 플라스미드 # 11447

0)로부터 주어졌다. 3 개의 AAV-LAP 플라스미드를 MluI 및 BamHI를 이용한 벡터 pAAV-Ef1α-mCherry의 이중 분

해 후, AAV2 역위 말단 반복부(ITR)에 인접하고 SV40 폴리A 신호로 종결되는 mCherry 리포터 유전자의 업스트림

의 적절한 LAP 단편의 서브클로닝에 의해 구축하였다.

AAV 벡터의 구축[0092]

모든 발현 카세트를 프린스턴 신경과학 연구소 바이러스 코어 시설(Princeton Neuroscience Institute Viral[0093]

Core  Facility)에서 AAV-PhP.eB  캡시드(Daniela Gradinaru,  Addgene  플라스미드 #103005로부터 주어짐) 내로

패키징하고 이전에 기재된 바와 같이(Zolotukhin, Byrne et al. 1999; Chan, Jang et al. 2017) 아이오딕사놀

단계 구배 및 칼럼 한외여과에 의해 정제하였다. 캡시드-보호된 바이러스 게놈을 TaqMan qPCR에 의해 측정하고
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밀리리터 당 게놈 복제물(GC/mL)로서 보고하였다.

동물[0094]

동물  연구를  프린스턴  대학  동물실험  위원회(Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee  of  Princeton[0095]

University)에 의해 승인된 가이드라인 및 프로토콜에 따라 수행하였다(프로토콜 # 1943-16 및 1047). 예정-임

신한 스프라그-다울리(Sprague-Dawley) 래트를 Hilltop Labs Inc.(Scottsdale, PA)로부터 얻었다. E17 래트 배

아를 교감 SCG 뉴런의 단리를 위해 수집하였다. 성체(4 내지 6-주령) 야생형 C57BL/6J 수컷 마우스를 Jackson

Laboratory(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME)로부터 얻었다. 마우스는 실험 절차가 수행되기 전에 프

린스턴 신경과학 위원회 사육장의 수용 시설에 대해 적어도 48 시간의 순화를 가졌다.

일차 상부 경추 신경절 세포 배양[0096]

래트 배아(E17)로부터의 SCG 뉴런을 이전에 기재된 바와 같이(Curanovic, Ch'ng et al. 2009) 3중 챔버에서 배[0097]

양하였다. 간단하게는, SCG를 트립신(2.5 mg/mL, Sigma-Aldrich, The Woodlands, TX)으로 분리하고 2% B-27,

100 ng/mL 신경 성장 인자(NGF), 및 1% 페니실린-스트렙토마이신-글루타민이 보충된 뉴로바살(neurobasal) 배지

(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)를 함유한 배지가 있는 폴리-O-오르니틴 및 라미닌-코팅된 접시 상

에 플레이팅하였다.  단일 신경절의 대략 3분의 2를 3중 챔버의 S(체세포) 구획으로 위치시켰다. 시딩 후 3

일에, 배양 배지를 0.1 mM 시토신-D-아라비노푸라노시드, Ara C(Sigma-Aldrich, The Woodlands, TX)로 적어도

2 일 동안 처치하여, 분할, 비뉴런 세포를 제거하였다. 배양 배지를 5 일마다 교체하고, 뉴런을 37℃에서 5%

CO2와 항온처리하였다.

안구뒤 부비강 주사[0098]

AAV 벡터의 정맥내 주사를 안구뒤 정맥동 내로의 편측 주사에 의해 마우스에서 수행하였다(Yardeni, Eckhaus et[0099]

al. 2011). 동물을 절차 전에 케타민(80 mg/kg)/자일라진(10 mg/kg) 칵테일을 사용하여 마취시켰다. 무반응이

되면, 동물을 내안각 내로의 주사를 위해 황와위로 위치시켰다. 주사 체적은 29G1/2 인슐린 시린지로 투여되는

총 4 x 10
11
 바이러스 게놈을 함유한 100 μL였다. 동물을 조절된 가열 패드 상에 위치시키고 움직일 때까지 모

니터링하였다.

조직 처리 및 조직학적 절차[0100]

마우스를 30 및 190 감염 후 일(dpi)에 과용량의 케타민(400 mg/kg)/자일라진(i.p.)으로 마취시키고 4% 파라포[0101]

름알데하이드(PFA)로 관류시켰다. 뇌 및 척수를 4℃에서 4% PFA에서 밤새 사후-고정시켰다. 인산염 완충 생리식

염수(PBS)로 세정 후, 뇌를 0.1% 소듐 아지드가 있는 PBS에서 4℃에서 저장하였다. 좌반구를 Leica VT1200 비브

라톰(vibratome)을 사용하여 50 μm 및 Leica CM3050 S 크라이오스탯을 사용하여 20 μm로 시상으로 절단하여

뇌를 2 개 부분으로 분할하였다. 우반구를 iDISCO+ 조직 세척 프로토콜(하기)을 위해 사용하였다. 고정된 뇌 및

척수를 한랭보호를 위해 4℃에서 10% 수크로오스, 20% 수크로오스 및 30% 수크로오스에서 연속으로 항온처리하

였다. 조직을 OCT(tissue-Tek, Torrance, CA)에 임베딩하고, 드라이아이스에서 냉동시키고 절단까지 -80℃에서

저장하였다. 동결절단을 위해, 척수를 임베딩 몰드(Sigma-Aldrich, The Woodlands, TX)에 위치시키고 37℃에서

초고순도 저융점 아가로오스(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)를 채웠다. 반-고체 아가로오스 큐브를

제거하고 크라이오스탯을 사용하여 20 μm로 횡단면으로 슬라이싱하기 위해 수평 방향으로 접착시켰다(Loctite,

Rocky Hill, CT).

면역염색[0102]

면역조직화학을 위해, 자유-유동 뇌 섹션을 PBS로 세척하고 3% 소 혈청 알부민(BSA), 2% 당나귀 혈청 및 0.5%[0103]

Triton X-100(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)으로 1 시간 동안 차단하였다. 샘플을 4℃에서 밤새 일차 항체 및

1% BSA, 1% 당나귀 혈청 및 0.5% Triton X-100를 함유한 PBS에 희석된 RT(실온)에서 1 시간 동안 이차 항체와

항온처리하였다. 세포 핵을 5 분 동안 0.5 ㎍/mL DAPI(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)로 대비염색하

였다.  다음  일차  항체를  사용하였다:  토끼  항-RFP  Rockland(1:1000;  Limerick,  PA),  닭  항-mCherry

Abcam(1:500;  Cambridge,  MA),  마우스 항-NeuN(1:500; Millipore  Bioscience  Research  Reagents,  Temecula,

CA), 토끼 항-Olig2(1:500, EMD Millipore, Temecula, CA), 토끼 항-Iba1(1:1000, Wako Chemical, Richmond,

VA) 및 토끼 항-S100(1:5000, Dako, Glostrup, Denmark). 다음 이차 항체를 사용하였다: Alexa Fluor 488 당나

귀 항-토끼 IgG, Alexa Fluor 488 당나귀 항-마우스 IgG, Alexa Fluor 647 당나귀 항-토끼 IgG, Alexa Fluor

647 당나귀 항-닭 IgG(1:1000, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). 척수 자유-유동 섹션을 1 시간 동안
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NeuroTrace  500/525  녹색  형광  니슬(Nissl)  염색(Molecular  Probes,  Eugene,  OR)의  1:300  희석으로

염색하였다. 섹션을 10 분에 PBS 중 0.1% Triton X-100로 투과성부여시키고 PBS로 1 차 후, 0.1% Triton X-100

가 있는 PBS로 10 분 동안 세척하였다. 샘플을 5 분 동안 0.5 ㎍/mL DAPI와 항온처리한 다음에, 실온에서 2 시

간 동안 PBS로 세척하였다. Fluoromount-G 장착 배지(Southern Biotech, Birmingham, AL)를 장착 전에 뇌 및

척수 섹션에 적용하였다.

현미경[0104]

뉴런 SCG 배양액을 Cool Snap ES2 카메라(Photometrics, Tucson, AZ) 및 4X 대물렌즈를 포함한 Nikon Ti-E 도[0105]

립 동일형광 현미경(Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan)으로 영상화하였다. 전체 S 구획의 타일화된 이미지

를 Nikon NIS Elements 소프트웨어로 조립하였다. 다양한 뇌 영역에서 AAV 형질도입 효율을 정량화하기 위해,

뇌 슬라이스를 NanoZoomer S60 형광 현미경 스캐너(Hamamatsu, Hamamatsu, Japan)로 영상화하였다. 뇌 슬라이

스를 세심한 검출을 위해 20X 및 63X 대물렌즈, 하이브리드(HyD) 검출기를 사용하여, 1024 x 1024 픽셀 영역에

걸쳐 Leica STP8000 공초점 레이저-스캐닝 현미경(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)으로 영상화하였다.

ImageJ 소프트웨어를 사용하여, 이전에 보고된 바와 같이(Maturana, Aguirre et al. 2017) 수집된 총 세포 형

광을 계산하였다. 관심 영역(ROI)을 그리는 세포를 선택하고 비-형광 세포로부터의 백그라운드 강도에 대해 정

규화하였다.  교정된 총  세포  형광의 계산을 각각의 세포의 통합된 영역,  밀도 및 평균 회색 값(mean  gray

value)을 고려하여 상대 형광 강도(RFI)로서 측정하였다.

iDISCO+ 조직 세척[0106]

투과성부여[0107]

우뇌 반구를 iDISCO+  조직 세척을 위해 사용하였다. 뇌 샘플을 이전에 기재된 바와 같이(Renier, Wu et al.[0108]

2014) 조직 세척 전에 4% PFA에서 밤새 고정시켰다. 고정된 샘플을 20, 40, 60, 80, 100% 메탄올/물 용액에서

각각 1 시간 동안 세척/탈수시킨 후, 5% 과산화수소/메탄올로 밤새 세척하고(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

메탄올/물 100, 80, 60, 40, 20%의 역구배로 각각 1 시간 동안 재수화시켰다. 최종적으로, 뇌를 0.2% Triton

X-100 /PBS 후, 20% DMSO(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)/0.3M 글리신(Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO)/0.2% Triton X-100/PBS로 37℃에서 2 일 동안 세척하였다.

면역표지[0109]

샘플을  2-3  일  동안  37℃에서  10%  DMSO/6%  당나귀  혈청(EMD  Millipore,  Temecula,  CA)/0.2%  Triton  X-[0110]

100/PBS의 차단액에서 항온처리 후, 10  ㎍/mL  헤파린이 있는 PBS/0.2%  Tween-20(Sigma-Aldrich,  St.  Louis,

MO)(이하에서는 PTwH로서 지칭되는 용액, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)에서 2 회 1 시간/세척이 이어졌다.

뇌를  7  일  동안  37℃에서  5%  DMSO/3%  당나귀  혈청/PTwH  중  일차  토끼  항-RFP  항체(1:1000;  Rockland,

Limerick, PA)와 항온처리하였다. 그 다음에, 뇌를 PTwH로 5 회 세척하고(세척 간격: 10 분, 15 분, 30 분, 1

시간, 2 시간) 37℃에서 7 일 동안 3% 당나귀 혈청/PTwH 중 이차 Alexa Fluor 647 당나귀 항-토끼 IgG(1:450,

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)와 항온처리한 다음에 PTwH에서 5 회 세척하였다.

조직 세척[0111]

뇌를 각각의 단계에서 1 시간 동안 20, 40, 60, 80, 100% 메탄올/물에서 순차적으로 탈수시킨 후, 2:1 디클로로[0112]

메탄(DCM;  Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  MO)/메탄올,  및  100%  DCM  세척이  이어졌다.  최종적으로,  샘플을

DBE(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)로 세척하고 영상화할 때까지 실온에서 암중에서 저장하였다.

세척된 조직의 광-시트 현미경 및 분석[0113]

면역표지 및 세척 후, 뇌 체적을 광-시트 한외현미경 II(LaVision Biotec, Bielefeld, Germany)를 사용하여 획[0114]

득하였다. 뇌 반쪽들을 주문-설계된 3D-인쇄된 홀더(Renier, Wu et al. 2014; Renier, Adams et al. 2016) 상

에 수평 방향으로 접착시키고 DBE에 침지시켰다. 뇌를 자가형광 채널에서 등록 목적을 위해 488-nm 레이저 다이

오드 여기 및 525-nm  최대 방출 필터(FF01-525/39-25, Semrock, Rochester, NY)로, 및 AAV 감염된 세포(항-

RFP)의  세포  영상화를  위해  680-nm  최대  방출  필터(FF01-680/42-25,  Semrock)로  640-nm  여기에서

영상화하였다. 별도의 좌측 및 우측 조명 자가형광 이미지를 0.017 여기-시트 NA 및 1.3x 배율을 사용하여 10

마이크로초(z-단계 크기) 마다 획득하였다. 좌측 및 우측 이미지를 정중선에서 S자 형으로 혼합하였다. 자가형

광 체적을 Renier  및 연구원들(Renier,  Wu  et  al.  2014;  Renier,  Adams  et  al.  2016)에 의해 기재된 바와

같이, 아핀 및 b-스플라인 변환을 사용하여 체적 앨런(Allen) 뇌 지도(2015)에 등록하였다. 획득 동안의 이동
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및 채널 사이의 상이한 영상화 파라미터를 계수하기 위해, 세포 신호 체적을 아핀 변환으로 자가형광 체적에 등

록하였다.  뇌  체적을  본  발명자들의  변형된  ClearMap  소프트웨어인  고성능  컴퓨팅  클러스터와  양립가능한

"ClearMap_cluster"  (github.com/PrincetonUniversity/clearmap_cluster)로  분석하였다.  모든  분석된 샘플에

대해, 뇌 가장자리 및 뇌실 상의 검출된 물체를 구조의 가장자리로부터 75 μm 침식시켜, 가양성을 최소화하였

다.

RNAscope 제자리(in situ) 하이브리드화[0115]

뇌 동결섹션을 superfrost 플러스 접착 슬라이드(Thermo Fisher, Waltham, MA) 상에 정착하고 -80℃에서 저장[0116]

하였다. RNA 염색을 RNAscope 멀티플렉스 형광 시약 키트(Advanced Cell Diagnostics (ACD), Newark, CA)를 사

용하여 제조사의 프로토콜에 따라 수행하였다. mCherry 프로브 ACD# 431201-C2를 사용하였다. 슬라이스를 40℃

에서 30 분 동안 프로테아제 IV로 사전처치한 후, 40℃에서 2 시간 동안의 프로브 항온처리가 이어졌다. 그 다

음에, 상이한 증폭 용액을 40℃에서 30 분, 30 분, 및 15 분 동안 수행하였다. 신호를 TSA 플러스 플루오레세인

시스템(Perkin Elmer, Waltham, MA)으로 검출하였다. 항온처리 단계를 ACD HybEZ 하이브리드화 시스템에서 수행

하였다. 슬라이드를 실온에서 30 초 동안 DAPI로 대비염색한 다음에, PBS로 2 회 세척하였다. 최종적으로, 슬라

이드를 VECTASHIELD Vibrance 안티페이드 장착 배지(Vector Laboratories, Burlingame, CA)로 장착하였다.

통계[0117]

통계 데이터 분석을 GraphPad Prism 7 소프트웨어(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA)를 사용하여 수행하[0118]

였다. 양방 스튜던트 검정을 사용하여, 2 개 그룹 사이를 비교하고, 비-파라미터 일원 ANOVA 시험 후 본페로니

다중 비교 사후-검정을 사용하여, 다수 그룹 사이를 비교하였다. < 0.05의 p 값은 통계적으로 유의미하였다. 데

이터는 SEM으로 평균으로서 나타낸다.

실시예 2. 소형 PRV LAP 서열은 헤르페스바이러스 감염의 뉴런에서 독립적으로 트랜스유전자 발현을 구동할 수[0119]

있다.

PRV LAP 영역은 LAP1 및 LAP2로서 본원에 정의된 적어도 2 개의 프로모터 영역을 포함한다(도 1a). PRV 게놈에[0120]

서, LAP1 및 LAP2는 PRV LAP1_2로서 탄뎀으로 존재한다. 이들 서열은 단독으로 또는 조합되어 PRV 감염 없는

AAV 벡터에서 사용될 때, 일차 교감 뉴런에서 리포터 트랜스유전자를 효율적으로 발현할 수 있다(도 1c 및 1d).

LAP 서열을 Jasper(Sandelin, Alkema et al. 2004; Wasserman and Sandelin 2004), RSAT(Nguyen, Contreras-

Moreira et al. 2018) 및 CTCFBSDB 2.0(Ziebarth, Bhattacharya et al. 2013) 소프트웨어를 사용하여 추정 조

절 요소를 확인하기 위해 분석하였다. 3 개의 순환 AMP 반응 요소-결합 단백질(CREB) 결합 모티프를 LAP1 TATA

박스의 업스트림에서 검출하였고, 하나를 LAP2 TATA 박스의 업스트림에서 검출하였다. 또한, 2 개의 CCCTC-결합

인자(CTCF) 결합 모티프를 LAP1 TATA 박스의 업스트림에서 검출하였고 하나를 LAP2 TATA 박스의 다운스트림에서

검출하였다. 3 개의 CG 박스 및 4 개의 전사의 신호 변환인자 및 활성인자 1(STAT1) 결합 모티프를 포함한 다운

스트림 프로모터 요소(DPE)를 LAP2에서 확인하였다. 또한, LAP1 TATA 박스 및 LAP2 TATA 박스의 상류에는 각각

계통-결정 TF(Wang, Pol et al. 2014), 예컨대 SRY-Box 10(SOX10) 및 희소돌기신경교 전사 인자 2(Olig2)가 있

었다(도 1a).

4 개의 AAV 재조합체를 표준 방법에 의해 혈청형 PHP.eB 캡시드 내로 패키징하였다. 3 개의 프로모터 구축물인[0121]

LAP1(498 bp, 서열번호 1에 상응함), LAP2(404 bp, 서열번호 2에 상응함) 및 LAP1_2(880 bp, 서열번호 3에 상

응함)를 제조하였다. 유비쿼터스 EF-1α 프로모터(1264 bp)를 트랜스유전자 발현에 대한 양성 대조군으로서 사

용하였다. 4 개의 AAV 재조합체 전부는 형광 리포터 mCherry를 발현하였다(도 1b). 각각의 프로모터의 시험관내

성능을 확인하기 위해, 래트 일차 상부 경추 신경절(SCG) 뉴런 배양액에 각각의 AAV의 3 x 10
11
 게놈을 형질도입

하였으며, 상대 mCherry 형광 강도(RFI)를 90-일 기간에 걸쳐 정량화하였다.

AAV-LAP1이 형질도입된 뉴런에 대해, mCherry  발현은 11  dpi에 갑자기 증가하였으나(64220  RFI),  AAV-LAP2,[0122]

AAV-LAP1_2 및 AAV-EF1α와 비교하였을 때, 낮은 수준이었다. AAV-EF1α 발현은 17 dpi에 ~120-배를 초과하여

증가하였다(각각 8.70 x 10
6
; 2.39 x 10

6
; 8.01 x 10

6
 RFI)(도 1c). 4 개의 재조합체 전부에 의한 발현의 최고

수준은 28  dpi에 LAP1(291,242  RFI);  LAP2(1.36  x  10
7
 RFI);  LAP1_2(4.36  x  10

6
 RFI)  및 EF1α(1.40  x  10

7

RFI)이었다(도 1c 및 1d). LAP2 및 EF1α는 최고 mCherry RFI를 가졌다(LAP2 = EF1α > LAP1_2 > LAP1). 38

dpi 내지 90 dpi에서, 4 개의 AAV 재조합체 전부는 대부분 배양액에서 100 일 초과 후 일차 SCG 뉴런의 노화로

인한 것과 같이, 미묘하지만 지속되는 RFI 감소를 나타내었다(도 1c). 중요하게는, 3 개의 AAV-LAP 재조합체 전
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부는 AAV 형질도입의 맥락에서 PRV 감염의 부재 하에 90 일 동안 일차 뉴런에서 mCherry 전사를 나타내었다.

실시예 3. 전체-CNS 스크리닝은 6 개월 후 범-뉴런 AAV-LAP 트랜스유전자 발현을 드러냈다.[0123]

전신 혈관내 전달 후 BBB를 가로지르고 C57/BL6 마우스 CNS를 형질도입하는 향상된 용량을 고려하여, AAV 혈청[0124]

형 PHP.eB를 프로모터 스크리닝 분석을 위해 사용하였다(Chan, Jang  et  al.  2017).  AAV-LAP1-mCherry,  AAV-

LAP2-mCherry, AAV-LAP1_2-mCherry 및 AAV-EF1α-mCherry를 4 × 10
11
 바이러스 게놈/마우스(vg/마우스)의 편측

안구뒤 정맥동 주사에 의해 전달하였다. 도 2a에 나타낸 바와 같이, 뇌 및 척수를 AAV 형질도입 후 30 일 및

190 일에 수집하여, mCherry 전사 및 번역을 정량화하였다. 조직을 세척하고, iDISCO+로 면역염색하고(용매-세

척된 기관의 면역표지-가능한 3-차원 영상화), 광-시트 현미경 및 체적 등록(Renier, Wu et al. 2014; Renier,

Adams et al. 2016)에 의해 분석한 후, 전체 온전한 뇌에서 LAP-mCherry 발현을 결정하였다.

도 2b-2p에 나타낸 바와 같이, 4 개의 프로모터 전부는 30 dpi 및 190 dpi 둘 다에서 안정적인 mCherry 발현을[0125]

나타내었다. LAP2의 밀도(뇌 조직의 mm
3
 당 mCherry 양성 세포의 수)는 LAP1 및 LAP1_2의 것에 비해 높았고, 뇌

의 상이한 영역인 피질: 일차 운동, 이차 운동, 일차 체성감각 및 보조 체성감각(도 2b-2e); 해마체(도 2g), 담

창구(도 2i), 시상하부(도 2k) 및 후각 영역(도 2p)에서 EF1α의 것과 상당히 상이하지 않았다. 소뇌에서, LAP2

는 LAP1,  LAP1_2  및 EF1α에 비해 높은 mCherry  밀도를 나타내었다(도 2o).  또한, 선조체(도 2h);  시상(도

2j); 중뇌, 운동 및 감각 영역(도 2l 및 2m), 및 후뇌(도 2n)에서, LAP2 및 LAP1_2는 EF1α에 비해 상당히 높

은 밀도를 나타내었다(p < 0.05). LAP2 뉴클레오티드 서열은 EF1α의 것에 비해 68% 짧지만, 몇몇 뇌 영역에서

EF1α를 능가한다는 것을 주의한다.

CNS에서 LAP 트랜스유전자 발현을 추가로 입증하기 위해, mCherry 단백질 발현을 30 dpi 및 190 dpi에 시상 뇌[0126]

섹션에서 면역조직화학(IHC)에 의해 평가하였다(도 3a-3h). 공초점 현미경 분석은 30 dpi에 피질 체성감각 영역

(도 3e), 해마체 내의 치상회(도 3f), 선조체 내의 기저핵(도 3g), 및 소뇌 피질(도 3h)에 걸쳐 풍부한 mCherry

염색을 나타내었다. 중요하게는, mCherry 발현은 190 dpi에 3 개의 LAP 서열 전부에 대해 안정적이었고 더 큰

AAV-EF1α-mCherry 프로모터의 것과 유사하였다(도 3e-3h, 패널 5-8). 그 다음에, mCherry 발현을 30 dpi 및

190 dpi에 정량화하였다. mCherry RFI는 상당한 차이 없이 모든 AAV 프로모터에 대해 유사하였다(도 3ia-3id).

그 후에, 190 일 후 픽셀
2
 당 mCherry 양성 세포의 수를 정량화하였다. 피질에서, LAP2 mCherry 발현 세포의 수

는 LAP1-mCherry  및 LAP1_2-mCherry에 대해 관찰된 것에 비해 높았다[LAP2: 297  ± 19.82  대 LAP1:  149  ±

5.61 대 LAP1_2: 168 ± 9.22(n = 6, p < 0.001)(도 3ja). 치상회, 선조체 및 소뇌에서, mCherry 양성 세포의

수는  모든  LAP  변이체  및  EF1α에  대해  유사하였다(도  3jb-3jd).  따라서,  모든  AAV-LAP  변이체는  뇌에서

mCherry 발현을 촉진하며, 이는 AAV-LAP 재조합체의 단일 투여가 마우스 CNS에서 장기 범-뉴런 트랜스유전자 발

현을 구동하기에 충분할 수 있다는 것을 나타낸다.

실시예 4. 소형 LAP2 프로모터 변이체는 전신 AAV 투여 후 강하고 안정적인 범-뉴런 트랜스유전자 발현을 구동[0127]

한다.

상이한 PRV LAP 서열의 제어 하의 mCherry 발현의 효율성을 비교하였다. 30 dpi 및 190 dpi에 피질(도 4a 및[0128]

4ea), 치상회(도 4b 및 4eb), 선조체(도 4c 및 4ec) 및 소뇌(도 4d 및 4ed)에서 풍부한 신호가 관찰되었다. 또

한, AAV-LAP2 RFI는 30 dpi 및 190 dpi 둘 다에서 안정적이고 AAV-EF1α와 유사하였다(p < 0.05)(도 4ea-4ed;

표 2). AAV-LAP1 및 AAV-LAP1_2 mCherry RFI 수준은 피질, 치상회, 선조체 및 소뇌에서 30 dpi 및 190 dpi에

안정적이고 이들 사이에서 상당히 상이하지 않았으나(도 4ea-4ed; 표 2), 양측 프로모터는 LAP2 및 EF1α와 비

교하여 상당히 적은 트랜스유전자 발현을 나타내었다.
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[0129]

mRNA 반감기는 통상적으로 번역된 단백질의 것에 비해 짧기 때문에(Chan, Mugler et al. 2018), AAV-LAP 형질[0130]

도입된 뇌우스 뇌 슬라이스에서의 mCherry 전사물을 측정하였다. 30 dpi(데이터를 나타내지 않음) 및 190 dpi에

AAV-LAP2-mCherry mRNA를 mCherry-특이적 리보탐침을 사용하여 측정하였다. 형광 제자리 하이브리드화(FISH)는

피질, 치상회, 선조체, 소뇌 및 후구에서 풍부한 AAV-LAP2 mCherry RNA를 나타내었고(도 5a-5e), 추가로 PRV

LAP2는 CNS에서 만성적이고 강한 트랜스유전자 전사를 구동할 수 있다는 것을 확인하였다.

실시예 5. 뇌에서 AAV-LAP 트랜스유전자 발현은 뉴런에서 우세하지만, 교세포에서는 그렇지 않다.[0131]

AAV  형질도입  및  후속  트랜스유전자  발현의  향성  및  특이성은  AAV  혈청형(Aschauer,  Kreuz  et  al.  2013,[0132]

Bedbrook; Deverman et al. 2018) 및 프로모터(von Jonquieres, Frohlich et al. 2016; Hammond, Leek et al.

2017; Dayton, Grames et al. 2018)에 의존한다. 전신 AAV-PHP.eB 전달 후 AAV-LAP-mCherry 발현을 나타낸 세

포-유형을 특징짓기 위해, 뉴런(NeuN),  희소돌기아교세포(Olig2), 미세아교세포(Iba1) 및 별아교세포(S100)에

대한 마커를 이용한 mCherry 단백질의 공동-면역염색을 피질 및 치상회에서 수행하였다. NeuN 및 mCherry를 이

용한 공동-염색은 영상화된 90% 초과의 뉴런이 피질 및 치상회 둘 다에서 상이한 AAV-LAP 변이체에 의해 구동되

는 mCherry를 발현하였다는 것을 드러냈다(도 6a, 6b, 및 6e). 반대로, 4% 미만의 mCherry-양성 희소돌기신경교

가 모든 LAP 변이체에 대해 검출되었다(도 6c, 6d 및 6f). 또한, 임의의 LAP 조합체에 대한 미세아교세포 및 별

아교세포 마커를 이용한 mCherry의 공동-표지는 관찰되지 않았다(도 7a-7d).  종합적으로, 이들 결과는 AAV-

PHP.eB를 이용한 전신 뇌 형질도입의 맥락에서, LAP-mCherry 발현은 뉴런에서 풍부하지만, 교세포에서는 그렇지

않다는 것을 나타낸다.

실시예 6. AAV-LAP 구축물은 척수에 걸쳐 광범위하고, 안정적인 장기 트랜스유전자 발현을 나타낸다.[0133]

뇌와 함께, 혈청형 PHP.eB가 회백질의 광범위한 형질도입을 나타낸 척수에서의 AAV-LAP 성능(Chan, Jang et al.[0134]

2017; Dayton, Grames et al. 2018)을 평가하였다. 

190 dpi에 경부, 흉부(데이터를 나타내지 않음) 및 요추 수준에서 척수의 후각 및 전각 둘 다에서 풍부한 천연[0135]

mCherry 발현이 관찰되었다(도 8a-8d). 모든 프로모터에 대한 천연 mCherry 형광(RFI)의 정량화는 유사하고, 통
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계학적으로 유의미한 차이가 없었다(도 8e). 그러나, LAP2 및 LAP1_2 재조합체는 픽셀
2
 당 mCherry-양성 세포의

최고 밀도를 나타내었고, EF1α 및 LAP1이 이어졌다; LAP2 = LAP1_2 > EF1α > LAP1(도 8f). 따라서, 3 개의

PRV LAP 서열 전부는 척수에서 범-뉴런, 장기 트랜스유전자 발현을 효과적으로 매개한다.

유전자  요법을  사용하여  신경학적  및  신경퇴행성  장애에서  특정  표적  세포에서  유전자  기능을  회복시켰다[0136]

(Deverman, Ravina et al. 2018). 말초 혈관 형질도입을 통한 전신 벡터 전달에 의한 유전자 전달은 CNS에서

뉴런-특이적 또는 범-뉴런 방식으로 효율적인 발현이 어려울 수 있다(Ingusci, Verlengia et al. 2019). 재조합

체  AAV  벡터는  CNS에서  유전자  발현을  달성하기  위한  가장  효율적인  비히클  중  하나이다(Hudry  and

Vandenberghe 2019, Wang, Tai et al. 2019). 또한, 조작된 AAV 캡시드는 천연-발생 혈청형에 비해 개선된 CNS

형질도입 및 높은 효율성으로 BBB를 가로지르는 향상된 용량을 나타내었다(Chan, Jang et al. 2017; Bedbrook,

Deverman et al. 2018; Hordeaux, Yuan et al. 2019; Qin Huang and Alejandro B. Balazs 2019). 이들 진전에

도  불구하고,  AAV  유전자  요법은  AAV  캡시드에  대해  4.9  Kb의  작은  페이로드  크기  제한에  의해  저해된다

(Chamberlain, Riyad et al. 2016). 예를 들어, 폼페병(Pompe disease)(Colella, Sellier et al. 2019) 및 파

킨슨병(Parkinson's disease)(Wang, Muramatsu et al. 2002)에 대한 CNS 요법은 GAA(2.9 Kb) 및 GDNF(2.5 K

b)와 같은 비교적 큰 유전자의 전달을 기초로 한다. 이들 및 다른 유사한 경우에 대해, 큰 프로모터 또는 더 작

은 CMV  및  hSyn  프로모터의 사용은 전달 후 신속히 억제된다는 것을 나타내었다(Gray,  Foti  et  al.  2011,

Jackson, Dayton et al. 2016).

본원에 기재된 바와 같이, 알파헤르페스바이러스 PRV의 게놈으로부터 단리된 3 개의 소형 범-뉴런 프로모터를[0137]

확인하였으며, 이는 전신 AAV PHP.eB 전달 후 마우스 CNS에서 효율적인 장기 트랜스유전자 발현을 나타내었다.

본원에 제시된 결과는 이들 소형 PRV LAP 서열이 뇌 및 척수에서 리포트 트랜스유전자의 장기 발현(> 6 개월)을

구동할 수 있다는 것을 나타낸다. PRV LAP는 피질, 선조체, 치상회 및 소뇌에서 뉴런을 균일하게 형질도입하였

다.  mCherry-양성  세포의  분포는  치상회,  선조체  및  소뇌에서  LAP  서열  사이에  상당히  상이하지  않았다.

그러나, LAP2 트랜스유전자 발현은 LAP1 및 LAP1_2와 비교하여 피질에서 상당히 높았다. 전체-뇌 스크리닝 분석

은 단지 402 bp의 LAP2 변이체가 큰 LAP1 및 LAP1_2 서열에 비해 강한 mCherry 발현을 구동할 수 있다는 것을

나타내었다. 또한, LAP2로부터 전사된 풍부한 mCherry mRNA는 190 dpi에 모든 스크리닝된 뇌 영역에서 검출되었

다. 이들 결과는 PRV 감염의 부재 하에 전신 AAV-LAP2 전달 후 CNS에서 소형 PRV LAP2로부터 구동되는 효율적인

전사 및 번역 둘 다를 나타낸다.

LAP1-mCherry 세포 밀도는 LAP2에 대한 것에 비해 상당히 낮았으나, mCherry 발현은 안정적인 장기-지속을 유지[0138]

하였다. 따라서, LAP1은 적은 양의 치료 단백질이 필요한 경우에(예를 들어, 효소 결핍) 또는 비-형질도입된 세

포에 대한 교차-교정을 위해 유용할 수 있다. 예를 들어, 리소좀 효소 결핍(Husain, Passini et al. 2009) 및

뮤코다당증 VII 질환(Cearley and Wolfe 2007)에 대해, AAV 요법에 의해 회복된 효소가 형질도입된 세포로부터

분비될 수 있고 인접한 질환에 걸린 세포를 개선할 수 있다.

AAV  향성은 우선적으로 민감하고 허용성인 세포에서 캡시드와 특정 수용체 사이의 상호작용에 의해 결정된다[0139]

(Aschauer, Kreuz et al. 2013; Bedbrook, Deverman et al. 2018). 상이한 AAV 혈청형은 상이한 조직 향성을

갖는다. 그러나, 벡터에 포함된 프로모터 서열 및 다른 서열, 예컨대 역위 말단 반복부 서열(ITR)은 향성에 대

해 상당한 영향을 가질 수 있다(Haberman and McCown 2002). 또한, 트랜스유전자를 전사하는 프로모터 영역은

AAV 벡터 성능을 최적화하기 위해 매우 중요하다. 광범위하거나 세포-유형 특이적 방식의 효율적인 트랜스유전

자 발현은 프로모터 영역에 대한 세포-유래된 TF의 결합 및 활동을 요구한다(Dayton,  Grames  et  al.  2018;

Andersson and Sandelin 2019). 노화 또는 분화와 같은 뉴런 환경에서의 변화는 또한 세포-특이적 조절 단백질

의 모집 및 이에 따라 CNS에서의 유전자 발현을 변경할 수 있다(Herdegen and Leah 1998). 본원에 제시된 PRV

LAP 서열의 분석은 LAP2에서 DPE를 확인하였으며, 이는 트랜스유전자 발현 개시, 기간 및 세포-유형 특이성을

조절할 수 있다. 또한, HSV-1 LAP에서 잠복으로부터 바이러스 재활성화를 조절하는 것으로 보이는 4 개의 STAT1

모티프(Kriesel, Jones et al. 2004)를 확인하였다. 두드러지게는, PRV LAP2에서 이들 STAT1 모티프 중 하나는

TATA 박스 및 Olig2 모티프, 뉴런 및 희소돌기신경교 운명을 촉진하는 알려진 다중감염된 TF로 공동-국소화되는

것으로 밝혀졌다(Emery and Lu 2015). 이들 모티프 및 전사 개시 부위와 연관된 근접 효과는 LAP2, LAP1 및

LAP1_2 사이의 상이한 수준의 CNS 트랜스유전자 발현을 설명할 수 있다. 또한, HSV-1에 대해 나타낸 것과 같이

(Lang, Li et al. 2017; Lee, Raja et al. 2018), 잠복 동안 후성적 침묵에 대한 저항성에서의 역할을 가질 수

있는 하나의 CTCF  모티프를 LAP2  TATA  박스의 다운스트림에서 발견하였다.  정말로,  Zimmerman  및  연구원들

(Zimmerman, Patel et al. 2018)은 EF1α 프로모터의 다운스트림의 CTCF 모티프의 삽입이 천연 EF1α 및 CMV

프로모터와 비교하여 트랜스유전자 발현을 상당히 증가시켰다는 것을 발견하였다. 흥미롭게도, CMV TATA 박스의
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다운스트림의 이차 CTCF 모티프의 삽입은 아마도 천연 CTCF 모티프의 불필요한 존재로 인해, 루시페라아제 리포

터 발현에 영향을 갖지 않았다(Zimmerman, Patel et al. 2018). 따라서, 유전자 발현은 유전자 맥락 및 서열-특

이적 DNA 결합 단백질에 따른 변화에 민감하다. 상이한 숙주 세포로부터 특정 TF의 모집은 잠복 동안 비활성화

에 대한 저항성을 조절하는 동일한 메커니즘에 의해 트랜스유전자 전사를 조절할 수 있다. CTCF-결합 인자와 같

은 절연체 요소는 독립적으로 조절되고(Washington, Musarrat et al. 2018) 이질염색질에 의한 억제로부터 프로

모터 영역을 보호하여, 장기-지속 전사를 유지할 수 있다(Lang, Li et al. 2017).

LAP-mCherry, 교세포 및 뉴런 마커의 공동국소화(colocalization)에 의한 세포-특이적 형질도입의 조직학적 평[0140]

가는 LAP 서열이 피질 및 치상회에서 교세포에 비해 뉴런에서 더욱 효율적으로 발현한다는 것을 드러냈다. LAP-

mCherry 양성 세포는 뉴런-특이적 마커로 주로 공동국소화되었고, 희소돌기신경교로는 덜 한 정도이지만, 미세

아교세포 또는 별아교세포는 그렇지 않다. 이들 발견은 PRV LAP 서열이 PHP.eB 전신 전달 후 CNS에서 범-뉴런

프로모터 프로파일을 갖는다는 것을 제시한다. 이 활성은 또한 TATA 박스의 업스트림에서 CRE 모티프의 존재로

인해 HSV LAP 서열에 대해 발견되었다(Leib, Nadeau et al. 1991; Kenny, Krebs et al. 1994; Bloom, Stevens

et al. 1997). PRV LAP1 및 LAP2는 다른 바이러스 단백질의 부재 하의 뉴런-특이적 프로모터이고 트랜스유전자

발현  수준은  상이한  뉴런  유형에  걸쳐  달라진다(Taharaguchi,  Yoshino  et  al.  2003).  중요하게는,  AAV-

PHP.eB는 뉴런을 주로 형질도입하고(Chan, Jang et al. 2017), 이 캡시드 변이체와 PRV LAP 서열의 조합은 CNS

에서 강하고, 장기-지속되는, 범-뉴런 발현 프로파일을 나타낸다. 따라서, PRV LAP 서열은 재조합체 바이러스

벡터(AAV,  아데노바이러스, 렌티바이러스, 헤르페스바이러스)의 맥락에서뿐 아니라, 비-바이러스 유전자 전달

플랫폼과 함께 사용될 수 있다. PRV의 천연 숙주는 성체 돼지이지만, 바이러스는 극도로 광범위한 향성을 갖고

일부 조류, 어류 및 일부 영장류를 포함한 많은 유형의 포유동물을 감염시킬 수 있다(Baskerville and Lloyd

1977). 또한, 배양액에서 인간 세포는 PRV 감염에 대해 민감하며 인수공통 감염의 일부 보고가 있었다(Wong, Lu

et al. 2019). 따라서, PRV LAP 서열은 인간을 포함한 몇몇 상이한 포유동물에서 효율적인 장기 트랜스유전자

발현을 요구하는 유전자-요법 적용을 위해 최적화될 수 있다.

요약하면, 본원에 제시된 데이터는 PRV LAP 프로모터 활성이 PRV 감염과 독립적이고 소형 AAV-PHP.eB-LAP 서열[0141]

이 뇌 및 척수(CNS)에서 안정적인 범-뉴런 방식으로 트랜스유전자를 발현한다는 것을 나타내었다. 장기 트랜스

유전자 전사 및 번역은 효과적인 장기-지속 단일-용량 유전자 요법 적용을 위해 중요하다. 따라서, PRV LAP 서

열은 유전적 CNS 질환의 치료를 위해 유용할 수 있다.

실시예 7. LAP 서열은 비-뉴런 세포 및 조직에서 트랜스유전자 발현을 효율적으로 구동한다.[0142]

다음 실시예에서, LAP  서열은 신장, 간 및 망막을 포함한 몇몇 세포 및 조직 유형에서 형광 리포터 단백질[0143]

(mCherry)의 트랜스유전자 발현을 효율적으로 구동하는 것으로 나타났다. 또한, LAP는 바이러스 벡터(예컨대,

AAV)뿐 아니라, 비-바이러스 벡터(예컨대, 플라스미드 DNA의 직접 형질주입)와 양립가능하다는 것이 밝혀졌다.

도 9a-9c에 나타낸 바와 같이, LAP 서열은 돼지 신장 세포에서 효율적인 트랜스유전자 발현을 구동한다. PK15[0144]

세포(돼지 신장 상피 세포, ATCC CCL-33)의 대표적인 이미지를 LAP1(도 9a), LAP2(도 9b), 또는 LAP1_2(도 9

c)에 의해 구동되는 mCherry를 포함하는 리포터 플라스미드의 형질주입 후 48 시간에 얻었다.

도 10a 및 10b에 나타낸 바와 같이, LAP2는 인간 신장 세포에서 효율적인 트랜스유전자 발현을 구동한다. HEK-[0145]

293 세포(인간 배아 신장 상피 세포, ATCC CRL-1573)의 대표적인 이미지를 LAP2(도 10a) 또는 EF1α 프로모터

(도 10b)에 의해 구동되는 mCherry를 포함하는 리포터 플라스미드의 형질주입 후 48 시간에 얻었다.

도 11a 및 11b에 나타낸 바와 같이, LAP2는 인간 간 세포에서 효율적인 트랜스유전자 발현을 구동한다. HepG2[0146]

세포(인간 간 상피 세포, ATCC HB-8065)의 대표적인 이미지를 LAP2(도 11a) 또는 EF1α 프로모터(도 11b)에 의

해 구동되는 mCherry를 포함하는 리포터 플라스미드의 형질주입 후 48 시간에 얻었다.

도 12aa-12bd에 나타낸 바와 같이, LAP2는 간에 걸쳐 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다. AAV-LAP2(도 12aa-[0147]

12ad) 또는 AAV-EF1α-벡터(도 12ba-12bd)의 정맥내 투여를 마우스 안구뒤 부비강 내로의 편측 주사(4 x 10
11

vg/마우스)에 의해 수행하였다. 간을 190 dpi에 수집하고 후속 IHC 및 공초점 현미경 분석을 위해 20 μm로 종

단면으로 절단하였다. 대표적인 공초점 이미지는 천연 mCherry 형광(도 12aa 및 12ba: 적색), 항-mCherry 면역

염색(도 12ab 및 12bb: 녹색), DAPI 핵 대비염색(도 12ac 및 12bc: blue) 및 병합된 면역형광 및 DAPI 이미지

(도 12ad 및 12bd)를 나타낸다.

도 13aa-13bd에 나타낸 바와 같이, LAP2는 마우스 신장에서 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다. AAV-LAP2(도[0148]

13aa-13ad) 또는 AAV-EF1α-벡터(도 13ba-13bd)의 정맥내 투여를 마우스 안구뒤 부비강 내로의 편측 주사(4 x
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10
11
 vg/마우스)에 의해 수행하였다. 신장을 190 dpi에 수집하고 후속 IHC 및 공초점-현미경 분석을 위해 20 μ

m로 종단면으로 절단하였다. 대표적인 공초점 이미지는 천연 mCherry 형광(도 13aa 및 13ba: 적색), 항-mCherry

면역염색(도 13ab 및 13bb: 녹색), DAPI 핵 대비염색(도 13ac 및 13bc: 청색) 및 병합된 면역형광 및 DAPI 이

미지(도 13ad 및 13bd)를 나타낸다.

도 14aa-14bd에 나타낸 바와 같이, LAP2는 마우스 망막에서 장기 트랜스유전자 발현을 구동한다. AAV-LAP2(도[0149]

14aa-14ad) 또는 AAV-EF1α-벡터(도 14ba-14bd)의 정맥내 투여를 마우스 안구뒤 부비강 내로의 편측 주사(4 x

10
11
 vg/마우스)에 의해 수행하였다. 망막을 190 dpi에 수집하고 후속 IHC 및 공초점-현미경 분석을 위해 20 μ

m로 횡단면으로 동결절단하였다. 대표적인 공초점 이미지는 천연 mCherry 형광(도 14aa 및 14ba: 적색), 항-

mCherry 면역염색(도 14ab 및 14bb: 녹색), DAPI 핵 대비염색(도 14ac 및 14bc: 청색) 및 병합된 면역형광 및

DAPI 이미지(도 14ad 및 14bd)를 나타낸다.

[0150]
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[0151]
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[0152]
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[0153]
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[0157]

[0158]
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본원에 원용된 모든 특허, 공개된 출원 및 참고문헌의 교시는 그 전체가 참고로 포함된다.[0159]

예시적 실시양태가 구체적으로 나타나고 기재된 한편, 형태 및 세부내용에서의 다양한 변화가 첨부된 청구범위[0160]

에 의해 포함되는 실시양태의 범위를 벗어나지 않으면서 그 내부에서 이루어질 수 있다는 것이 통상의 기술자에

의해 이해될 것이다.

도면

도면1a
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도면2b
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도면2k

도면2l

도면2m
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도면2p
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도면3a

도면3b

도면3c

공개특허 10-2021-0125014

- 64 -



도면3d

도면3ef

공개특허 10-2021-0125014

- 65 -



도면3gh

공개특허 10-2021-0125014

- 66 -



도면3i

공개특허 10-2021-0125014

- 67 -



도면3j

공개특허 10-2021-0125014

- 68 -



도면4ab

공개특허 10-2021-0125014

- 69 -



도면4cd

공개특허 10-2021-0125014

- 70 -



도면4e

공개특허 10-2021-0125014

- 71 -



도면5abc

공개특허 10-2021-0125014

- 72 -



도면5de

공개특허 10-2021-0125014

- 73 -



도면6ab

공개특허 10-2021-0125014

- 74 -



도면6cd

공개특허 10-2021-0125014

- 75 -



도면6e

도면6f

공개특허 10-2021-0125014

- 76 -



도면7ab

공개특허 10-2021-0125014

- 77 -



도면7cd

공개특허 10-2021-0125014

- 78 -



도면8a
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도면8d
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도면14

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  THE TRUSTEES OF PRINCETON UNIVERSITY

 

<120>  RECOMBINANT NUCLEIC ACIDS CONTAINING ALPHAHERPESVIRUS PROMOTER 

       SEQUENCES

<130>  5391.1018-002

<140>  PCT/US2020/016787

<141>  2020-02-05
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<150>  62/950,848

<151>  2019-12-19

<150>  62/801,524

<151>  2019-02-05

<160>  62    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  498

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  1

gggggagtcg ggggggagtc gggggggagt cggggggtcc cagttcggcg cggtctccac       60

agcgcacaaa gtccggctgc agtaaattta ctgcgggtgc agttaccctg gcggccacac      120

cggcccgatg gcgctgcagt aactctactg cagctacagt ttactacagt tgcagtaccg      180

cgcgccgccg ccaaatacta cagtagattt cctgtggccg ccgcgtactg cagtttaccg      240

cggctgcagt aaactgcagt atcgcgcggt aaattgcagt ctggcagccg cgcgttactg      300

caattagcgg tggctcccga cactctggcc aattggtgct aatgggccgt gatggtccat      360

gtgggggtga tgtaaccgcc gggcccggtt gggcactcag atggtggccg ggcgccaggc      420

caaagtgctg tctgagtgcc actttatgac tttgtttttc tcaaacaaca tcaattatgg      480

atgcacatcg tgtatata                                                    498

<210>  2

<211>  404

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  2

atccccggtc cgcgctccgc ccacccatca cagcagccgc ggacgctgcg cgccggagcg       60

gtccatctcg ccagccagcc aaccagccga gccgcccagc cgacccgaga gccccgagag      120

ccagactccc tcagccatag aagacaccgg gcgggagaga cggactgaaa aaatatatct      180

ttttttattt tgtctgggcc tggagacccg cagcaggagc ggaggtgggt gcggggccgg      240

gagccggagc aggaccggga acaggaacag gaacaggaac aggaacagga acaggagtgg      300

ggccgggagc aggagcagga gcgggagccg aagtgggggc aggagcggcg gcggccgcag      360

cagcaacagg gtcgccccag tccgcggcga ggaagaggga gctc                       404
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<210>  3

<211>  880

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  3

gggggagtcg gggggtccca gttcggcgcg gtctccacag cgcacaaagt ccggctgcag       60

taaatttact gcgggtgcag ttaccctggc ggccacaccg gcccgatggc gctgcagtaa      120

ctctactgca gctacagttt actacagttg cagtaccgcg cgccgccgcc aaatactaca      180

gtagatttcc tgtggccgcc gcgtactgca gtttaccgcg gctgcagtaa actgcagtat      240

cgcgcggtaa attgcagtct ggcagccgcg cgttactgca attagcggtg gctcccgaca      300

ctctggccaa ttggtgctaa tgggccgtga tggtccatgt gggggtgatg taaccgccgg      360

gcccggttgg gcactcagat ggtggccggg cgccaggcca aagtgctgtc tgagtgccac      420

tttatgactt tgtttttctc aaacaacatc aattatggat gcacatcgtg tatataatcc      480

ccggtccgcg ctccgcccac ccatcacagc agccgcggac gctgcgcgcc ggagcggtcc      540

atctcgccag ccagccaacc agccgagccg cccagccgac ccgagagccc cgagagccag      600

actccctcag ccatagaaga caccgggcgg gagagacgga ctgaaaaaat atatcttttt      660

ttattttgtc tgggcctgga gacccgcagc aggagcggag gtgggtgcgg ggccgggagc      720

cggagcagga ccgggaacag gaacaggaac aggaacagga acaggaacag gagtggggcc      780

gggagcagga gcaggagcgg gagccgaagt gggggcagga gcggcggcgg ccgcagcagc      840

aacagggtcg ccccagtccg cggcgaggaa gagggagctc                            880

<210>  4

<211>  902

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  4

gggggagtcg ggggggagtc gggggggagt cggggggtcc cagttcggcg cggtctccac       60

agcgcacaaa gtccggctgc agtaaattta ctgcgggtgc agttaccctg gcggccacac      120

cggcccgatg gcgctgcagt aactctactg cagctacagt ttactacagt tgcagtaccg      180

cgcgccgccg ccaaatacta cagtagattt cctgtggccg ccgcgtactg cagtttaccg      240

cggctgcagt aaactgcagt atcgcgcggt aaattgcagt ctggcagccg cgcgttactg      300

caattagcgg tggctcccga cactctggcc aattggtgct aatgggccgt gatggtccat      360

gtgggggtga tgtaaccgcc gggcccggtt gggcactcag atggtggccg ggcgccaggc      420
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caaagtgctg tctgagtgcc actttatgac tttgtttttc tcaaacaaca tcaattatgg      480

atgcacatcg tgtatataat ccccggtccg cgctccgccc acccatcaca gcagccgcgg      540

acgctgcgcg ccggagcggt ccatctcgcc agccagccaa ccagccgagc cgcccagccg      600

acccgagagc cccgagagcc agactccctc agccatagaa gacaccgggc gggagagacg      660

gactgaaaaa atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca gcaggagcgg      720

aggtgggtgc ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga acaggaacag      780

gaacaggaac aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa gtgggggcag      840

gagcggcggc ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg aagagggagc      900

tc                                                                     902

<210>  5

<211>  1054

<212>  DNA

<213>  EQUINE HERPES VIRUS

<400>  5

gggctcggcg gcggggagcc tcggtgatgg gcagcaccag gggctcggcc tcggcgtcgg       60

gctccagcag cgccacccgg cagaactcgc tcagcagctc ggggatcaga agctccgagg      120

gctccacggc cccagcgccg cgccggccgc aggcgaggta cacggggcgc agccaggccc      180

cgagtcccca tcggttggcc gcgcggtggc tctgcgcggc gccctcctca aagtccgggt      240

cgtggaaccc gaggccctcg gcctgggccc gcatgtcctt gcagccgtcg tagtcgggca      300

ggacgcgctg gcggtactcc ctcggagcca ggggaacgcg ggtgcgctcg ccggcgcgag      360

tgtccaccgt gtaggccacg ttggaggagc ggcacagcct caggggcgca gagtccgggt      420

acaggcgcgc gaacgcggcc tcggccctcg cgaacagtcc gggcccgaag agggtgctgg      480

aggtgaggac cgcgcggctg aggtggcgct cccggggcca gcgcacggcg caggcgaccc      540

gcggagtcag ggcggcccgc atgtagatgt ggtactggct gatcgcggga ccgtcctggg      600

gccaatcctc ggtggagacc gcgtccagca ccaggagctt gcgcctggcg gagcccaggc      660

gcaggcagag gtactcgacg cagccggtga aggccaggtc cccggtcgac agcagcagga      720

ccccctgggc gttgagggcc gagacgtccg gggccccggt ccagttgccg gcccaggcgt      780

gggaccgctt ggtgaggatg cggttcccca gggccgccag cagcgccgag agtcccccct      840

tgaggtcgga ccagaggggc tcgcgccgag agccgccggg gcgggaggcc gggagtccgc      900

ccagcaggtc ctcgtcctgg agcggggagt agaggaccac caccttcacg tcctcggggt      960

cggggatctg gtgcatccag gcggccctcc gtctcagcgg gccgctggcc gccagctccc     1020
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cgaagcgcgc gccgtcccgg gccggggggc cgct                                 1054

<210>  6

<211>  966

<212>  DNA

<213>  BOVINE HERPES VIRUS

<400>  6

gctccagtcg acgccgcccc ggccgtgctg ctccaggaac gcgttggcct cggcaaagtg       60

cgtgcagtga acgaagggcg ctcgtgacag cggcgagggg tggctgtacg tcagcacgag      120

gtgccgcttc ccggccgccc caaaggcccg ctgggcgtgc gcgccccaga gcatgaacac      180

cagcgggccg ctctccgcgc tcaggcgggc cagtaccgcg tgcaccagcc gcccccagcc      240

caggctagag tgcgagcccg gcgccccgct ccgcacggtg agcgaggtgt taagcagcag      300

cacgccgcgg cgcgcccagt cctctaggca gccgtgcgac ggccgcggag ctccgggaaa      360

gttcttctgc acggcagcgt agatgttctg gaggctgggt gggaccggaa cgccgcggtt      420

cacgctaaaa gccaagccgt gggcttgccc gcggctgtga taggggtcct ggcccagaat      480

gacaaccttg atgtcctcgg gtgccgcgta acgcgtccac gcgaagatgt ccgctttcgg      540

aggcagcact tgctcgacgc ggctccggcg ctcgtattcg cgcagcgcgt gtcgcgtgta      600

gggcatggcc agctcgggtt ccagcacgcg ccgccaggct tcgtggacgc caaattcagc      660

ggcgaatgcc ccccaagtaa tggcacgctg gtcttctagc gctgttacgc acgcgggaag      720

tccattgggg cgccggcgct tgggcggcgc ggcaccccgc aagcggggac aaagactttc      780

ggcgcgtttg ggccgaagcc ggggccgaag ccggggccga agccggggcc gaagccgggg      840

ccgaagccgg ggccgaagcc ggggccgaag ccggggccgg ggccggggcc ggggcatcgc      900

tagcggtaga tgccgtcgcc agggccgcag ggaccagtcg tgtggtatcg gggcggcagg      960

acgcac                                                                 966

<210>  7

<211>  979

<212>  DNA

<213>  VARICELLA ZOSTER VIRUS

<400>  7

cggggaggtg gggtcgcttt tttttttctc tctcgagggg gccgcgagag ggctggcctc       60

ctctcccggg gtccgccggg cgcccagaaa ccgggggggg gttattttcg ggggggggtc      120

cgaccagccc gcccgtcgcc cgcccgcaca gacagacaga cacttttttc ataaaaaccg      180

ttccgctttt attaacaaca aacagtccgc gcgccagtgg cgctcacgag aaaaggaggg      240
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gactccgtca cccccgactc tgcggggggc tcctcccccc gcgccctccc cacacatcgt      300

cctcgtcctc ggaggacgag gacgaggaca acagctccac cttgaccgcc gggcgcaaac      360

ccacccggcg gtctcgcagc acacccgggg ccaccgacac gatgctcacc ccaaaggatg      420

accccggtgc gtccccgtcg tccccgcccc cctcctcgct gtcccacgcg tcttcacacc      480

ccacctccca atcgtccagc tccaaagcgt gttctctgtc gtctgcggtg cgccgctgtc      540

gccccgcctg ggtttctgac ggccgttccg agcccccgtg gtgtccgaac acgaaccgtg      600

ttccgtcgct cccctccaac accgtctccg cggccccaaa accgggcggc cacattactc      660

tgggaatcgg ggggagggca ttccgagcct cgtccgccga cgcatacagc gccaccgacc      720

gaccggccac gggtggaagc acgagtggtt ctgcggcagg gtcgggttcc agcagggcgt      780

ggcggcaaaa caccctcgcc caggtgggta cgtcgccggc ctccggcccg gcggcccccg      840

gtctccgtcc ctcgggaagg aagacgggtc gaagcgcggc acccaggccc catcggtttg      900

ctgcgcggtg gctatgtgcc gcctcgtcca caaagtcggc tgccccgagc cccagacccc      960

gagactgtcg cgcgaggtc                                                   979

<210>  8

<211>  1021

<212>  DNA

<213>  MACACINE HERPES-VIRUS 1

<400>  8

gagcgcggcg cgccaggcct cggggaagag cgggtggtcg gtcagctcgg cgacgacgcg       60

cggggcgcag taggcctcga gggcggcggc ggagggcgcc ggcgtgtggc tgggccccgg      120

cggcacgcgg cgccagccgc cgcgggggtc gggcccggcg ggcggtcgcg ccgtcagcgc      180

ggcgggccgc gggcgcgggc ccggggccgg cggccccggg ggcggggccg cggcgccggg      240

ccggctcttc ttgcgcgccg gcgggcaggc ggcggcggcg gcgggcgggc gcgccggcga      300

ggagctcttg cgcttgcgcg ccggcgggcg cgcggcgccg cccgcgtctg cgtcggccag      360

cagggggcgc aggctctggt tctggaagag caggtcggcg gcggcggcgc cggcggagcg      420

cacctggcgc gggccgcgcg ccagcagcgg cgcggcggcg ccggcgacga ggctgacggc      480

gcgcacggcg gcgacggcgg cctcggcgcc gccggcgacg cggaggtccc cgcgcaggcg      540

catgagcacc agcgcgtcgc gcgtgcggcg cagctcgcgc agccagaggc gcgggcgcgg      600

cggcgcggcg gcggggccgc gcggcggcgg cacggcgcgc gcggccgcca gcccgggcac      660

ggcggccagg tcgccgccgt agccctcggc cagcgcctcc agcacggcgc ggcaggccgt      720

gaggcactcg gcggcggcgg cggccgcggc gtcgtcgtcg tcgtcgtcct cgtcctcccc      780
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cgcggccccg gcggggccgt cctccccggc gccggcgggg ccctcgtcgg agagggcggc      840

cgccaggcgg cgctgcgcgg cgatgacgcc cgcggcgccg tacccggcgg gaacggcggg      900

gaccgcggcg gcgtcgggct cgggggcggc ggcggcggcg gcggcggcgc ccgccgcggc      960

ggcgttctcg cgcgccagca ggggcgcgta cgcgcgccgc aggctggtga tgaggaagcc     1020

c                                                                     1021

<210>  9

<211>  232

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  9

atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca gcaggagcgg aggtgggtgc       60

ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggaac      120

aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa gtgggggcag gagcggcggc      180

ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg aagagggagc tc              232

<210>  10

<211>  14

<212>  DNA

<213>  UNKNOWN

<220><223>  CTCF MOTIF

<400>  10

ccgcgaggag gcag                                                         14

<210>  11

<211>  34

<212>  DNA

<213>  UNKNOWN

<220><223>  ALTERNATIVE CTCF WITH UPSTREAM STABILIZER MOTIF

<400>  11

tggtgccctc tggtggtctt ctagaggaat tgca                                   34

<210>  12

<211>  16

<212>  DNA

<213>  UNKNOWN

<220><223
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>  NUCLEAR TRANSCRIPTION FACTOR Y (NF-Y) MOTIF

<400>  12

tcagccaatc agcgag                                                       16

<210>  13

<211>  232

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  13

atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca gcaggagcgg aggtgggtgc       60

ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggaac      120

aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa gtgggggcag gagcggcggc      180

ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg aagagggagc tc              232

<210>  14

<211>  246

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  14

atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca gcaggagcgg aggtgggtgc       60

ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggaac      120

aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa gtgggggcag gagcggcggc      180

ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg aagagggagc tcccgcgagg      240

aggcag                                                                 246

<210>  15

<211>  266

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  15

atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca gcaggagcgg aggtgggtgc       60

ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggaac      120

aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa gtgggggcag gagcggcggc      180

ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg aagagggagc tctggtgccc      240

tctggtggtc ttctagagga attgca                                           266

<210>  16
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<211>  248

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  16

tcagccaatc agcgagatat atcttttttt attttgtctg ggcctggaga cccgcagcag       60

gagcggaggt gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc gggaacagga acaggaacag      120

gaacaggaac aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc aggagcggga gccgaagtgg      180

gggcaggagc ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc ccagtccgcg gcgaggaaga      240

gggagctc                                                               248

<210>  17

<211>  246

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  17

ccgcgaggag gcagatatat ctttttttat tttgtctggg cctggagacc cgcagcagga       60

gcggaggtgg gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg gaacaggaac aggaacagga      120

acaggaacag gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag gagcgggagc cgaagtgggg      180

gcaggagcgg cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc agtccgcggc gaggaagagg      240

gagctc                                                                 246

<210>  18

<211>  266

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  18

tggtgccctc tggtggtctt ctagaggaat tgcaatatat ctttttttat tttgtctggg       60

cctggagacc cgcagcagga gcggaggtgg gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg      120

gaacaggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag      180

gagcgggagc cgaagtgggg gcaggagcgg cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc      240

agtccgcggc gaggaagagg gagctc                                           266

<210>  19

<211>  248

<212>  DNA
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<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  19

atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca gcaggagcgg aggtgggtgc       60

ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggaac      120

aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa gtgggggcag gagcggcggc      180

ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg aagagggagc tctcagccaa      240

tcagcgag                                                               248

<210>  20

<211>  236

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  20

aaaaatatat ctttttttat tttgtctggg cctggagacc cgcagcagga gcggaggtgg       60

gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg gaacaggaac aggaacagga acaggaacag      120

gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag gagcgggagc cgaagtgggg gcaggagcgg      180

cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc agtccgcggc gaggaagagg gagctc          236

<210>  21

<211>  250

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  21

aaaaatatat ctttttttat tttgtctggg cctggagacc cgcagcagga gcggaggtgg       60

gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg gaacaggaac aggaacagga acaggaacag      120

gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag gagcgggagc cgaagtgggg gcaggagcgg      180

cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc agtccgcggc gaggaagagg gagctcccgc      240

gaggaggcag                                                             250

<210>  22

<211>  270

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  22

aaaaatatat ctttttttat tttgtctggg cctggagacc cgcagcagga gcggaggtgg       60
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gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg gaacaggaac aggaacagga acaggaacag      120

gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag gagcgggagc cgaagtgggg gcaggagcgg      180

cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc agtccgcggc gaggaagagg gagctctggt      240

gccctctggt ggtcttctag aggaattgca                                       270

<210>  23

<211>  252

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  23

tcagccaatc agcgagaaaa atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca       60

gcaggagcgg aggtgggtgc ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga      120

acaggaacag gaacaggaac aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa      180

gtgggggcag gagcggcggc ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg      240

aagagggagc tc                                                          252

<210>  24

<211>  250

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  24

ccgcgaggag gcagaaaaat atatcttttt ttattttgtc tgggcctgga gacccgcagc       60

aggagcggag gtgggtgcgg ggccgggagc cggagcagga ccgggaacag gaacaggaac      120

aggaacagga acaggaacag gagtggggcc gggagcagga gcaggagcgg gagccgaagt      180

gggggcagga gcggcggcgg ccgcagcagc aacagggtcg ccccagtccg cggcgaggaa      240

gagggagctc                                                             250

<210>  25

<211>  270

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  25

tggtgccctc tggtggtctt ctagaggaat tgcaaaaaat atatcttttt ttattttgtc       60

tgggcctgga gacccgcagc aggagcggag gtgggtgcgg ggccgggagc cggagcagga      120

ccgggaacag gaacaggaac aggaacagga acaggaacag gagtggggcc gggagcagga      180
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gcaggagcgg gagccgaagt gggggcagga gcggcggcgg ccgcagcagc aacagggtcg      240

ccccagtccg cggcgaggaa gagggagctc                                       270

<210>  26

<211>  252

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  26

aaaaatatat ctttttttat tttgtctggg cctggagacc cgcagcagga gcggaggtgg       60

gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg gaacaggaac aggaacagga acaggaacag      120

gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag gagcgggagc cgaagtgggg gcaggagcgg      180

cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc agtccgcggc gaggaagagg gagctctcag      240

ccaatcagcg ag                                                          252

<210>  27

<211>  329

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  27

cagccaacca gccgagccgc ccagccgacc cgagagcccc gagagccaga ctccctcagc       60

catagaagac accgggcggg agagacggac tgaaaaaata tatctttttt tattttgtct      120

gggcctggag acccgcagca ggagcggagg tgggtgcggg gccgggagcc ggagcaggac      180

cgggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa caggaacagg agtggggccg ggagcaggag      240

caggagcggg agccgaagtg ggggcaggag cggcggcggc cgcagcagca acagggtcgc      300

cccagtccgc ggcgaggaag agggagctc                                        329

<210>  28

<211>  383

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  28

cacccatcac agcagccgcg gacgctgcgc gccggagcgg tccatctcgc cagccagcca       60

accagccgag ccgcccagcc gacccgagag ccccgagagc cagactccct cagccataga      120

agacaccggg cgggagagac ggactgaaaa aatatatctt tttttatttt gtctgggcct      180

ggagacccgc agcaggagcg gaggtgggtg cggggccggg agccggagca ggaccgggaa      240
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caggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa caggagtggg gccgggagca ggagcaggag      300

cgggagccga agtgggggca ggagcggcgg cggccgcagc agcaacaggg tcgccccagt      360

ccgcggcgag gaagagggag ctc                                              383

<210>  29

<211>  397

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  29

cacccatcac agcagccgcg gacgctgcgc gccggagcgg tccatctcgc cagccagcca       60

accagccgag ccgcccagcc gacccgagag ccccgagagc cagactccct cagccataga      120

agacaccggg cgggagagac ggactgaaaa aatatatctt tttttatttt gtctgggcct      180

ggagacccgc agcaggagcg gaggtgggtg cggggccggg agccggagca ggaccgggaa      240

caggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa caggagtggg gccgggagca ggagcaggag      300

cgggagccga agtgggggca ggagcggcgg cggccgcagc agcaacaggg tcgccccagt      360

ccgcggcgag gaagagggag ctcccgcgag gaggcag                               397

<210>  30

<211>  417

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  30

cacccatcac agcagccgcg gacgctgcgc gccggagcgg tccatctcgc cagccagcca       60

accagccgag ccgcccagcc gacccgagag ccccgagagc cagactccct cagccataga      120

agacaccggg cgggagagac ggactgaaaa aatatatctt tttttatttt gtctgggcct      180

ggagacccgc agcaggagcg gaggtgggtg cggggccggg agccggagca ggaccgggaa      240

caggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa caggagtggg gccgggagca ggagcaggag      300

cgggagccga agtgggggca ggagcggcgg cggccgcagc agcaacaggg tcgccccagt      360

ccgcggcgag gaagagggag ctctggtgcc ctctggtggt cttctagagg aattgca         417

<210>  31

<211>  399

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  31

공개특허 10-2021-0125014

- 99 -



tcagccaatc agcgagcacc catcacagca gccgcggacg ctgcgcgccg gagcggtcca       60

tctcgccagc cagccaacca gccgagccgc ccagccgacc cgagagcccc gagagccaga      120

ctccctcagc catagaagac accgggcggg agagacggac tgaaaaaata tatctttttt      180

tattttgtct gggcctggag acccgcagca ggagcggagg tgggtgcggg gccgggagcc      240

ggagcaggac cgggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa caggaacagg agtggggccg      300

ggagcaggag caggagcggg agccgaagtg ggggcaggag cggcggcggc cgcagcagca      360

acagggtcgc cccagtccgc ggcgaggaag agggagctc                             399

<210>  32

<211>  397

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  32

ccgcgaggag gcagcaccca tcacagcagc cgcggacgct gcgcgccgga gcggtccatc       60

tcgccagcca gccaaccagc cgagccgccc agccgacccg agagccccga gagccagact      120

ccctcagcca tagaagacac cgggcgggag agacggactg aaaaaatata tcttttttta      180

ttttgtctgg gcctggagac ccgcagcagg agcggaggtg ggtgcggggc cgggagccgg      240

agcaggaccg ggaacaggaa caggaacagg aacaggaaca ggaacaggag tggggccggg      300

agcaggagca ggagcgggag ccgaagtggg ggcaggagcg gcggcggccg cagcagcaac      360

agggtcgccc cagtccgcgg cgaggaagag ggagctc                               397

<210>  33

<211>  417

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  33

tggtgccctc tggtggtctt ctagaggaat tgcacaccca tcacagcagc cgcggacgct       60

gcgcgccgga gcggtccatc tcgccagcca gccaaccagc cgagccgccc agccgacccg      120

agagccccga gagccagact ccctcagcca tagaagacac cgggcgggag agacggactg      180

aaaaaatata tcttttttta ttttgtctgg gcctggagac ccgcagcagg agcggaggtg      240

ggtgcggggc cgggagccgg agcaggaccg ggaacaggaa caggaacagg aacaggaaca      300

ggaacaggag tggggccggg agcaggagca ggagcgggag ccgaagtggg ggcaggagcg      360

gcggcggccg cagcagcaac agggtcgccc cagtccgcgg cgaggaagag ggagctc         417

<210>  34
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<211>  399

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  34

cacccatcac agcagccgcg gacgctgcgc gccggagcgg tccatctcgc cagccagcca       60

accagccgag ccgcccagcc gacccgagag ccccgagagc cagactccct cagccataga      120

agacaccggg cgggagagac ggactgaaaa aatatatctt tttttatttt gtctgggcct      180

ggagacccgc agcaggagcg gaggtgggtg cggggccggg agccggagca ggaccgggaa      240

caggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa caggagtggg gccgggagca ggagcaggag      300

cgggagccga agtgggggca ggagcggcgg cggccgcagc agcaacaggg tcgccccagt      360

ccgcggcgag gaagagggag ctctcagcca atcagcgag                             399

<210>  35

<211>  386

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  35

gcccacccat cacagcagcc gcggacgctg cgcgccggag cggtccatct cgccagccag       60

ccaaccagcc gagccgccca gccgacccga gagccccgag agccagactc cctcagccat      120

agaagacacc gggcgggaga gacggactga aaaaatatat ctttttttat tttgtctggg      180

cctggagacc cgcagcagga gcggaggtgg gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg      240

gaacaggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag      300

gagcgggagc cgaagtgggg gcaggagcgg cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc      360

agtccgcggc gaggaagagg gagctc                                           386

<210>  36

<211>  387

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  36

cgcccaccca tcacagcagc cgcggacgct gcgcgccgga gcggtccatc tcgccagcca       60

gccaaccagc cgagccgccc agccgacccg agagccccga gagccagact ccctcagcca      120

tagaagacac cgggcgggag agacggactg aaaaaatata tcttttttta ttttgtctgg      180

gcctggagac ccgcagcagg agcggaggtg ggtgcggggc cgggagccgg agcaggaccg      240
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ggaacaggaa caggaacagg aacaggaaca ggaacaggag tggggccggg agcaggagca      300

ggagcgggag ccgaagtggg ggcaggagcg gcggcggccg cagcagcaac agggtcgccc      360

cagtccgcgg cgaggaagag ggagctc                                          387

<210>  37

<211>  388

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  37

ccgcccaccc atcacagcag ccgcggacgc tgcgcgccgg agcggtccat ctcgccagcc       60

agccaaccag ccgagccgcc cagccgaccc gagagccccg agagccagac tccctcagcc      120

atagaagaca ccgggcggga gagacggact gaaaaaatat atcttttttt attttgtctg      180

ggcctggaga cccgcagcag gagcggaggt gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc      240

gggaacagga acaggaacag gaacaggaac aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc      300

aggagcggga gccgaagtgg gggcaggagc ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc      360

ccagtccgcg gcgaggaaga gggagctc                                         388

<210>  38

<211>  391

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  38

gctccgccca cccatcacag cagccgcgga cgctgcgcgc cggagcggtc catctcgcca       60

gccagccaac cagccgagcc gcccagccga cccgagagcc ccgagagcca gactccctca      120

gccatagaag acaccgggcg ggagagacgg actgaaaaaa tatatctttt tttattttgt      180

ctgggcctgg agacccgcag caggagcgga ggtgggtgcg gggccgggag ccggagcagg      240

accgggaaca ggaacaggaa caggaacagg aacaggaaca ggagtggggc cgggagcagg      300

agcaggagcg ggagccgaag tgggggcagg agcggcggcg gccgcagcag caacagggtc      360

gccccagtcc gcggcgagga agagggagct c                                     391

<210>  39

<211>  358

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  39
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tgcgcgccgg agcggtccat ctcgccagcc agccaaccag ccgagccgcc cagccgaccc       60

gagagccccg agagccagac tccctcagcc atagaagaca ccgggcggga gagacggact      120

gaaaaaatat atcttttttt attttgtctg ggcctggaga cccgcagcag gagcggaggt      180

gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc gggaacagga acaggaacag gaacaggaac      240

aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc aggagcggga gccgaagtgg gggcaggagc      300

ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc ccagtccgcg gcgaggaaga gggagctc        358

<210>  40

<211>  372

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  40

tgcgcgccgg agcggtccat ctcgccagcc agccaaccag ccgagccgcc cagccgaccc       60

gagagccccg agagccagac tccctcagcc atagaagaca ccgggcggga gagacggact      120

gaaaaaatat atcttttttt attttgtctg ggcctggaga cccgcagcag gagcggaggt      180

gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc gggaacagga acaggaacag gaacaggaac      240

aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc aggagcggga gccgaagtgg gggcaggagc      300

ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc ccagtccgcg gcgaggaaga gggagctccc      360

gcgaggaggc ag                                                          372

<210>  41

<211>  392

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  41

tgcgcgccgg agcggtccat ctcgccagcc agccaaccag ccgagccgcc cagccgaccc       60

gagagccccg agagccagac tccctcagcc atagaagaca ccgggcggga gagacggact      120

gaaaaaatat atcttttttt attttgtctg ggcctggaga cccgcagcag gagcggaggt      180

gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc gggaacagga acaggaacag gaacaggaac      240

aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc aggagcggga gccgaagtgg gggcaggagc      300

ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc ccagtccgcg gcgaggaaga gggagctctg      360

gtgccctctg gtggtcttct agaggaattg ca                                    392

<210>  42

<211>  374
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<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  42

tcagccaatc agcgagtgcg cgccggagcg gtccatctcg ccagccagcc aaccagccga       60

gccgcccagc cgacccgaga gccccgagag ccagactccc tcagccatag aagacaccgg      120

gcgggagaga cggactgaaa aaatatatct ttttttattt tgtctgggcc tggagacccg      180

cagcaggagc ggaggtgggt gcggggccgg gagccggagc aggaccggga acaggaacag      240

gaacaggaac aggaacagga acaggagtgg ggccgggagc aggagcagga gcgggagccg      300

aagtgggggc aggagcggcg gcggccgcag cagcaacagg gtcgccccag tccgcggcga      360

ggaagaggga gctc                                                        374

<210>  43

<211>  372

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  43

ccgcgaggag gcagtgcgcg ccggagcggt ccatctcgcc agccagccaa ccagccgagc       60

cgcccagccg acccgagagc cccgagagcc agactccctc agccatagaa gacaccgggc      120

gggagagacg gactgaaaaa atatatcttt ttttattttg tctgggcctg gagacccgca      180

gcaggagcgg aggtgggtgc ggggccggga gccggagcag gaccgggaac aggaacagga      240

acaggaacag gaacaggaac aggagtgggg ccgggagcag gagcaggagc gggagccgaa      300

gtgggggcag gagcggcggc ggccgcagca gcaacagggt cgccccagtc cgcggcgagg      360

aagagggagc tc                                                          372

<210>  44

<211>  392

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  44

tggtgccctc tggtggtctt ctagaggaat tgcatgcgcg ccggagcggt ccatctcgcc       60

agccagccaa ccagccgagc cgcccagccg acccgagagc cccgagagcc agactccctc      120

agccatagaa gacaccgggc gggagagacg gactgaaaaa atatatcttt ttttattttg      180

tctgggcctg gagacccgca gcaggagcgg aggtgggtgc ggggccggga gccggagcag      240
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gaccgggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggaac aggagtgggg ccgggagcag      300

gagcaggagc gggagccgaa gtgggggcag gagcggcggc ggccgcagca gcaacagggt      360

cgccccagtc cgcggcgagg aagagggagc tc                                    392

<210>  45

<211>  374

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  45

tgcgcgccgg agcggtccat ctcgccagcc agccaaccag ccgagccgcc cagccgaccc       60

gagagccccg agagccagac tccctcagcc atagaagaca ccgggcggga gagacggact      120

gaaaaaatat atcttttttt attttgtctg ggcctggaga cccgcagcag gagcggaggt      180

gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc gggaacagga acaggaacag gaacaggaac      240

aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc aggagcggga gccgaagtgg gggcaggagc      300

ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc ccagtccgcg gcgaggaaga gggagctctc      360

agccaatcag cgag                                                        374

<210>  46

<211>  255

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  46

ggcgggagag acggactgaa aaaatatatc tttttttatt ttgtctgggc ctggagaccc       60

gcagcaggag cggaggtggg tgcggggccg ggagccggag caggaccggg aacaggaaca      120

ggaacaggaa caggaacagg aacaggagtg gggccgggag caggagcagg agcgggagcc      180

gaagtggggg caggagcggc ggcggccgca gcagcaacag ggtcgcccca gtccgcggcg      240

aggaagaggg agctc                                                       255

<210>  47

<211>  257

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  47

cgggcgggag agacggactg aaaaaatata tcttttttta ttttgtctgg gcctggagac       60

ccgcagcagg agcggaggtg ggtgcggggc cgggagccgg agcaggaccg ggaacaggaa      120
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caggaacagg aacaggaaca ggaacaggag tggggccggg agcaggagca ggagcgggag      180

ccgaagtggg ggcaggagcg gcggcggccg cagcagcaac agggtcgccc cagtccgcgg      240

cgaggaagag ggagctc                                                     257

<210>  48

<211>  268

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  48

atagaagaca ccgggcggga gagacggact gaaaaaatat atcttttttt attttgtctg       60

ggcctggaga cccgcagcag gagcggaggt gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc      120

gggaacagga acaggaacag gaacaggaac aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc      180

aggagcggga gccgaagtgg gggcaggagc ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc      240

ccagtccgcg gcgaggaaga gggagctc                                         268

<210>  49

<211>  313

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  49

ccgcccagcc gacccgagag ccccgagagc cagactccct cagccataga agacaccggg       60

cgggagagac ggactgaaaa aatatatctt tttttatttt gtctgggcct ggagacccgc      120

agcaggagcg gaggtgggtg cggggccggg agccggagca ggaccgggaa caggaacagg      180

aacaggaaca ggaacaggaa caggagtggg gccgggagca ggagcaggag cgggagccga      240

agtgggggca ggagcggcgg cggccgcagc agcaacaggg tcgccccagt ccgcggcgag      300

gaagagggag ctc                                                         313

<210>  50

<211>  339

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  50

tctcgccagc cagccaacca gccgagccgc ccagccgacc cgagagcccc gagagccaga       60

ctccctcagc catagaagac accgggcggg agagacggac tgaaaaaata tatctttttt      120

tattttgtct gggcctggag acccgcagca ggagcggagg tgggtgcggg gccgggagcc      180
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ggagcaggac cgggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa caggaacagg agtggggccg      240

ggagcaggag caggagcggg agccgaagtg ggggcaggag cggcggcggc cgcagcagca      300

acagggtcgc cccagtccgc ggcgaggaag agggagctc                             339

<210>  51

<211>  359

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  51

ctgcgcgccg gagcggtcca tctcgccagc cagccaacca gccgagccgc ccagccgacc       60

cgagagcccc gagagccaga ctccctcagc catagaagac accgggcggg agagacggac      120

tgaaaaaata tatctttttt tattttgtct gggcctggag acccgcagca ggagcggagg      180

tgggtgcggg gccgggagcc ggagcaggac cgggaacagg aacaggaaca ggaacaggaa      240

caggaacagg agtggggccg ggagcaggag caggagcggg agccgaagtg ggggcaggag      300

cggcggcggc cgcagcagca acagggtcgc cccagtccgc ggcgaggaag agggagctc       359

<210>  52

<211>  364

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  52

ggacgctgcg cgccggagcg gtccatctcg ccagccagcc aaccagccga gccgcccagc       60

cgacccgaga gccccgagag ccagactccc tcagccatag aagacaccgg gcgggagaga      120

cggactgaaa aaatatatct ttttttattt tgtctgggcc tggagacccg cagcaggagc      180

ggaggtgggt gcggggccgg gagccggagc aggaccggga acaggaacag gaacaggaac      240

aggaacagga acaggagtgg ggccgggagc aggagcagga gcgggagccg aagtgggggc      300

aggagcggcg gcggccgcag cagcaacagg gtcgccccag tccgcggcga ggaagaggga      360

gctc                                                                   364

<210>  53

<211>  368

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  53

ccgcggacgc tgcgcgccgg agcggtccat ctcgccagcc agccaaccag ccgagccgcc       60
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cagccgaccc gagagccccg agagccagac tccctcagcc atagaagaca ccgggcggga      120

gagacggact gaaaaaatat atcttttttt attttgtctg ggcctggaga cccgcagcag      180

gagcggaggt gggtgcgggg ccgggagccg gagcaggacc gggaacagga acaggaacag      240

gaacaggaac aggaacagga gtggggccgg gagcaggagc aggagcggga gccgaagtgg      300

gggcaggagc ggcggcggcc gcagcagcaa cagggtcgcc ccagtccgcg gcgaggaaga      360

gggagctc                                                               368

<210>  54

<211>  376

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  54

cacagcagcc gcggacgctg cgcgccggag cggtccatct cgccagccag ccaaccagcc       60

gagccgccca gccgacccga gagccccgag agccagactc cctcagccat agaagacacc      120

gggcgggaga gacggactga aaaaatatat ctttttttat tttgtctggg cctggagacc      180

cgcagcagga gcggaggtgg gtgcggggcc gggagccgga gcaggaccgg gaacaggaac      240

aggaacagga acaggaacag gaacaggagt ggggccggga gcaggagcag gagcgggagc      300

cgaagtgggg gcaggagcgg cggcggccgc agcagcaaca gggtcgcccc agtccgcggc      360

gaggaagagg gagctc                                                      376

<210>  55

<211>  384

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  55

ccacccatca cagcagccgc ggacgctgcg cgccggagcg gtccatctcg ccagccagcc       60

aaccagccga gccgcccagc cgacccgaga gccccgagag ccagactccc tcagccatag      120

aagacaccgg gcgggagaga cggactgaaa aaatatatct ttttttattt tgtctgggcc      180

tggagacccg cagcaggagc ggaggtgggt gcggggccgg gagccggagc aggaccggga      240

acaggaacag gaacaggaac aggaacagga acaggagtgg ggccgggagc aggagcagga      300

gcgggagccg aagtgggggc aggagcggcg gcggccgcag cagcaacagg gtcgccccag      360

tccgcggcga ggaagaggga gctc                                             384

<210>  56

<211>  385
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<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  56

cccacccatc acagcagccg cggacgctgc gcgccggagc ggtccatctc gccagccagc       60

caaccagccg agccgcccag ccgacccgag agccccgaga gccagactcc ctcagccata      120

gaagacaccg ggcgggagag acggactgaa aaaatatatc tttttttatt ttgtctgggc      180

ctggagaccc gcagcaggag cggaggtggg tgcggggccg ggagccggag caggaccggg      240

aacaggaaca ggaacaggaa caggaacagg aacaggagtg gggccgggag caggagcagg      300

agcgggagcc gaagtggggg caggagcggc ggcggccgca gcagcaacag ggtcgcccca      360

gtccgcggcg aggaagaggg agctc                                            385

<210>  57

<211>  390

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  57

ctccgcccac ccatcacagc agccgcggac gctgcgcgcc ggagcggtcc atctcgccag       60

ccagccaacc agccgagccg cccagccgac ccgagagccc cgagagccag actccctcag      120

ccatagaaga caccgggcgg gagagacgga ctgaaaaaat atatcttttt ttattttgtc      180

tgggcctgga gacccgcagc aggagcggag gtgggtgcgg ggccgggagc cggagcagga      240

ccgggaacag gaacaggaac aggaacagga acaggaacag gagtggggcc gggagcagga      300

gcaggagcgg gagccgaagt gggggcagga gcggcggcgg ccgcagcagc aacagggtcg      360

ccccagtccg cggcgaggaa gagggagctc                                       390

<210>  58

<211>  396

<212>  DNA

<213>  PSEUDORABIES VIRUS

<400>  58

tccgcgctcc gcccacccat cacagcagcc gcggacgctg cgcgccggag cggtccatct       60

cgccagccag ccaaccagcc gagccgccca gccgacccga gagccccgag agccagactc      120

cctcagccat agaagacacc gggcgggaga gacggactga aaaaatatat ctttttttat      180

tttgtctggg cctggagacc cgcagcagga gcggaggtgg gtgcggggcc gggagccgga      240

gcaggaccgg gaacaggaac aggaacagga acaggaacag gaacaggagt ggggccggga      300
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gcaggagcag gagcgggagc cgaagtgggg gcaggagcgg cggcggccgc agcagcaaca      360

gggtcgcccc agtccgcggc gaggaagagg gagctc                                396

<210>  59

<211>  30

<212>  DNA

<213>  ARTIFICIAL SEQUENCE

<220><223>  LAP1 FORWARD PRIMER

<400>  59

gcacgcgtat ctccggaaag aggaaattga                                        30

<210>  60

<211>  33

<212>  DNA

<213>  ARTIFICIAL SEQUENCE

<220><223>  LAP1 REVERSE PRIMER

<400>  60

gcggatccta tatacacgat gtgcatccat aat                                    33

<210>  61

<211>  35

<212>  DNA

<213>  ARTIFICIAL SEQUENCE

<220><223>  LAP2 FORWARD PRIMER

<400>  61

gcacgcgtat ccccggtccg cgctccgccc accca                                  35

<210>  62

<211>  36

<212>  DNA

<213>  ARTIFICIAL SEQUENCE

<220><223>  LAP2 REVERSE PRIMER

<400>  62

gcggatccga gctccctctt cctcgccgcg gactgg                                 36
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