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명 세 서

청구범위

청구항 1 

형질전이유전자(transgene)를 포함하는 핵산 구축물로서,

i. 각각 서열번호 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 16으로 제공된 서열을 가진 이소형(isoform) a, b, c, d,

e, f, g 또는 h를 포함하는 신탁신 결합 단백질 1(STXBP1); 또는

ii. 서열번호 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 16과 적어도 95% 서열 동일성을 갖고 STXBP1로서의 기능성을 보

유하는 서열; 또는

iii. 서열번호 9에 대해 표 7에 제시된 하나 이상의 돌연변이를 포함하는 천연 생성 변이체

를 코딩하는 형질전이유전자를 포함하는 핵산 구축물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 형질전이유전자는

i. 각각 서열번호 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 또는 33으로 제공된 서열을 가진 STXBP1 전사

체 변이체 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 또는 12; 또는

ii. 서열번호 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 또는 33과 적어도 95% 또는 96% 또는 97% 또는 98%

또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열

을 코딩하는 것인 핵산 구축물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 형질전이유전자는 STXBP1 이소형 a를 코딩하고 서열번호 7의 cDNA 서열; 또는 서열번호 7과 적

어도 95% 또는 96% 또는 97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 포함하는 것인 핵산 구

축물.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 형질전이유전자에 작동 가능하게 연결된 프로모터를 추가로 포

함하고, 상기 프로모터는

i. 서열번호 1의 CAG 1.6 kb 프로모터; 또는

ii. 서열번호 2의 hSYN 프로모터; 또는

iii. 서열번호 3의 MECP2 프로모터; 또는

iv. 서열번호 4의 hNSE 프로모터; 또는

v. 서열번호 5의 CamKII 프로모터; 또는

vi. 서열번호 6의 내인성 hSTXBP1 프로모터; 또는

vii. 서열번호 37의 MECP2 인트론에 5'에서 3' 방향으로 작동 가능하게 연결된 서열번호 3의 MECP2 프로모터

를 포함하는 것인 핵산 구축물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 구축물은 서열번호 8의 SV40 폴리아데닐화 신호 서열을 포함하는 것

인 핵산 구축물.
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청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 따른 핵산 구축물을 포함하는 바이러스 벡터로서, 상기 핵산 구축물의 5' 및

/또는 3' 플랭크(flank)에서 역위 말단 반복부(ITR)를 추가로 포함하는 바이러스 벡터.

청구항 7 

제6항에 있어서,  5'ITR  및/또는 3'ITR이  천연  아데노 관련 바이러스(AAV)의 ITR을  포함하는 것인 바이러스

벡터.

청구항 8 

제6항 또는 제7항에 있어서, 3'ITR이 서열번호 18을 포함하고/하거나 5'ITR이 서열번호 19를 포함하는 것인 바

이러스 벡터.

청구항 9 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 따른 핵산 구축물 또는 제6항 내지 제8항 중 어느 한 항에 따른 바이러스 벡

터를 포함하는 바이러스 입자.

청구항 10 

제9항에 있어서, AAV2, AAV5, AAV6, AAV8, AAV9, AAV10, AAVtt 또는 이들의 조합으로 구성된 군으로부터 선택

된 AAV로부터의 VP1 캡시드 단백질을 포함하는 바이러스 입자.

청구항 11 

제10항에 있어서, 캡시드 단백질은 AAVtt 또는 AAV9로부터 유래하고, 각각 서열번호 20 또는 21, 또는 서열번호

20 또는 21과 적어도 98.5% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 포함하는 것인 바이러스 입자. 

청구항 12 

제9항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 치료에 사용하기 위한 바이러스 입자.

청구항 13 

제12항에 있어서, 중증 조기 발병 간질성 뇌병증과 관련된 STXBP1 유전 장애의 치료 및/또는 예방에 사용하기

위한 바이러스 입자.

청구항 14 

제12항 또는 제13항에 있어서, 오타하라(Ohtahara) 증후군, 웨스트(West) 증후군 또는 드라벳(Dravet) 증후군의

치료에 사용하기 위한 바이러스 입자.

청구항 15 

STXBP1 기능적 활성의 상실을 특징으로 하는 질환의 치료 및/또는 예방 방법으로서, 제9항 내지 제11항 중 어느

한 항에 따른 바이러스 입자를, 상기 치료 및/또는 예방을 필요로 하는 대상체에게 투여하는 것을 포함하는 방

법.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 질환은 병리학적 STXBP1 변이체를 유발하는, 환자의 적어도 하나의 돌연변이와 관련되어

있고, 상기 병리학적 STXBP1 변이체는 서열번호 9에 대해 표 5 및/또는 표 6에 제시된 돌연변이 또는 돌연변이

의 조합을 포함하는 것인 방법. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 예를 들어, 간질과 관련된 신경발달 장애, 예컨대, 오타하라(Ohtahara) 증후군, 웨스트(West) 증후군[0001]
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및 드라벳(Dravet) 증후군에서 확인된, 신탁신(syntaxin) 결합 단백질 1(STXBP1) 기능적 활성의 상실과 관련된

질환의 치료 및/또는 예방에 사용하기 위한 핵산 구축물, 바이러스 벡터 및 바이러스 입자에 관한 것이다. 

배 경 기 술

많은 신경발달 장애는 생애 초기에 심각한 임상 증상의 발현을 유발하는 유전적 변경과 관련되어 있다. STXBP1[0002]

의 유전적 변경은 오타하라 증후군, 웨스트 증후군 및 드라벳 증후군과 같은 중증 조기 발병 간질성 뇌병증

(EOEE)과 관련되어 있다(Saitsu et al. 2008, Stamberger et al. 2016). STXBP1 뇌병증(STXBP1-E)은 큰 스펙트

럼의 증상을 특징으로 하지만, 현재 모든 환자들이 심각한 지적 장애를 갖고 최대 85%의 환자들이 발작을 발생

시키는 것으로 확립되었다(Abramov et al. 2020). STXBP1-E는 STXBP1(Munc-18) 유전자의 우성 이형접합성 드

노보(de  novo)  돌연변이에  의해  야기될  수  있다.  미스센스(missense),  넌센스(nonsense),  프레임시프트

(frameshift), 결실(deletion), 중복(duplication) 및 스플라이스(splice) 부위 변이체를 포함하는 다수의 유

전적 변이체가 보고되었다. 대부분의 경우는 전형적으로 드 노보로 이형접합성 기능 상실(LoF) 돌연변이에 의해

야기되지만, 드문 경우 이형접합성 또는 모자이크 부모로부터 유전된다. STXBP1의 동형접합성 돌연변이를 유발

하는 최근 변이체가 기재되었다. 유전형-표현형 상관관계 연구는 현재까지 돌연변이 유형과 STXBP1-E의 상이한

발현 사이의 명확한 연관성을 확인하지 못했다.

STXBP1(Munc-18; 신탁신 결합 단백질 1)은 뉴런 및 신경내분비 세포에서 SNARE 매개(N-에틸말레이미드 민감성[0003]

인자 부착 단백질 수용체) 막 융합을 조절하는 분자 기구의 필수 구성요소이다. STXBP1은 닫힌 입체구조의 신탁

신-1에 결합하여 SNARE 복합체의 형성을 조절하는데, 이것은 시냅스 소포의 융합 및 시냅스에서의 신경전달물질

방출을 유도하는 과정이다.

도  1은  정상  조건(A)  및  질환  조건(B)  하에  시냅스  전달에  대한  STXBP1  영향의  개략도를  보여준다.[0004]

STXBP1(Munc18)은 시냅스 기구의 주요 구성요소이고 시냅스전 막에서 그와 신탁신-1의 상호작용은 신경전달물질

방출을 유발하는 중요한 단계이다. 정상 조건(A) 하에, STXBP1은 시냅스전 막에서 풍부하게 발현되며, 신탁신-1

과의 복합체 형성은 신경전달물질 방출 및 시냅스후 전류의 생성을 야기하는 효율적인 시냅스 소포 융합을 보장

한다. 질환 조건(B) 하에, 돌연변이체 STXBP1은 발현되지 않거나 신탁신-1에 직접 결합할 수 없고, 남은 정상

STXBP1  수준은  효율적인  신경전달물질  방출을  유지하기에  충분하지  않아,  시냅스후  전류  감소를  초래한다

[Patzke et al. 2015].

STXBP1 녹아웃(KO) 연구는 뉴런에서의 상기 단백질의 부재가 발생 전반에 걸쳐 시냅스 소포로부터의 신경전달물[0005]

질 분비의 완전한 상실을 유발한다는 것을 입증하였다(Verhage et al. 2000). STXBP1에 대한 이형접합성 KO 모

델(HET)의 특징규명은 STXBP1 단백질 수준의 약 50% 감소가 근간대성 경련 및 스파이크파 방전을 특징으로 하는

강한 발작 표현형을 초래함을 시사하였다(Kovacevic et al. 2018, Orock et al. 2018, Chen et al. 2020). 이

러한 HET 마우스의 확장된 표현형 분류는 손상된 인지 능력, 과다활동 및 불안증 유사 행동도 보여주었다. 가바

성(GABAergic) 뉴런에서만 이형접합성 발현을 가진 마우스의 생성은 가바성 개재뉴런으로부터 글루타메이트성

(glutamatergic) 피라미드 뉴런으로의 시냅스 전달의 차이를 강조함으로써 STXBP1 돌연변이의 기작에 대한 추가

통찰력을 제공하였다(Chen et al. 2020).

STXBP1 HET 마우스 뉴런은 정상적인 시냅스 전달을 보여주지만, 보다 상세한 분석은 STXBP1 수준의 감소가 글루[0006]

타메이트성 시냅스, 가바성 시냅스 및 신경근 시냅스에서 강한 자극 동안 시냅스 저하를 증가시킴을 시사하였다

(Toonen et al. 2006). 줄기 세포 유래 인간 뉴런을 사용한 실험은 STXBP1 수준의 20% 내지 30% 감소가 정상적

인 시냅스 기능을 현저히 감소시킴을 시사함으로써(Patzke et al. 2015), STXBP1 돌연변이의 효과가 뉴런 아형

과 종 배경 사이에 달라질 수 있음을 더 강조하였다. 대조적으로, 정상 마우스 뉴런에서의 STXBP1의 과발현은

시냅스 기능을 증가시키고(Toonen et al. 2006), 뇌에서 단백질 이소형(isoform) munc18-1a를 과발현하는 형질

전환 마우스 변종의 표현형 분석은 여러 정신분열증 관련 행동을 나타내었다(Uriguen et al. 2013). STXBP1에

대한 추가 비-시냅스 역할이 설명되었으며 피질 뉴런의 방사형 이동 기작을 조절하는 것으로 제안되었다. 따라

서, STXBP1은 또한 원형질막에서 소포 융합을 조절하여 다양한 단백질을 세포 표면에 분포시키고 골지체로부터

원형질막으로의 소포 수송을 조절할 수 있다(Hamada et al. 2016).

기능적 활성의 상실을 초래하는 STXBP1의 돌연변이는 뉴런 기능에 대한 영향을 확립하기 위해 시험관내 및 모델[0007]

시스템에서 특징규명되었다. 일반적으로 넌센스, 프레임시프트 또는 결실과 관련된, STXBP1 단백질의 절두로 이

어지는 돌연변이는 뉴런 시스템에서 검출되지 않고, 이러한 돌연변이체 단백질은 그의 RNA 메신저의 넌센스 매

개 붕괴 기작에 의해 빠르게 하향조절된다는 가설이 있다. STXBP1의 돌연변이 중 약 40% 내지 50%는 미스센스

돌연변이이고(Abramov et al. 2020), 시험관내 실험은 이러한 점 돌연변이가 STXBP1 단백질의 안정성을 감소시
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키고 뉴런 시스템에서 발현 수준 감소를 유발함을 입증하였다(Kovacevik  et  al.  2018,  Zhu  et  al.  2020).

STXBP1 미스센스 돌연변이를 보유하는 오타하라 환자의 줄기 세포 유래 뉴런의 연구도 STXBP1 단백질 수준의 감

소를 시사하였다(Yamashita et al. 2016). 보다 최근에는, 동형접합성 STXBP1 돌연변이가 확인되었으며, 시험관

내 연구는 동형접합성 L446F 돌연변이가 이형접합성 돌연변이에 대해 이전에 보고된 것보다 단백질 수준에 덜

영향을 미치면서 기능 획득 표현형을 야기함을 시사하였다(Lammertse et al. 2020).

전반적으로, STXBP1 유전 장애는 STXBP1 단백질의 기능 상실과 연관되어 있고, 돌연변이체 형태의 응집을 방지[0008]

하는 소분자 샤페론, 및 STXBP1 발현을 음성적으로 조절하는 특이적 miRNA를 하향조절하는 안티센스 올리고뉴클

레오티드를 비롯한 다수의 치료 접근법들이 제안되었다(Abramov et al. 2020). STXBP1에 대한 질환 변형 요법을

개발하는 데 있어서 복잡성은 정상적인 STXBP1 기능적 활성을 회복시킬 수 있고 임상에 적용될 수 있는 새로운

특이적 도구의 개발에 있다. 이 시점에서 기저 질환 기작을 해결하는 승인된 약물 요법은 이용될 수 없다.

STXBP1 유전 장애의 효과적인 치료에 대한 분명한 충족되지 않은 의학적 요구가 존재한다. 본 개시내용은 치유[0009]

잠재력으로 정상적인 STXBP1 기능적 활성을 회복시키기 위해 STXBP1을 과발현하는 질환 변형 유전자 요법을 제

공한다.

발명의 내용

본 발명은 유전자 요법을 통해, STXBP1 돌연변이의 영향을 보상하고 정상적인 STXBP1 기능적 활성을 회복시킬[0010]

수 있는, STXBP1 유전자의 건강한 카피를 제공한다.

본 발명은 형질전이유전자(transgene)를 포함하는 핵산 구축물로서,[0011]

i. 각각 서열번호 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 16으로 제공된 서열을 가진 이소형 a, b, c, d, e, f, g 또[0012]

는 h를 포함하는 신탁신 결합 단백질 1(STXBP1); 또는

ii. 서열번호 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 16과 적어도 95% 또는 96% 또는 97% 또는 98% 또는 99% 또는[0013]

99.5% 서열 동일성을 갖고 STXBP1로서의 기능성을 보유하는 서열; 또는

iii. 서열번호 9에 대해 표 7에 제시된 하나 이상의 돌연변이를 포함하는 천연 생성 변이체[0014]

를 코딩하는 형질전이유전자를 포함하는 핵산 구축물을 제공한다.[0015]

본 발명은[0016]

* 상기 핵산 구축물을 포함하는 바이러스 벡터;[0017]

* 상기 바이러스 벡터를 포함하는 바이러스 입자;[0018]

* STXBP1 유전 장애의 치료 및/또는 예방을 위한 상기 바이러스 입자의 의학적 용도; 및[0019]

* STXBP1 돌연변이(들)를 특징으로 하는 질환의 치료 및/또는 예방 방법으로서, 상기 바이러스 입자를, 상기 치[0020]

료 및/또는 예방을 필요로 하는 대상체에게 투여하는 것을 포함하는 방법

을 추가로 제공한다.[0021]

도면의 간단한 설명

도 1: 정상 조건(A) 및 질환 조건(B) 하에 시냅스 전달에 대한 STXBP1 영향의 개략도. STXBP1(Munc18)은 시냅스[0022]

기구의 주요 구성요소이며, 시냅스전 막에서 이와 신탁신-1의 상호작용은 신경전달물질 방출을 유발하는 결정적

인 단계이다. 정상 조건(A) 하에, STXBP1은 시냅스전 막에서 풍부하게 발현되고, 신탁신-1과의 복합체 형성은

효율적인 시냅스 소포 융합을 보장하여, 신경전달물질 방출 및 시냅스후 전류의 생성을 야기한다. 질환 조건(B)

하에, 돌연변이체 STXBP1은 발현되지 않거나 신탁신-1에 직접 결합할 수 없으며, 남은 정상 STXBP1 수준은 효율

적인 신경전달물질 방출을 유지하기에 충분하지 않아, 시냅스후 전류의 감소를 야기한다[Patzke et al. 2015].

도 2: 인간, 원숭이 및 마우스 STXBP1 서열의 단백질 서열 정렬(서열번호 9에 따른 인간 이소형 a). 이 정렬은

종 전체에 걸쳐 높은 서열 상동성을 보여준다. 원숭이 및 마우스 아미노산 서열은 인간 아미노산 서열과 동일하

다.

도 3: 설계된 구축물의 개략도. 이 도면에서, "prom"은 프로모터를 의미하고; "INT"는 인트론을 의미하고; "h"

는 인간을 의미하며; SV40은 폴리아데닐화 서열 SV40을 의미하고; "태그"는 구축물의 N 또는 C 말단에 위치한
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HA 또는 Myc 태그를 의미한다.

도 4:  (A)  항-STXBP1  항체에 의해 검출된, 다양한 프로모터(CAG,  MECP2  및 MECP2-인트론)에 의해 구동되는

hSTXBP1 플라스미드에 의해 형질감염된 AD-HEK293 세포의 면역형광 영상화. (B) 확대 구획은 STXBP1이 세포막에

국한되어 있음을 보여준다. AD=부착성, NC=음성 대조군.

도 5:  (A)  항-STXBP1  항체에 의해 검출된, 다양한 프로모터(CAG,  MECP2  및 MECP2-인트론)에 의해 구동되는

hSTXBP1 플라스미드에 의해 형질감염된 Neuro-2A 세포의 면역형광 영상화. (B) 확대는 STXBP1이 세포막에 국한

되어 있음을 보여준다. NC=음성 대조군.

도 6: 다양한 프로모터(CAG, MECP2 및 MECP2-인트론)에 의해 구동되는 hSTXBP1에 의해 형질감염된 Neuro-2A 세

포의 웨스턴 블롯 분석. 각각의 조건의 2회 기술적 재현실험이 제시되어 있다. NC = 음성 대조군, 1 = MECP2-인

트론-hSTXBP1, 2 = CAG-hSTXBP1, 3 = MECP2-hSTXBP1.

도  7:  (A)  항-Myc  항체에 의해 검출된 AD-HEK293  세포에서 CAG  프로모터에 의해 구동되는 Myc  태그부착된

hSTXBP1, 및 (B) 항-HA 항체에 의해 검출된 AD-HEK293 세포, SH-SY5Y 세포 및 Neuro-2a 세포에서 hSYN 프로모

터에 의해 구동되는 HA 태그부착된 hSTXBP1의 웨스턴 블롯 분석. 각각의 조건의 2회 기술적 재현실험이 제시되

어 있다. (C) 항-STXBP1 항체를 사용하여 AD-HEK293 세포에서도 에피토프 태그부착된 단백질을 검출하였다. NC

= 음성 대조군, 1 = CAG-hSTXBP1-Myc, 2 = CAG-Myc-hSTXBP1, 3 = hSYN-HA-hSTXBP1. (A)의 NC 레인에 있는 배경

단백질 밴드는 항-Myc 항체에 의한 내인성 Myc의 검출로 인한 것이다.

도 8: iPSC 유래 글루타메이트성 뉴런에서 SXTBP1 카세트의 렌티바이러스 벡터 형질도입. 영상은 대조군 조건

(형질도입되지 않음) 하에서의 STXBP1 발현 및 hSyn 또는 MECP2 프로모터의 조절 하에 있는 카세트의 형질도입

후 STXBP1 발현의 대표적인 사진을 보여준다.

도 9: 마우스 1차 뉴런에서 STXBP1의 AAV9 형질도입. (A) MOI 5.0E+5 GC/세포에서 AAV9 바이러스 벡터가 형질

도입된 1차 마우스 피질 뉴런에서 STXBP1 염색의 대표적인 영상. 사진은 대조군 조건(형질도입되지 않음), 및

hSyn, MECP2 또는 MECP2-인트론 프로모터의 조절 하에서의 STXBP1 발현을 보여준다. (B) 동일한 1차 마우스 피

질 뉴런에서 HA 염색(우측)과 STXBP1 염색(좌측)의 비교.

도 10: MAP2 양성 뉴런에서 STXBP1 과발현의 공국소화. 영상은 AAV9 바이러스 벡터의 형질도입 후 마우스 1차

뉴런에서 항-HA 태그 염색(좌측 패널) 및 항-MAP2 염색(우측 패널)의 대표적인 사진이다. 화살표는 STXBP1(HA)

및 뉴런 마커(MAP2)를 발현하는 세포의 예를 표시한다.

도 11: 바이러스 벡터 DNA 카피 분석. AAV 치료 후 5주령 마우스의 좌측 해마 및 좌측 전두엽 피질로부터의 이

배체 마우스 게놈의 수에 의해 정규화된 SV40pA(유인원 바이러스 40의 폴리A 신호)의 qPCR 데이터. 비히클 및 4

개의 AAV9 형질도입 군(대조군 바이러스, hSyn, MECP2, MECP2-인트론)에 대한 데이터가 제시되어 있다. 결과는

평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 12: STXBP1 mRNA 발현 분석. 데이터는 2개의 기준 유전자로 정규화되고 모든 군의 평균 발현(평균 ± SD)으

로 스케일링된 상대적 발현으로서 표현되어 있다. AAV 치료 후 5주령 마우스의 좌측 해마 및 좌측 전두엽 피질

조직으로부터 분석을 수행하였다. 비히클 및 4개의 AAV9 형질도입 군(대조군 바이러스, hSyn, MECP2, MECP2-인

트론)에 대한 데이터가 제시되어 있다.

도 13: 웨스턴 블롯에 의한 단백질 분석. (도 13a) 피질에서 다양한 카세트들에 대한 HA 태그 발현을 보여주는

웨스턴 블롯(군당 n = 5 내지 7). GAPDH는 로딩 대조군으로서 사용되었다. (도 13b) HA 태그 밴드 강도의 정량,

각각의 샘플은 GAPDH 로딩 대조군으로 정규화된다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 14: AAV9-hSyn-NLS-eGFP-NLS 바이러스의 GFP 리포터를 사용하였을 때 마우스 뇌에서 감염된 세포의 분포.

(A) AAV9-hSyn1-NLS-GFP-NLS icv를 제공받고 1개월 후에 희생되고 GFP를 표지부착하도록 면역염색된 마우스 뇌

의 시상 절편. GFP를 발현하는 세포의 분포는 뇌 전체의 앞쪽에서 뒤쪽으로 관찰되었다. GFP+ 세포를 나타내는

주요 뇌 영역들 중 일부는 직사각형으로 강조되어 있다. (B 내지 G): A로부터의 GFP+ 세포를 보여주는 뇌 영역

의 고배율(화살표는 GFP+ 세포를 표시함).

도 15: AAV9-hSyn-NLS-eGFP-NLS 바이러스로부터 GFP 리포터를 발현하는 세포의 특징규명. (A 내지 F) GFP 및

뉴런  마커  NeuN,  (G  내지  L)  GFP  및  성상세포  마커  GFAP를  검출하기  위해  이중  면역형광  표지부착을

수행하였다. (A 내지 C) GFP 및 (D 내지 F) NeuN 둘 다에 대해 양성을 띠는 세포는 모든 뇌 영역들에서 관찰되

었으며(화살표는 이중 표지부착된 세포를 표시함), 이는 뉴런이 형질도입되어 상기 리포터 유전자를 발현했음을

공개특허 10-2024-0099360

- 7 -



시사한다. 대조적으로, GFAP 양성 세포(J 내지 L)에서 GFP 신호가 검출되지 않았는데(G 내지 I), 이는 성상세포

가 상기 리포터 유전자를 발현하지 않았음을 암시한다.

도 16: AAV9 투여 후 마우스 뇌에서 다양한 프로모터들로부터의 HA-STXBP1 융합 단백질의 분포. 다양한 프로모

터들로부터 과발현된 HA 태그부착된 STXBP1의 분포를 HA에 대한 면역조직화학으로 마우스의 뇌에서 연구하였다.

음성 대조군 조건으로서, (A) PBS만 또는 (B) AAV9-hSyn-GFP 바이러스 icv를 제공받은 동물에서는 HA 신호가 관

찰되지 않았다. (C) 항체 선택성의 음성 대조군(NC)으로서, AAV9-MECP2-인트론-HA-STXBP1 바이러스를 제공받았

지만 면역조직화학 절차 동안 1차 HA 항체가 생략된 동물에서는 HA 신호가 관찰되지 않았다. (D 내지 F) HA 신

호는 다양한 프로모터들로부터 HA-STXBP1을 발현하는 다양한 바이러스가 주사된 모든 동물들의 뇌에서 관찰되었

다. 3개의 프로모터는 대뇌 피질, 해마, 선조체, 후각 구근, 흑질 및 전뇌의 섬유관에서 관찰된 주요 발현과 함

께 전체 뇌에 걸쳐 HA 분포의 공통 패턴을 유발하였다. 프로모터들 사이의 현저한 HA 분포 차이는 표 16에 보고

되어 있다.

도 17: AAV9 투여 후 해마에서 다양한 프로모터들로부터의 HA-STXBP1 융합 단백질의 분포. 해마의 상이한 부분

을 식별하는 데 사용되는 (A 내지 C) HA 및 (D 내지 F) 뉴런 마커 NeuN을 검출하기 위해 이중 면역형광 표지부

착을 수행하였다. 3개의 프로모터 모두가 전체 해마, 주로 뉴런 돌기(Mol, LMol, Or, MF) 및 때때로 세포체에서

HA 발현을 유발하였다. (F) MECP2-인트론 프로모터는 다른 2개의 프로모터(D, E)에 비해 더 우수한 범위 및 더

높은 HA 신호 강도를 유발하였다. LMol: 해마의 라쿠노섬(lacunosum) 분자층; MF: 이끼 섬유; Mol: 치상회의 분

자층; Or: 상행층(stratum oriens).

도 18: 다양한 프로모터들로부터 HA-STXBP1을 발현하는 세포의 특징규명. 이중 면역형광 표지부착을 수행하여

(A 내지 C) HA 및 (D 내지 F) 뉴런 마커 NeuN을 검출하였다. HA에 대해 양성을 나타내었고 종종 뇌의 상이한 영

역에서 관찰된 세포체도 NeuN에 대해 양성을 나타내었는데, 이는 3개의 프로모터 모두가 뉴런에서 형질전이유전

자 발현을 유도한다는 것을 뒷받침한다. 화살표는 이중 표지부착된 세포를 표시한다. 

도 19: qPCR에 의한 마우스 뇌 내의 STXBP1 변이체 mRNA 수준 분석. WT(야생형) 한배새끼 및 HET(이형접합성)

마우스(군당 n = 11 내지 13)의 꼬리 피질(우측 반구)로부터 얻은 뇌 조직 샘플의 mRNA 분석. (도 19a): 총 내

인성 STXBP1의 mRNA 발현 분석(모든 STXBP1 전사체를 인식하는 공통 프로브). (도 19b) 및 (도 19c): 긴 이소

형(B)  또는 짧은 단백질 이소형(C)을 특이적으로 인식하는 2개의 상이한 프로브를 사용한, STXBP1  변이체의

mRNA 발현 분석. 데이터는 2
-ΔCt

 값을 계산함으로써 mRNA 발현 수준으로서 제시되고, 이때 발현은 2개의 기준 유

전자의 평균으로 정규화되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 20: 웨스턴 블롯에 의한 마우스 뇌의 STXBP1 단백질 수준 분석. WT(야생형) 한배새끼 및 HET(이형접합성) 마

우스(군당 n = 11 내지 13)의 우측 전두엽(내측) 피질의 조직 샘플을 분석하였다. (A): 총 STXBP1 단백질 발현

을 나타내는 웨스턴 블롯. (B): (A)에서의 각각의 웨스턴 블롯의 정량 데이터. Β-액틴은 정규화를 위한 로딩

대조군으로서 사용되었다. "WT" 군은 스케일링 군으로서 사용되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 21: LC-MS에 의한 마우스 뇌의 STXBP1 변이체 단백질 수준 분석. WT(야생형) 한배새끼 및 HET(이형접합성)

마우스(군당 n = 11 내지 13)의 전두엽 피질의 측면 절반의 조직 샘플을 분석하였다. (도 21a): 총 STXBP1 펩티

드 대 STXBP1  긴 이소형 대 STXBP1  짧은 이소형의 정량. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. (도 21b):

STXBP1 짧은 이소형 및 긴 이소형을 나타내는 웨스턴 블롯. (도 21c): 도 21b에서의 웨스턴 블롯 각각의 조합된

정량 데이터. B-액틴은 로딩 대조군으로서 사용되었다. 데이터는 각각의 STXBP1 이소형의 밴드 강도와 각각의

B-액틴 밴드 사이의 비로서 제시되어 있다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 22: 웨스턴 블롯에 의한 마우스 뇌의 신탁신-1A(STX1A) 단백질 수준 분석. 마우스 뇌 조직 샘플에서의 STX1A

단백질 발현의 정량(군당 n = 11 내지 13). Β-액틴은 정규화를 위한 로딩 대조군으로서 사용되었다. "WT" 군은

스케일링 군으로서 사용되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 23: qPCR에 의한 마우스 뇌의 AAV 형질도입 효율 분석(주사 후 7주) (도 23a) 비히클-PBS가 주사된 WT 마우

스(WT),  비히클-PBS가  주사된  HET  마우스(HET),  STXBP1  긴  변이체가  주사된  HET  마우스(HET-AAV9(L))  및

STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S))에서 바이러스 게놈 카피의 qPCR에 의한 절대적 정량. 샘

플을 꼬리 피질(우측 반구)로부터 채취하고 이배체 마우스 게놈의 절대적 수로 정규화된 SV40pA를 사용하여 정

량하였다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 군당 n = 14마리 또는 15마리의 동물을 분석하고 비모수 일원

ANOVA(크루스칼-왈리스(Kruskal-Wallis) 검정)에 이어 던(Dunn) 사후 다중 비교 검정을 적용하였다. 형질도입

군 사이에는 유의미한 차이가 관찰되지 않았다. (도 23b) SV40 폴리A의 mRNA 발현 분석 및 (도 23c) 인간 특이
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적 STXBP1. 데이터는 2
-ΔCt

 값을 계산함으로써 mRNA 발현 수준으로서 제시되고, 이때 발현은 2개의 기준 유전자

의 평균으로 정규화되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 군당 n = 14마리 또는 15마리의 동물을 분석

하고, 비모수 일원 ANOVA(크루스칼-왈리스 검정)에 이어 던 사후 다중 비교 검정을 적용하였다. 형질도입 군 사

이에는 유의미한 차이가 관찰되지 않았다.

도 24: qPCR에 의한 마우스 뇌 내의 AAV 치료 후 STXBP1 변이체 발현 분석(주사 후 7주). 짧은 변이체(A) 또는

긴 변이체(B)의 총(마우스 및 인간) 수준을 구체적으로 측정하는 프로브를 사용하여 STXBP1 변이체 mRNA 발현

분석을 수행하였다. 데이터는 2
-ΔCt

 값을 계산함으로써 mRNA 발현 수준으로서 제시되고, 이때 발현은 2개의 기준

유전자의 평균으로 정규화되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 군당 n = 14마리 내지 16마리의 동물

을 분석하였다.

도 25: 웨스턴 블롯에 의한 마우스 뇌 내의 AAV 치료 후 STXBP1 변이체 발현 분석(주사 후 7주). 비히클-PBS가

주사된 WT  마우스(WT),  비히클-PBS가 주사된 HET  마우스(HET),  STXBP1  긴 변이체가 주사된 HET  마우스(HET-

AAV9(L)) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S))에서 우측 전두엽(내측) 피질의 샘플의 웨스

턴 블롯에 의한 단백질 분석.

(도 25a) 총 STXBP1(긴 변이체 및 짧은 변이체) 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량.

(도 25b) 긴 STXBP1 변이체 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량.

(도 25c) 짧은 STXBP1 변이체 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량.

(도 25d) 신탁신-1A 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량

B-액틴은 각각의 STXBP1 및 STX1A 밴드 강도의 정규화를 위한 로딩 대조군으로서 사용되었다. 비히클 WT 군(W

T)은 스케일링 군으로서 사용되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 비모수 일원 ANOVA(크루스칼-왈리

스 검정)에 이어 던 사후 다중 비교 검정을 이용하여 데이터를 분석하였다(*<p.0.05;  **p<0.01  ***p<0.001;

****p<0.0001).

도 26: 면역조직화학에 의한 마우스 뇌 내의 AAV 치료 후 HA 태그부착된 STXBP1 발현의 뇌 분포(주사 후 7주).

HA 태그부착된 STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스의 시상 절편에 대해 HA 태그 염색을 수행하였고 비히클

(PBS)로 치료받은 마우스와 비교하였다. AAV 치료군(동물 6023) 및 비히클 치료군(동물 6009)에 대한 대표적인

뇌 절편의 예가 제시되어 있다. 동물 6023(AAV 치료)의 주요 뇌 영역에서는 강한 HA 염색이 관찰되는 반면, PBS

치료군(동물 6009)에서는 HA 염색이 관찰되지 않는다.

도 27: 주사 후 6주 내지 7주(도 27a 및 27b) 및 24주(도 27c 및 27d)에서 EEG에 의한 STXBP1 HET 마우스 뇌

내의 AAV 치료 후 스파이크파 방전(SWD) 분석. (도 27a) 비히클-PBS가 주사된 WT 마우스(WT, n=10), 비히클-

PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=19), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(L), n=15) 및 STXBP1

짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=16)에서 SWD의 평균 수. 주사 후 6주 내지 7주에서 연속 7일

동안 24시간에 걸쳐 SWD를 분석하였다. (도 27b) "발작이 없는" 동물(기록 동안 임의의 SWD가 검출되지 않음)

및 "발작이 있는" 동물(기록 동안 SWD가 검출됨)의 수의 분석. (도 27c) 비히클-PBS가 주사된 WT 마우스(WT,

n=5), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=12), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(L), n=9)

및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=11)에서 SWD의 평균 수. 주사 후 24주에서 연속 7

일 동안 24시간에 걸쳐 SWD를 분석하였다. (도 27d) 주사 후 24주에서 "발작이 없는" 동물(기록 동안 임의의

SWD가 검출되지 않음)과 "발작이 있는" 동물(기록 동안 SWD가 검출됨)의 수의 분석. 비모수 일원 ANOVA(크루스

칼-왈리스 검정)에 이어 던 사후 다중 비교 검정으로 군 사이의 차이를 분석하였고(****p<0.0001, ***p<0.001)

발작 없음 분석을 위해 카이제곱 우발성 검정을 이용하였다.

도  28:  STXBP1  HET  마우스에서 AAV  치료  후  체중  분석(주사 후 1주  내지 22주)  (A)  비히클-PBS가 주사된

WT(n=17)  및 HET  마우스(n=16)에서 연령의 함수로서 평균 체중. 이원 반복 측정 ANOVA에 이은 비보정 피셔

(Fisher)  LSD  사후  다중  비교  검정으로  군  사이의  차이를  분석하였다(*<p.0.05;  **p<0.01;  ***p<0.001;

****p<0.0001).  (B)  비히클-PBS가  주사된  WT  마우스(WT,  n=17)  및  비히클-PBS가  주사된  HET  마우스(HET,

n=16), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우

스(HET-AAV9(S), n=13)에서 22주령에서 측정된 평균 체중. 모수 일원 ANOVA에 이어 비보정 피셔 LSD 사후 다중

비교 검정으로 군 사이의 차이를 분석하였다(**p<0.01, ****p<0.0001; ns, 유의미하지 않음). 막대 그래프는 평

균 ± SEM이다.
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도 29: STXBP1 HET 마우스에서 AAV 치료 후 뒷다리 움켜쥐기의 분석(주사 후 4주 내지 22주) (A) 비히클-PBS가

주사된 WT 마우스(WT, n=17), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=16), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마

우스(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=13)에서 연령의 함수로

서 평균 뒷다리 움켜쥐기 점수. (B) 비히클-PBS가 주사된 WT 마우스(n=17), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스

(n=16), AAV9/MECP2-int-STXBP1-L이 주사된 HET 마우스(n=10) 및 AAV9/MECP2-int-STXBP1-S가 주사된 HET 마우

스(n=13)에서 22주령에서 기록된 평균 뒷다리 움켜쥐기 점수. 비모수 일원 ANOVA(크루스칼-왈리스 검정)에 이어

비보정 던 사후 다중 비교 검정으로 군 사이의 차이를 분석하였다(*<p.0.05; **p<0.01; ****p<0.0001; ns, 유

의미하지 않음). 막대 그래프는 평균 ± SEM이다.

도 30: AAV 치료 후 와이어 매달리기 시험에서 STXBP1 HET 마우스의 분석(주사 후 8주). 비히클-PBS가 주사된

WT 마우스(WT, n=17),  비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=16),  STXBP1  긴 변이체가 주사된 HET 마우스

(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=13)에서 8주령에서 사지 와

이어 매달리기 시험에서 측정된 낙하 지연시간. 모수 일원 ANOVA에 이어 비보정 피셔 LSD 사후 다중 비교 검정

으로 군 사이의 차이를 분석하였다(****p<0.0001; ns, 유의미하지 않음). 막대 그래프는 평균 ± SEM이다.

도 31: AAV 치료 후 공포 컨디셔닝 시험에서 STXBP1 HET 마우스의 분석(주사 후 10주) (A) 비히클-PBS가 주사된

WT 마우스(WT, n=17),  비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=16),  STXBP1  긴 변이체가 주사된 HET 마우스

(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=13)에서 공포 컨디셔닝 훈련

단계로부터 24시간 후 10주령에서 수행된 상황적 공포 기억 시험 동안 평균 오싹하는 듯한 행동. 모수 일원

ANOVA에  이어  비보정  피셔  LSD  사후  다중  비교  검정으로  군  사이의  차이를  분석하였다(*<p.0.05;

****p<0.0001). (B) 상황적 공포 기억 시험 1시간 후 (A)에서와 동일한 동물에서 수행된 단서 공포 기억 시험

동안 평균 오싹하는 듯한 행동. 모수 일원 ANOVA에 이어 비보정 피셔 LSD 사후 다중 비교 검정으로 군 사이의

차이를 분석하였다(*p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001). 막대 그래프는 평균 ± SEM이다.

서열의 간단한 설명
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[표 1]
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 지금부터 특정 비제한적 측면 및 이의 실시양태에 대해 특정 도면 및 실시예를 참조함으로써 설명될[0023]

것이다.

달리 표시되지 않는 한, 기술 용어는 그의 일반적인 의미로 사용된다. 특정 의미가 특정 용어에 부여되는 경우,[0024]

용어의 정의는 그 용어가 사용되는 맥락에 따라 제공될 것이다.

단수 명사, 예를 들어, “하나”, “한” 또는 “상기 하나”를 언급할 때 부정관사 또는 정관사가 사용되는 경[0025]

우, 달리 구체적으로 언급되지 않는 한, 이것은 그 명사의 복수형을 포함한다.

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "포함하는"은 다른 요소를 배제하지 않는다. 본 개시내용의 목적을 위해, 용[0026]

어 "로 구성된"은 용어 "포함하는"의 바람직한 실시양태인 것으로 간주된다.

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "치료", "치료하는" 등은 원하는 약리학적 및/또는 생리학적 효과를 수득하는[0027]

것을 의미한다. 효과는 질환 또는 이의 증상을 완전히 또는 부분적으로 예방한다는 관점에서 예방적일 수 있고/

있거나, 질환 및/또는 질환에 기인한 불리한 증상에 대한 부분적 또는 완전한 치유의 관점에서 치료적일 수 있

다. 따라서, 치료는 포유동물, 특히 인간에서 질환의 임의의 치료를 커버하고, (a) 질환에 걸리기 쉬운 경향이

있지만 아직 질환을 가진 것으로서 진단되지 않은 대상체, 즉 인간에서 질환 증상이 발생하는 것을 예방하는

것; (b) 질환을 억제하는 것, 즉 질환의 발병을 저지하는 것; 및 (c) 질환을 완화하는 것, 즉 질환의 퇴행을 야

기하는 것을 포함한다.

신탁신 결합 단백질 1[0028]

8개의 단백질 이소형을 코딩하는, 인간 STXBP1의 12개 전사체 변이체가 확인되었다. 아미노산 서열은 설치류와[0029]

인간 사이에 고도로 보존되어 있다. 중추신경계에서, STXBP1은 뉴런에서 특이적으로 발현되며 피질, 소뇌, 해마

및 기저 신경절을 포함하는 주요 뇌 영역에 걸쳐 광범위하게 분포된다(Kalidas et al. 2000). 짧은 버전과 긴

버전을 포함하는 두 가지 주요 스플라이스 변이체가 설명되었다.

Munc18-1a(aa 568-603): GSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME(서열번호 38).[0030]

Munc18-1b(aa 568-594): GSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS(서열번호 39).[0031]

더 긴 스플라이스 버전(M18L, Munc18-1a, 603개 아미노산)은 마지막 25개의 C-말단 아미노산에서 차이를 보여주[0032]

고 래트 뇌의 시냅스 수준 및 가바성 뉴런에서 대부분 발현되는 것으로 보고되어 있다(Ramos et al. 2015). 더

작은 스플라이스 버전(M18S, Munc18-1b, 594개 아미노산)은 다양한 세포 구획에 국한되어 있으며 가바성 뉴런과

글루타메이트성 뉴런에서 더 편재적으로 발현된다. 기능적 연구는 STXBP1 스플라이스 변이체가 시냅스 가소성에

서 다양한 역할을 할 수 있음을 시사하였다(Meijer et al. 2015).

STXBP1 유전자는 염색체 9q34.11(GRCh38 게놈 좌표: chr9:127,579,370-127,696,029)에 위치하며, 인간 코딩된[0033]

단백질은 래트 및 뮤린 STXBP1과 높은 수준의 동일성을 가진다(Swanson et al. 1998). STXBP1 유전자는 25개의

엑손을 함유한다. STXBP1 1차 전사체에서 최종 엑손의 대안적 스플라이싱은 정지 코돈을 함유하는 110 bp의 서

열을 포함하거나 건너뛰어, STXBP1에 대한 2개의 상이한 C-말단 아미노산 서열을 생성할 수 있다. 603개 아미노

산 단백질(서열번호 9)을 코딩하는 STXBP1-202 전사체(ENST00000373302.8)(서열번호 22)는 가장 길다. STXBP1-

201(ENST00000373299.5)(서열번호 23)은 594개 아미노산 단백질(서열번호 10)을 코딩한다. 이 변이체들 둘 다가

중추신경계에서 검출되지만, 이들의 발현 패턴은 뇌 조직과 세포 유형 사이에 달라질 수 있다(Ramos-Miguel et

al. 2015).

인간 STXBP1의 12개 전사체 변이체 및 8개 단백질 이소형은 표 2에 요약되어 있다.[0034]
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표 2

[0035]

신탁신 결합 단백질 1 또는 STXBP1은 때때로 당업계에서 표 3에 나열된 대안적 명칭으로 지칭된다. 가장 일반적[0036]

인 명칭은 "Munc18-1"이고 덜 일반적인 명칭은 "Sec1"이다. 허용되는 유전자 명칭은 STXBP1이다.
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표 3

[0037]

인간, 원숭이 및 마우스 STXBP1 서열(서열번호 9에 따른 인간 이소형 a)의 단백질 서열 정렬은 도 2에 제시되어[0038]

있다. 이 정렬은 종 전체에 걸쳐 높은 서열 상동성을 보여준다. 원숭이 및 마우스 아미노산 서열은 인간 아미노

산 서열과 동일하다.

형질전이유전자[0039]

본 발명은 [0040]

i. 각각 서열번호 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 16으로 제공된 서열을 가진 이소형 a, b, c, d, e, f, g 또[0041]

는 h를 포함하는 신탁신 결합 단백질 1(STXBP1); 또는

ii. 서열번호 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 또는 16과 적어도 95% 또는 96% 또는 97% 또는 98% 또는 99% 또는[0042]

99.5% 서열 동일성을 갖고 STXBP1로서의 기능성을 보유하는 서열; 또는

iii. 서열번호 9에 대해 표 7에 제시된 하나 이상의 돌연변이를 포함하는 천연 생성 변이체[0043]

를 코딩하는 형질전이유전자를 포함하는 핵산 구축물을 제공한다.[0044]

용어 "형질전이유전자"는 유전자 요법에서 활성 성분으로서 사용하기 위한 유전자 생성물을 코딩하는 핵산 분자[0045]

("핵산 분자"와 "핵산"은 상호교환 가능하게 사용됨), DNA 또는 cDNA를 의미한다. 유전자 생성물은 하나 이상의

펩티드 또는 단백질일 수 있다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 9로 제공된 서열; 또는 서열번호 9와 적어도 95% 또는 96% 또는[0046]

97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 가진 STXBP1 이소형 a를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 10으로 제공된 서열; 또는 서열번호 10과 적어도 95% 또는 96% 또[0047]

는 97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 가진 STXBP1 이소형 b를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 11로 제공된 서열; 또는 서열번호 11과 적어도 95% 또는 96% 또는[0048]

97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 가진 STXBP1 이소형 c를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 12로 제공된 서열; 또는 서열번호 12와 적어도 95% 또는 96% 또는[0049]
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97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열 을 가진 STXBP1 이소형 d를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 13으로 제공된 서열; 또는 서열번호 13과 적어도 95% 또는 96% 또[0050]

는 97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 가진 STXBP1 이소형 e를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 14로 제공된 서열; 또는 서열번호 14와 적어도 95% 또는 96% 또는[0051]

97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 가진 STXBP1 이소형 f를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 15로 제공된 서열; 또는 서열번호 15와 적어도 95% 또는 96% 또는[0052]

97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 가진 STXBP1 이소형 g를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 서열번호 16으로 제공된 서열; 또는 서열번호 16과 적어도 95% 또는 96% 또[0053]

는 97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 가진 STXBP1 이소형 h를 코딩한다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 [0054]

i. 각각 서열번호 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 또는 33으로 제공된 서열을 가진 STXBP1 전사[0055]

체 변이체 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 또는 12; 또는

ii. 서열번호 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 또는 33과 적어도 95% 또는 96% 또는 97% 또는 98%[0056]

또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열

을 코딩한다.[0057]

당업계의 통상적인 관행과 마찬가지로, STXBP1 전사체 변이체 1 내지 12의 mRNA 서열은 기준 게놈 서열과의 일[0058]

관성을 위해 DNA 서열로서 보고된다(국립 생명공학 정보 센터, www.ncbi.nlm.nih.gov). 이것의 목표는 보고된

불일치가 더 적은 게놈 정렬을 보다 직접적으로 수행하는 것이다. 예를 들어, STXBP1 이소형 a, b 또는 c를 발

현하기 위해, 당업자는 전사체 변이체 1, 2 또는 3으로부터 cDNA를 발현할 것이다.

한 실시양태에서, 형질전이유전자는 STXBP1 이소형 a를 코딩하고 서열번호 7의 cDNA 서열; 또는 서열번호 7과[0059]

적어도 95% 또는 96% 또는 97% 또는 98% 또는 99% 또는 99.5% 서열 동일성을 가진 서열을 포함한다.

용어 "핵산" 및 "폴리뉴클레오티드" 또는 "뉴클레오티드 서열"은 단량체성 뉴클레오티드로 구성되거나 이를 포[0060]

함하는 임의의 분자를 지칭하기 위해 상호교환 가능하게 사용될 수 있다. 핵산은 올리고뉴클레오티드 또는 폴리

뉴클레오티드일 수 있다. 뉴클레오티드 서열은 DNA 또는 RNA일 수 있다. 뉴클레오티드 서열은 화학적으로 변형

될 수 있거나 인공적일 수 있다. 뉴클레오티드 서열은 펩티드 핵산(PNA), 모르폴리노 및 잠금 핵산(LNA)뿐만 아

니라, 글리콜 핵산(GNA) 및 트레오스 핵산(TNA)도 포함한다. 이 서열들 각각은 분자 골격의 변화에 의해 천연

생성 DNA 또는 RNA와 구별된다. 포스포로티오에이트 뉴클레오티드가 사용될 수 있다. 다른 데옥시뉴클레오티드

유사체는 메틸포스포네이트, 포스포라미데이트, 포스포로디티오에이트, N3'P5'-포스포라미데이트 및 올리고리보

뉴클레오티드 포스포로티오에이트, 및 이들의 2'-O-알릴 유사체 및 2'-O-메틸리보뉴클레오티드 메틸포스포네이

트를 포함한다.

용어 "핵산 구축물"은 재조합 DNA 기술의 이용으로부터 생성된 비천연 생성 핵산을 의미한다. 특히, 핵산 구축[0061]

물은 자연에 존재하지 않는 방식으로 조합되거나 병치된 핵산 서열의 분절을 함유하도록 변형된 핵산 분자이다.

특정 실시양태에서, 상기 핵산 구축물은 STXBP1의 천연 생성 또는 재조합 기능적 변이체의 코딩 서열과 적어도[0062]

70%, 80%, 90%, 95%, 99% 또는 100% 동일성을 가진 코딩 핵산 서열의 전부 또는 단편을 포함한다.

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "단편"은 기준 서열의 연속 부분을 의미한다. 예를 들어, 길이가 1000개 뉴클[0063]

레오티드인 서열의 단편은 상기 서열의 5개, 50개 또는 500개의 연속 뉴클레오티드를 의미할 수 있다.

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "병리학적 변이체"는 기준 서열에 비해 변형되어 있고 상기 기준 서열에 비해[0064]

손상된 기능을 가진 핵산 또는 아미노산 서열을 의미한다. STXBP1의 병리학적 변이체 및 가능한 병리학적 변이

체는 각각 표 5 및 6에 제시되어 있다.

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "기능적 변이체"는 기준 서열에 비해 변형되어 있지만 상기 기준 서열의 기능[0065]

을 보유하는 핵산 또는 아미노산 서열을 의미한다. STXBP1의 기능적 변이체는 표 7에 제시되어 있다.

용어 "서열 동일성" 또는 "동일성"은 2개의 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드 서열들의 정렬로부터 위치에서[0066]

일치(동일한 핵산 또는 아미노산 잔기)의 수를 의미한다. 서열 동일성은 서열 갭을 최소화하면서 중첩 및 동일

성을 최대화하도록 정렬될 때 서열들을 비교함으로써 측정된다. 구체적으로, 서열 동일성은 2개의 서열들의 길
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이에 따라 다수의 수학적인 전반적 또는 국소적 정렬 알고리즘들 중 임의의 정렬 알고리즘을 이용함으로써 측정

될 수 있다. 유사한 길이의 서열은 바람직하게는 전체 길이에 걸쳐 서열들을 최적으로 정렬하는 전반적 정렬 알

고리즘(예를 들어, 니들만(Needleman)과 분슈(Wunsch) 알고리즘; Needleman and Wunsch, 1970, J Mol Biol.;

48(3):443-53)을 이용함으로써 정렬되는 반면, 실질적으로 상이한 길이의 서열들은 바람직하게는 국소적 정렬

알고리즘(예를 들어, 스미스(Smith)와 워터만(Waterman) 알고리즘(Smith and Waterman, 1981, J Theor Biol.;

91(2):379-80)  또는  알츠슐(Altschul)  알고리즘(Altschul  SF  et  al.,  1997,  Nucleic  Acids  Res.;

25(17):3389-402; Altschul SF et al., 2005, Bioinformatics.; 21(8):1451-6))을 이용함으로써 정렬된다. 퍼

센트 핵산 또는 아미노산 서열 동일성을 측정하기 위한 정렬은 당분야의 기술 내에 있는 다양한 방식들, 예를

들어, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 또는 http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/와 같은 인터넷 웹 사이트 상

에서 입수될 수 있는 공개적으로 이용 가능한 컴퓨터 소프트웨어를 이용함으로써 달성될 수 있다. 당업자는 비

교되는 서열들의 전체 길이에 걸쳐 최대 정렬을 달성하는 데 필요한 임의의 알고리즘을 비롯한, 정렬을 측정하

는 데 적당한 파라미터를 결정할 수 있다. 본원의 목적상, % 핵산 또는 아미노산 서열 동일성 값은 니들만-분슈

알고리즘을 이용하여 2개의 서열들의 최적 전반적 정렬을 생성하는 쌍별 서열 정렬 프로그램 EMBOSS Needle을

이용함으로써 생성된 값을 지칭하고, 이때 모든 검색 파라미터들은 디폴트 값, 즉 점수화 매트릭스 = BLOSUM62,

갭 개방 = 10, 갭 연장 = 0.5, 말단 갭 페널티 = 거짓, 말단 갭 개방 = 10 및 말단 갭 연장 = 0.5로 설정된다.

본 개시내용에 따른 핵산 구축물은 형질전이유전자; 및 적어도 이를 숙주 세포와 같은 숙주에서 발현시키기에[0067]

적합한 핵산 요소를 포함한다.

예를 들어, 상기 핵산 구축물은 STXBP1을 코딩하는 형질전이유전자; 및 관련 숙주에서 STXBP1을 발현시키는 데[0068]

필요한 하나 이상의 조절 서열을 포함한다. 일반적으로, 핵산 구축물은 형질전이유전자; 및 STXBP1의 발현에 필

요한, 형질전이유전자 앞(5' 비코딩 서열)과 뒤(3' 비코딩 서열)에 있는 조절 서열을 포함한다.

프로모터[0069]

한 실시양태에서, 핵산 구축물은 STXBP1을 코딩하는 형질전이유전자; 및 상기 형질전이유전자에 작동 가능하게[0070]

연결된 프로모터를 포함한다. 바람직하게는, 형질전이유전자는 프로모터의 조절 하에 있다.

용어 "프로모터"는 작동 가능하게 연결된 핵산의 전사를 유도하는 조절 요소를 지칭한다. 프로모터는 작동 가능[0071]

하게 연결된 핵산의 전사의 속도 및 효율 둘 다를 조절할 수 있다. 프로모터는 핵산의 프로모터 의존적 전사를

향상시키거나("인핸서") 억제하는("리프레서") 다른 조절 요소에도 작동 가능하게 연결될 수 있다. 이 조절 요

소는 전사 인자 결합 부위, 리프레서 및 활성화제 단백질 결합 부위, 및 프로모터로부터의 전사의 양을 조절하

기 위해 직접적으로 또는 간접적으로 작용하는 것으로 당업자에 의해 공지되어 있는 임의의 다른 뉴클레오티드

서열, 예를 들어, 어테뉴에이터(attenuator), 인핸서(enhancer) 및 사일런서(silencer)를 제한 없이 포함한다.

프로모터는 동일한 가닥 상에서 DNA 서열의 업스트림(센스 가닥의 5' 영역 쪽)에 작동 가능하게 연결된 유전자

또는 코딩 서열의 전사 시작 부위 근처에 위치된다. 프로모터는 길이가 약 100개 내지 1000개 염기쌍일 수

있다. 프로모터의 위치는 특정 유전자에 대한 전사 시작 부위를 기준으로 표기된다(즉, 업스트림에서 위치는 -1

부터 역으로 카운팅되는 음수임, 예를 들어, -100은 업스트림에서 100번째 염기쌍이 있는 위치임).

용어 "5'에서 3' 방향으로 작동 가능하게 연결된" 또는 간단히 "작동 가능하게 연결된"은 2개 이상의 뉴클레오[0072]

티드 서열이 이러한 2개 이상의 서열 각각으로 하여금 그들의 정상 기능을 수행할 수 있게 하는 기능적 관계로

연결되는 것을 의미한다. 전형적으로, 용어 작동 가능하게 연결된은 프로모터와 같은 조절 요소와, 관심 있는

단백질을 코딩하는 형질전이유전자의 병치를 의미하는 데 사용된다. 예를 들어, 프로모터와 형질전이유전자 사

이의 작동 가능한 연결은 프로모터가 세포와 같은 적합한 발현 시스템에서 형질전이유전자의 5' 발현을 유도하

는 작용을 할 수 있게 한다.

프로모터는 조직 또는 세포 유형 특이적 프로모터, 또는 장기 특이적 프로모터, 또는 다수의 장기에 특이적인[0073]

프로모터, 또는 전신 또는 편재 프로모터일 수 있다.

용어 "편재 프로모터"는 보다 구체적으로 다양한 별개의 세포 또는 조직, 예를 들어, 뉴런 및 성상세포 둘 다에[0074]

서 활성을 나타내는 프로모터를 의미한다.

중추신경계  전체에  걸친  형질전이유전자의  발현에  적합한  프로모터의  예는  닭  베타  액틴(CBA)  프로모터[0075]

(Miyazaki 1989, Gene 79:269-277), CAG 프로모터(Niwa 1991, Gene 108:193-199), 신장 인자 1 알파 프로모터

(EF1α)(Nakai  1998,  Blood  91:4600-4607),  인간  시냅신 1  유전자 프로모터(hSyn)(Kugler  S.  et  al.  Gene

Ther.  2003.  10(4):337-47)  또는 포스포글리세레이트 키나제 1  프로모터(PGK1)(Hannan  1993,  Gene  130:233-
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239),  메틸 CPG  결합 단백질 2(MECP2)  프로모터(Adachi et  al.,  Hum.  Mol.  Genetics.  2005;  14(23):  3709-

3722),  인간 뉴런 특이적 에놀라제(NSE) 프로모터(Twyman, R.  M.  and  E.  A.  Jones  (1997).  J  Mol  Neurosci

8(1): 63-73)), 칼슘/칼모듈린 의존성 단백질-키나제 II(CAMKII) 프로모터(Nathanson, J. L., et al. (2009).

Neuroscience  161(2):  441-450)  및  인간 유비퀴틴 C(UBC)  프로모터(Schorpp,  M.,  et  al.  (1996).  Nucleic

Acids Res 24(9): 1787-1788)를 포함한다.

한 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 1의 CAG 1.6 kb 프로모터이다.[0076]

한 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 2의 hSYN 프로모터이다.[0077]

한 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 3의 MECP2 프로모터이다.[0078]

한 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 4의 hNSE 프로모터이다.[0079]

한 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 5의 CamKII 프로모터이다.[0080]

한 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 6의 내인성 hSTXBP1 프로모터이다.[0081]

한 실시양태에서, 프로모터는 서열번호 37의 MECP2 인트론에 5'에서 3' 방향으로 작동 가능하게 연결된 서열번[0082]

호 3의 MECP2 프로모터이다.

대안적 실시양태에서, 핵산 구축물은 STXBP1을 코딩하는 형질전이유전자; 및 상기 형질전이유전자에 작동 가능[0083]

하게 연결된 프로모터를 포함하고, 이때 프로모터는 

(a) CAG 1.6 kb 프로모터(서열번호 1);[0084]

(b) hSYN 프로모터(서열번호 2);[0085]

(c) MECP2 프로모터(서열번호 3);[0086]

(d) hNSE 프로모터(서열번호 4);[0087]

(e) CamKII 프로모터(서열번호 5);[0088]

(f) 내인성 hSTXBP1 프로모터(서열번호 6); 또는[0089]

(g) MECP2 인트론(서열번호 37)에 5'에서 3' 방향으로 작동 가능하게 연결된 MECP2 프로모터(서열번호 3)[0090]

와 적어도 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 동일하다.[0091]

프로모터는 본원에 기재된 프로모터의 기능적 변이체 또는 단편일 수 있다. 프로모터의 기능적 변이체 또는 단[0092]

편은 상응하는 비변이체 또는 전체 길이 프로모터의 특성을 보유한다는 의미에서 기능적일 수 있다. 따라서, 프

로모터의 기능적 변이체 또는 단편은 작동 가능하게 연결된 형질전이유전자의 전사를 유도하는 능력을 보유함으

로써, 상기 형질전이유전자에 의해 코딩된 STXBP1의 발현을 유도한다. 프로모터의 기능적 변이체 또는 단편은

특정 조직 유형에 대한 특이성을 보유할 수 있다. 예를 들어, 프로모터의 기능적 변이체 또는 단편은 CNS의 세

포에 특이적일 수 있다. 프로모터의 기능적 변이체 또는 단편은 뉴런에서 STXBP1의 발현을 특이적으로 유도할

수 있다.

프로모터는 충분한 길이를 갖고 프로모터로서 작용하는 데 필요한 요소를 함유하는, 즉 상기 프로모터에 작동[0093]

가능하게 연결된 형질전이유전자의 전사를 유도함으로써, STXBP1의 발현을 유도할 수 있는 프로모터의 뉴클레오

티드 서열을 의미하는 "최소 서열"을 포함할 수 있다.

본 발명의 핵산 구축물에 사용되는 최소 프로모터는 예를 들어, 서열번호 1을 포함하는 CAG 프로모터, 또는 서[0094]

열번호 2를 포함하는 hSYN 프로모터, 또는 서열번호 3을 포함하는 MECP2 프로모터일 수 있다.

프로모터는 하나 이상의 인트론을 포함할 수 있다. 용어 "인트론"은 유전자내 비코딩 뉴클레오티드 서열을 의미[0095]

한다. 전형적으로. 인트론은 유전자의 전사 동안 DNA로부터 메신저 RNA(mRNA)로 전사되지만, 그의 번역 전에 스

플라이싱에 의해 mRNA 전사체로부터 절제된다.

프로모터는 본원에 기재된 인트론의 기능적 변이체 또는 단편을 포함할 수 있다. 인트론의 기능적 변이체 또는[0096]

단편은 상응하는 비변이체 또는 전체 길이 인트론의 특성을 보유한다는 의미에서 기능적일 수 있다. 따라서, 본

원에 기재된 인트론의 기능적 변이체 또는 단편은 비코딩이다. 본원에 기재된 인트론의 기능적 변이체 또는 단

편도 DNA로부터 mRNA로 전사되는 능력 및/또는 스플라이싱에 의해 mRNA로부터 절제되는 능력을 보유할 수 있다.
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본 발명에 사용되는 프로모터에 혼입될 수 있는 인트론은 천연 비코딩 영역으로부터 유래할 수 있거나 조작될[0097]

수 있다.

한 실시양태에서, 인트론은 서열번호 37을 포함하거나 이로 구성된 MECP2 인트론; 또는 서열번호 37과 적어도[0098]

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99.5% 또는 99.9% 동일성을 가진 이의 기능적 변이체 또

는 단편이다. 

프로모터 및/또는 인트론은 하나 이상의 비발현 엑손 서열(들)과 조합될 수 있다. 비발현 엑손 서열은 전사체를[0099]

생성할 수 없으며 오히려 인트론 서열을 플랭킹하여 스플라이스 부위를 제공할 수 있다.

대안적으로, 프로모터는 화학적 유도성 프로모터일 수 있다. 화학적 유도성 프로모터는 화학적 유도제를, 프로[0100]

모터의 조절을 필요로 하는 대상체에게 생체내 투여함으로써 조절되는 프로모터이다. 적합한 화학적 유도성 프

로모터의 예는 테트라사이클린/미노사이클린 유도성 프로모터(Chtarto 2003, Neurosci Lett. 352:155-158) 또

는 라파마이신 유도성 프로모터(Sanftner 2006, Mol Ther. 13:167-174)를 제한 없이 포함한다.

폴리아데닐화 신호 서열[0101]

핵산 구축물은 폴리아데닐화 신호 서열 및/또는 전사 터미네이터를 포함하는 3' 비번역 영역을 포함할 수 있다.[0102]

용어 "폴리아데닐화 신호 서열"(또는 모두 상호교환 가능하게 사용되는 "폴리아데닐화 부위" 또는 "폴리(A) 신[0103]

호")은 전구체 mRNA로 전사되고 유전자 전사의 종료를 안내하는, 유전자의 3' 비번역 영역(3' UTR) 내의 특정

인식 서열을 의미한다. 폴리아데닐화 신호 서열은 새로 형성된 전구체 mRNA를 그의 3'-말단에서 핵산내부분해적

으로 절단하고 아데닌 염기만으로 구성된 RNA 스트레치(폴리아데닐화 과정; 폴리(A) 꼬리)를 이 3'-말단에 추가

하기 위한 신호로서 작용한다. 폴리아데닐화 신호 서열은 mRNA의 핵 이출, 번역 및 안정성에 중요하다. 본 발명

과 관련하여, 폴리아데닐화 신호 서열은 포유동물 세포에서 포유동물 유전자 및/또는 바이러스 유전자의 폴리아

데닐화를 유도할 수 있는 인식 서열이다.

폴리아데닐화 신호 서열은 전형적으로 (a) 전구-메신저 RNA(전구-mRNA)의 3'-말단 절단 및 폴리아데닐화 둘 다[0104]

에 필요하고 다운스트림 전사 종결을 촉진하는 것으로 밝혀진 컨센서스 서열 AAUAAA; 및 (b) 폴리(A) 신호로서

AAUAAA의 활용 효율을 조절하는, AAUAAA의 업스트림 및 다운스트림에 있는 추가 요소로 구성된다. 포유동물 유

전자에는 이 모티프들의 상당한 가변성이 있다.

한 실시양태에서, 임의로 본원에 기재된 다양한 실시양태의 하나 이상의 특징과 함께, 본 발명의 핵산 구축물의[0105]

폴리아데닐화 신호 서열은 포유동물 유전자 또는 바이러스 유전자의 폴리아데닐화 신호 서열이다. 적합한 폴리

아데닐화 신호는 특히 SV40 초기 폴리아데닐화 신호, SV40 후기 폴리아데닐화 신호, HSV 타이미딘 키나제 폴리

아데닐화 신호, 프로타민 유전자 폴리아데닐화 신호, 아데노바이러스 5 EIb 폴리아데닐화 신호, 성장 호르몬 폴

리아데닐화 신호, PBGD 폴리아데닐화 신호, 또는 인 실리코(in silico) 설계된 합성 폴리아데닐화 신호를 포함

한다.

한 실시양태에서, 폴리아데닐화 신호 서열은 서열번호 8을 포함하는 SV40 폴리아데닐화 신호 서열이다.[0106]

다른 조절 요소[0107]

핵산 구축물은 추가 조절 요소, 예를 들어, 인핸서 서열, 인트론, 마이크로RNA 표적화 서열, 벡터 내로의 DNA[0108]

단편의 삽입을 용이하게 하는 폴리링커 서열 및/또는 스플라이싱 신호 서열을 포함할 수 있다.

바이러스 벡터[0109]

본 발명은 본원에 기재된 핵산 구축물을 포함하는 바이러스 벡터를 추가로 제공한다.[0110]

용어 "바이러스 벡터"는 캡시드에 팩키징될 수 있는, 본원에 개시된 바이러스 입자의 핵산 부분을 의미한다.[0111]

바이러스 벡터는 전형적으로 적어도 (i) 형질전이유전자, 및 이를 숙주에서 발현시키는 데 적합한 핵산 요소를[0112]

포함하는 핵산 구축물, 및 (ii) 바이러스 게놈의 전부 또는 일부, 예를 들어, 바이러스 게놈의 역위 말단 반복

부를 포함한다.

용어 "역위 말단 반복부"(ITR)는 팔린드로믹(palindromic) 서열을 함유하고 DNA 복제의 시작 동안 프라이머로서[0113]

작용하는  T자형  헤어핀  구조를  형성하도록  접힐  수  있는,  바이러스의  5'-말단에  위치한  뉴클레오티드  서열

(5'ITR)과 3'-말단에 위치한 뉴클레오티드 서열(3'ITR)을 의미한다. 이 서열은 숙주 게놈 내로의 바이러스 게놈

통합, 숙주 게놈으로부터의 레스큐(rescue), 및 성숙 비리온으로의 바이러스 핵산의 캡슐화에도 필요하다. ITR
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은 벡터 게놈 복제 및 바이러스 입자 내로의 이의 팩키징을 위해 시스(cis)로 요구된다.

한 실시양태에서, 바이러스 벡터는 바이러스의 5'ITR 및 3'ITR을 포함한다.[0114]

한 실시양태에서, 바이러스 벡터는 파보바이러스(특히 아데노 관련 바이러스), 아데노바이러스, 알파바이러스,[0115]

레트로바이러스(특히 감마 레트로바이러스 및 렌티바이러스), 헤르페스바이러스 및 SV40으로 구성된 군으로부터

독립적으로 선택된 바이러스의 5'ITR 및 3'ITR을 포함한다.

한 실시양태에서, 바이러스는 아데노 관련 바이러스(AAV), 아데노바이러스(Ad) 또는 렌티바이러스이다.[0116]

한 실시양태에서, 바이러스는 AAV이다.[0117]

한 실시양태에서, 바이러스 벡터는 AAV의 5'ITR 및 3'ITR을 포함한다.[0118]

AAV는 인간 유전자 요법을 위한 잠재적인 벡터로서 상당한 관심을 불러일으켰다. 상기 바이러스의 유리한 성질[0119]

들 중에는 이 바이러스와 임의의 인간 질환의 연관성 결여, 분열 세포와 비분열 세포 둘 다를 감염시키는 그의

능력, 및 감염될 수 있는 다양한 조직으로부터 유래한 광범위한 세포주가 있다. AAV 게놈은 4681개의 염기를 함

유하는  선형  단일  가닥  DNA  분자로  구성된다(Berns  and  Bohenzky,  1987,  Advances  in  Virus  Research

(Academic Press, Inc.) 32:243-307). 게놈은 DNA 복제의 기원 및 바이러스에 대한 팩키징 신호로서 시스로 작

용하는 역위 말단 반복부(ITR)를 각각의 말단에서 포함한다. ITR은 길이가 전형적으로 약 100 내지 150 bp이다.

AAV ITR은 야생형 뉴클레오티드 서열을 가질 수 있거나, 공지된 AAV ITR에 비해 하나 이상의 뉴클레오티드의 삽[0120]

입, 결실 또는 치환, 전형적으로 5개, 4개, 3개, 2개 또는 1개 이하의 뉴클레오티드 삽입, 결실 또는 치환에 의

해 변경될 수 있다. AAV 벡터의 역위 말단 반복부(ITR)의 혈청형은 임의의 공지된 인간 또는 비인간 AAV 혈청형

으로부터 선택될 수 있다.

특정 실시양태에서, 바이러스 벡터는 임의의 AAV  혈청형의 ITR을 포함할 수 있다. 공지된 AAV  ITR은 AAV1,[0121]

AAV2, AAV3(유형 3A 및 3B 포함), AAV-LK03, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10(AAVrh10), AAV11,

AAV12, 조류 AAV, 소 AAV, 개 AAV, 말 AAV, 양 AAV를 제한 없이 포함한다. 영장류 뇌로부터 확인된 Rec2 및

Rec3과 같은 재조합 혈청형도 포함된다.

대안적으로, 바이러스 벡터는 합성 5'ITR 및/또는 3'ITR을 포함할 수 있다.[0122]

한 실시양태에서, 본 발명의 핵산 구축물은 혈청형 AAV2의 AAV의 5'ITR 및/또는 3'ITR을 추가로 포함하는 바이[0123]

러스 벡터에 포함된다.

한 실시양태에서, 바이러스 벡터는 각각 서열번호 18 및/또는 19로 제공된 서열; 또는 각각 서열번호 18 및/또[0124]

는 19와 적어도 80% 또는 적어도 90% 동일성을 가진 서열을 가진, 혈청형 AAV2의 AAV의 3'ITR 및/또는 5'ITR을

포함한다.

바이러스 입자[0125]

본 발명은 본원에 기재된 바와 같은 핵산 구축물 또는 바이러스 벡터를 포함하는 바이러스 입자를 추가로 제공[0126]

한다.

용어 "바이러스 입자"는 (i) 내부에 팩키징된 바이러스 벡터(임의로 핵산 구축물을 포함함) 및 (ii) 캡시드를[0127]

포함하는 감염성 및 전형적으로 복제 결함 바이러스 입자를 의미한다.

한 실시양태에서, 캡시드는 아데노 관련 바이러스의 캡시드 단백질로 형성된다.[0128]

아데노 관련 바이러스의 바이러스 캡시드의 단백질은 캡시드 단백질 VP1, VP2 및 VP3을 포함한다. 다양한 AAV[0129]

혈청형의 캡시드 단백질 서열 사이의 차이로 인해 상이한 세포 표면 수용체가 세포 진입에 사용된다. 이것은 대

안적 세포내 처리 경로와 함께, 각각의 AAV 혈청형에 대해 상이한 조직 친화성을 발생시킨다.

CNS를 표적화하는 AAV 기반 유전자 요법은 문헌[Pignataro D, Sucunza D, Rico AJ et al., J Neural Transm[0130]

2018;125:575-589]에서 검토되어 있다. 바이러스 입자는 뇌 및 CNS의 다양한 영역에서 적어도 뉴런 세포를 표적

화하도록 선택될 수 있고/있거나 조작될 수 있다.

AAV 바이러스는 통상적으로 그의 혈청형의 관점에서 지칭된다. 혈청형은 그의 캡시드 표면 항원 발현 프로파일[0131]

로 인해 다른 변이체 아종과 구별하는 데 사용될 수 있는 독특한 반응성을 가진 AAV의 변이체 아종에 상응한다.

AAV  혈청형은  AAV1,  AAV2,  AAV3(A  및  B  포함)  AAV-LK03,  AAV4,  AAV5,  AAV6,  AAV7,  AAV8,  AAV9,  AAV10
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(AAVrh10) 또는 AAV11, 또는 이들의 조합을 포함한다. AAV는 영장류 뇌로부터 확인된 Rec2 또는 Rec3과 같은 재

조합 혈청형; 및 AAV2-트루-타입(AAVtt) 일 수 있다. AAVtt는 문헌[Tordo et al., Brain. 2018; 141(7): 2014-

2031] 및 국제 특허 출원 공개 제WO 2015/121501호에 상세히 설명되어 있다. AAV 혈청형의 검토는 문헌[Choi et

al  (Curr  Gene  Ther.  2005;  5(3);  299-310)]  및  문헌[Wu  et  al  (Molecular  Therapy.  2006;  14(3),  316-

327)]에서 찾아볼 수 있다.

본 발명의 바이러스 입자에서, 캡시드는 임의의 AAV 혈청형 또는 혈청형의 조합(예컨대, 하나의 AAV 혈청형으로[0132]

부터의 VP1 및 상이한 혈청형으로부터의 VP2 및/또는 VP3)으로부터 유래할 수 있다.

특정 실시양태에서, 캡시드 단백질은 AAV2, AAV5, AAV8, AAV9, AAV2-레트로 또는 AAVtt로부터 유래할 수 있다.[0133]

한 실시양태에서, 바이러스 입자는 적어도 AAV로부터의 VP1 캡시드 단백질을 포함하며, 이때 상기 캡시드 단백[0134]

질은 AAV2, AAV5, AAV6, AAV8, AAV9(예를 들어, 서열번호 21로 제시된 AAV9.hu14), AAV10, AAV-트루-타입(서열

번호 20으로 제시된 AAVtt) 또는 이들의 조합으로부터 유래한다.

한 실시양태에서, 바이러스 입자는 서열번호 20으로 제시된 AAVtt로부터의 캡시드 단백질을 포함한다. 한 실시[0135]

양태에서, 캡시드 단백질은 서열번호 20과 적어도 98.5%, 99% 또는 99.5% 동일하다.

한 실시양태에서, 바이러스 입자는 서열번호 21로 제시된 AAV9로부터의 캡시드 단백질을 포함한다. 한 실시양태[0136]

에서, 캡시드 단백질은 서열번호 21과 적어도 98.5%, 99% 또는 99.5% 동일하다.

본 발명에 사용하기 위한 ITR 서열, rep 또는 cap 유전자를 포함하는 AAV 게놈 또는 AAV 게놈의 요소는 AAV 전[0137]

체 게놈 서열에 대한 하기 수탁번호로부터 유래할 수 있다: 아데노 관련 바이러스 1 NC_002077, AF063497; 아데

노 관련 바이러스 2 NC_001401; 아데노 관련 바이러스 3 NC_001729; 아데노 관련 바이러스 3B NC_001863; 아데

노  관련  바이러스  4  NC_001829;  아데노  관련  바이러스  5  Y18065,  5AF085716;  아데노  관련  바이러스  6

NC_001862; 조류 AAV ATCC VR-865 AY186198, AY629583, NC_004828; 조류 AAV 변종 DA-1 NC_006263, AY629583;

소 AAV NC_005889, AY388617.

AAV 바이러스는 분기군 또는 클론의 관점에서 지칭될 수도 있다. 이것은 천연 유래 AAV 바이러스의 계통발생적[0138]

관계, 전형적으로 공통 조상까지 추적될 수 있는 AAV 바이러스의 계통발생적 군을 의미하고 이들의 모든 후손을

포함한다. 추가로, AAV 바이러스는 특정 분리주, 즉 자연에서 발견되는 특정 AAV 바이러스의 유전적 분리주의

관점에서 지칭될 수 있다.

용어 "유전적 분리주"는 다른 천연 생성 AAV 바이러스와의 제한된 유전적 혼합을 겪음으로써, 유전적 수준에서[0139]

인식 가능하게 상이한 집단을 정의하는 AAV 바이러스 집단을 기술한다. 본 발명에 사용될 수 있는 AAV의 분기군

및 분리주의 예는 다음을 포함한다:
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[0140]

본 발명은 동일한 벡터 내에서 AAV의 다양한 혈청형, 분기군, 클론 또는 분리주로부터의 캡시드 단백질 서열의[0141]

용도를 포함한다. 본 발명은 또한 한 혈청형의 게놈을 또 다른 혈청형의 캡시드에 팩키징하는 것, 즉 슈도타이

핑(pseudotyping)도 포함한다. 키메라, 셔플링 또는 캡시드 변형 유도체를 선택하여 하나 이상의 원하는 기능을

제공할 수 있다. 따라서, 이들 유도체는 천연 생성 AAV 캡시드를 포함하는 AAV 바이러스 벡터에 비해 증가된 유

전자 전달 효율, 감소된 면역원성(체액성 또는 세포성), 변경된 친화성 범위 및/또는 특정 세포 유형의 개선된

표적화를 나타낼 수 있다. 증가된 유전자 전달 효율은 세포 표면에서의 개선된 수용체 또는 보조수용체 결합,

개선된 내재화, 세포 및 핵 내로의 개선된 수송, 바이러스 입자의 개선된 코팅 제거, 또는 이중 가닥 형태로의

단일 가닥 게놈의 개선된 전환에 의해 달성될 수 있다. 증가된 효율은 또한 변경된 친화성 범위 또는 특정 세포

집단의 표적화와 관련될 수도 있으므로, 벡터 용량은 벡터가 필요하지 않은 조직으로의 전달에 의해 희석되지

않는다.

키메라 캡시드 단백질은 천연 생성 AAV 혈청형의 2개 이상의 캡시드 코딩 서열 사이의 재조합에 의해 생성된 키[0142]

메라 캡시드 단백질을 포함한다. 이것은 예를 들어, 하나의 혈청형의 비감염성 캡시드 서열을 상이한 혈청형의

캡시드 서열과 함께 공형질감염시키고, 유도된 선택을 이용하여 원하는 성질을 가진 캡시드 서열을 선택하는 마

커 레스큐 접근법에 의해 수행될 수 있다. 다양한 혈청형의 캡시드 서열은 세포 내에서의 상동성 재조합에 의해

변경되어 신규 키메라 캡시드 단백질을 생성할 수 있다.

키메라 캡시드 단백질은 2개 이상의 캡시드 단백질 사이에, 예를 들어, 상이한 혈청형의 2개 이상의 캡시드 단[0143]

백질 사이에 특정 캡시드 단백질 도메인, 표면 루프 또는 특정 아미노산 잔기를 전달하기 위한 캡시드 단백질

서열의 조작에 의해 생성된 키메라 캡시드 단백질을 포함한다. 셔플링 또는 키메라 캡시드 단백질은 DNA 셔플링

또는 오류 유발 PCR에 의해 생성될 수 있다. 하이브리드 AAV 캡시드 유전자는 관련 AAV 유전자의 서열, 예를 들

어, 다수의 상이한 혈청형의 캡시드 단백질을 코딩하는 서열을 무작위로 단편화한 후, 서열 상동성을 가진 영역

에서 교차를 야기할 수도 있는 자가-프라이밍 중합효소 반응에서 단편을 재조립함으로써 생성될 수 있다. 여러

혈청형의 캡시드 유전자를 셔플링함으로써 이 방식으로 생성된 하이브리드 AAV 유전자의 라이브러리를 스크리닝

하여 원하는 기능성을 가진 바이러스 클론을 확인할 수 있다. 유사하게, 오류 유발 PCR을 이용하여 AAV 캡시드
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유전자를 무작위로 돌연변이시켜, 원하는 성질에 대해 선택될 수 있는 다양한 변이체 라이브러리를 생성할 수

있다.

캡시드 유전자의 서열은 천연 야생형 서열에 대한 특정 결실, 치환 또는 삽입을 도입하기 위해 유전적으로 변형[0144]

될 수 있다. 예를 들어, 캡시드 유전자는 캡시드 코딩 서열의 개방 판독 프레임 내에서, 또는 캡시드 코딩 서열

의 N-말단 및/또는 C-말단에서 무관한 단백질 또는 펩티드 서열을 삽입함으로써 변형될 수 있다. 무관한 단백질

또는 펩티드는 유리하게는 특정 세포 유형에 대한 리간드로서 작용함으로써, 표적 세포와의 개선된 결합을 부여

하거나 특정 세포 집단으로의 바이러스 입자의 표적화의 특이성을 개선하는 단백질 또는 펩티드일 수 있다. 무

관한 단백질은 생산 공정의 일부로서 바이러스 입자의 정제를 돕는 단백질, 즉 에피토프 또는 친화성 태그일 수

있다. 삽입 부위는 전형적으로 바이러스 입자의 내재화 또는 수송과 같은 바이러스 입자의 다른 기능을 방해하

지 않도록 선택될 것이다. 적합한 삽입 부위는 문헌[Choi et al (Curr Gene Ther. 2005; 5(3); 299-310)]에 개

시되어 있다.

한 실시양태에서, 바이러스 입자는 동일한 혈청형의 AAV에 상응하는 천연 Cap 단백질에 의해 형성된 바이러스[0145]

입자로 특정 AAV 혈청형으로부터 유래한 AAV 바이러스 벡터를 캡슐화함으로써 제조될 수 있다.

그럼에도 불구하고, 천연 생성 바이러스 입자의 구조적 및 기능적 성질을 변형하고 개선하기 위해 여러 기법이[0146]

개발되었다(Bunning H et al. J Gene Med 2008; 10: 717-733).

따라서, 또 다른 실시양태에서, 바이러스 입자는 [0147]

(a) 상이한 AAV 혈청형으로부터 유래한 캡시드 단백질, 예를 들어, AAV2 ITR 및 AAV9 캡시드 단백질; 또는 AAV2[0148]

ITR 및 AAVtt 캡시드 단백질을 포함하는 바이러스 입자; 또는

(b) 상이한 AAV 혈청형 또는 돌연변이체로부터 유래한 캡시드 단백질의 혼합물, 예를 들어, 2개 이상의 AAV 혈[0149]

청형의 단백질에 의해 형성된 캡시드와 함께 AAV2 ITR을 포함하는 모자이크 바이러스 입자; 또는

(c) 상이한 AAV 혈청형 또는 변이체 사이의 도메인 교환에 의해 절두된 캡시드 단백질, 예를 들어, AAV3 도메인[0150]

을 포함하는 AAV5 캡시드 단백질과 함께 AAV2 ITR을 포함하는 키메라 바이러스 입자; 또는

(d) 선택적 결합 도메인을 표시하여, 표적 세포 특이적 수용체와의 엄격한 상호작용을 가능하게 하도록 조작된[0151]

바이러스 입자

에 팩키징된, 주어진 AAV 혈청형의 ITR(들)로 플랭킹된 STXBP1 코딩 형질전이유전자를 포함하는 핵산 구축물을[0152]

포함할 수 있다.

AAV2 트루-타입 캡시드로서도 명명된 AAVtt 캡시드는 국제 특허 출원 공개 제WO2015/121501호에 설명되어 있다.[0153]

한 실시양태에서, AAVtt VP1 캡시드 단백질은 AAV2 단백질 서열(NCBI 기준 서열: YP_680426.1)의 다음 위치들

중 하나 이상에 상응하는 위치에서 야생형 VP1 캡시드 단백질에 대한 적어도 하나의 아미노산 치환을 포함한다:

125, 151, 162, 205, 312, 457, 492, 499, 533, 546, 548, 585, 588 및/또는 593.

한 실시양태에서, AAVtt는 야생형 AAV2 VP1 캡시드 단백질(NCBI 기준 서열: YP_680426.1)에 대한 다음 아미노산[0154]

치환들 중 하나 이상을 포함한다: V125I, V151A, A162S, T205S, N312S, Q457M, S492A, E499D, F533Y, G546D,

E548G, R585S, R588T 및/또는 A593S.

한 실시양태에서, AAVtt는 위치 457, 492, 499 및 533에서 야생형 AAV2 VP1 캡시드 단백질에 대한 4개 이상의[0155]

돌연변이를 포함한다.

재조합 AAV 바이러스 입자의 구축은 일반적으로 당분야에 알려져 있으며, 예를 들어, 미국 특허 제5,173,414호;[0156]

미국 특허 제5,139,941호; 국제 특허 출원 공개 제WO 92/01070호; 국제 특허 출원 공개 제WO 93/03769호; 및

문헌[Lebkowski et al. (1988) Molec. Cell. Biol. 8:3988-3996]; 문헌[Vincent et al. (1990) Vaccines 90

(Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press)];  문헌[Carter,  B.  J.  (1992)  Current  Opinion  in  Biotechnology

3:533-539];  문헌[Muzyczka,  N.  (1992)  Current  Topics  in  Microbiol.  and  Immunol.  158:97-129];  및 문헌

[Kotin, R. M. (1994) Human Gene Therapy 5:793-801]에 설명되어 있다.

바이러스 입자의 생성[0157]

본원에 기재된 바이러스 벡터 및 핵산 구축물을 운반하는 바이러스 입자의 생성은 생성될 바이러스 입자의 구조[0158]

적 특징을 고려함으로써 선택되는 통상적인 방법 및 프로토콜에 의해 수행될 수 있다.
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요약하면, 바이러스 입자는 헬퍼 벡터 또는 바이러스 또는 다른 DNA 구축물(들)의 존재 하에 핵산 구축물 또는[0159]

바이러스 벡터에 의해 형질감염되는 숙주 세포, 보다 구체적으로 특이적 바이러스 생성 세포(팩키징 세포)에서

생성될 수 있다. 

용어 "팩키징 세포"는 핵산 구축물 또는 바이러스 벡터에 의해 형질감염될 수 있고 바이러스 벡터의 완전한 복[0160]

제 및 팩키징에 필요한 모든 누락 기능을 트랜스로 제공하는 세포 또는 세포주를 의미한다. 팩키징 세포는 항시

적 또는 유도적 방식으로 이러한 누락 바이러스 기능을 발현할 수 있다. 팩키징 세포는 부착 또는 현탁 세포일

수 있다.

전형적으로, 바이러스 입자를 생성하는 방법은 다음 단계를 포함한다:[0161]

(a) 배양 배지에서 핵산 구축물 또는 바이러스 벡터를 포함하는 팩키징 세포를 배양하는 단계; 및[0162]

(b) 세포 배양 상청액 및/또는 세포 내부로부터 바이러스 입자를 수거하는 단계.[0163]

STXBP1을 코딩하는 형질전이유전자를 운반하는 핵산 구축물 또는 발현 벡터(예를 들어, 플라스미드); rep  및[0164]

cap 유전자를 코딩하지만 ITR 서열을 운반하지 않는 제2 핵산 구축물(예를 들어, AAV 헬퍼 플라스미드); 및 AAV

복제에 필요한 아데노바이러스 기능을 제공하는 제3 핵산 구축물(예를 들어, 플라스미드)을 사용하는 일시적인

세포 공형질감염을 포함하는 통상적인 방법을 이용하여 바이러스 입자를 생성할 수 있다.

AAV 복제에 필요한 바이러스 유전자는 바이러스 헬퍼 유전자로서 지칭된다. 전형적으로, AAV 복제에 필요한 상[0165]

기 유전자는 E1A, E1B, E2a, E4 또는 VA RNA와 같은 아데노바이러스 헬퍼 유전자이다. 한 실시양태에서, 아데노

바이러스 헬퍼 유전자는 Ad5 또는 Ad2 혈청형을 가진다.

AAV 입자의 생성은 대안적으로 재조합 배큘로바이러스의 조합으로 곤충 세포를 감염시킴으로써 수행될 수 있다[0166]

(Urabe et al. Hum. Gene Ther. 2002; 13: 1935-1943). SF9 세포는 팩키징될 AAV rep, AAV cap 및 AAV 벡터를

각각 발현하는 2개 또는 3개의 배큘로바이러스 벡터에 의해 공감염된다. 재조합 배큘로바이러스 벡터는 바이러

스 복제 및/또는 팩키징에 필요한 바이러스 헬퍼 유전자 기능을 제공한다. 문헌[Smith et al 2009 (Molecular

Therapy, vol.17, no.11, pp 1888-1896)]은 곤충 세포에서 AAV 입자의 대규모 생성을 위한 이중 배큘로바이러

스 발현 시스템을 설명한다.

적합한 배양 배지는 당업자에게 공지되어 있다. 배양 배지를 구성하는 성분은 배양될 세포의 유형에 따라 달라[0167]

질 수 있다. 영양분 조성 이외에, 오스몰농도 및 pH가 배양 배지의 중요한 파라미터인 것으로 간주된다. 세포

생장 배지는 아미노산, 비타민, 유기 염과 무기 염, 탄수화물의 공급원, 지질, 미량 원소(몇 가지 예를 들어,

CuS04, FeS04, Fe(N03)3, ZnS04)를 포함하는, 당업자에 의해 잘 알려진 다수의 성분들을 포함하고, 이때 성분

각각은 시험관내에서의 세포의 배양(즉, 세포의 생존 및 생장)을 뒷받침하는 양으로 존재한다. 성분은 보조 물

질, 예컨대, 완충제 물질(예를 들어, 중탄산나트륨, 헤페스(Hepes), 트리스(Tris) 또는 유사하게 수행하는 완충

제), 산화 안정화제, 기계적 응력에 반작용하기 위한 안정화제, 프로테아제 억제제, 동물 성장 인자, 식물 가수

분해물, 항응집제, 소포제도 포함할 수 있다. 세포 생장 배지의 특성 및 조성은 구체적인 세포 요건에 따라 달

라진다. 상업적으로 입수될 수 있는 세포 생장 배지의 예는 MEM(최소 필수 배지), BME(기본 배지 이글(Eagle)),

DMEM(둘베코(Dulbecco)의 변형 이글 배지), 이스코브스(Iscoves)  DMEM(둘베코 배지의 이스코브 변형), GMEM,

RPMI  1640,  레이보비츠(Leibovitz)  L-15,  McCoy's,  배지  199,  Ham(Ham's  배지)  F10  및  유도체,  Ham  F12,

DMEM/F12를 포함한다.

본 개시내용에 따라 사용될 바이러스 벡터의 구축 및 제조를 위한 추가 지침은 문헌[Viral Vectors for Gene[0168]

Therapy, Methods and Protocols. Series: Methods in Molecular Biology, Vol. 737. Merten and Al-Rubeai

(Eds.); 2011 Humana Press (Springer); Gene Therapy. M. Giacca. 2010 Springer-Verlag; Heilbronn R. and

Weger  S.  Viral  Vectors  for  Gene  Transfer:  Current  Status  of  Gene  Therapeutics.  In:  Drug  Delivery,

Handbook  of  Experimental  Pharmacology  197;  M.  Schafer-Korting  (Ed.).  2010  Springer-Verlag;  pp.  143-

170;  Adeno-Associated  Virus:  Methods  and  Protocols.  R.O. Snyder and P. Moulllier (Eds). 2011 Humana

Press (Springer); Bunning H. et al. Recent developments in adeno-associated virus technology. J. Gene

Med.  2008;  10:717-733;  Adenovirus:  Methods  and  Protocols.  M.  Chillon  and  A.  Bosch  (Eds.);  Third

Edition. 2014 Humana Press (Springer)]에서 발견될 수 있다.

숙주 세포[0169]

본 개시내용은 본원에 기재된 STXBP1을 코딩하는 핵산 구축물 또는 바이러스 벡터를 포함하는 숙주 세포를 추가[0170]
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로 제공한다. 본 개시내용에 따른 숙주 세포는 헬퍼 벡터 또는 바이러스 또는 다른 DNA 구축물의 존재 하에 핵

산 구축물 또는 바이러스 벡터에 의해 형질감염되고 바이러스 입자의 완전한 복제 및 팩키징을 위해 요구되는

모든 누락 기능을 트랜스로 제공하는 팩키징 세포로서도 명명된 바이러스 생성 세포이다. 상기 팩키징 세포는

부착 또는 현탁 세포일 수 있다.

팩키징 세포는 원숭이, 인간, 개 및 설치류 세포를 비롯한 포유동물 세포와 같은 진핵 세포일 수 있다. 인간 세[0171]

포의  예는  PER.C6  세포(WO01/38362),  MRC-5(ATCC  CCL-171),  WI-38(ATCC  CCL-75),  HEK-293  세포(ATCC  CRL-

1573), HeLa 세포(ATCC CCL2) 및 태아 레서스(rhesus) 폐 세포(ATCC CL-160)이다. 비인간 영장류 세포의 예는

Vero  세포(ATCC  CCL81),  COS-1  세포(ATCC  CRL-1650)  또는 COS-7  세포(ATCC  CRL-1651)이다. 개 세포의 예는

MDCK 세포(ATCC CCL-34)이다. 설치류 세포의 예는 BHK21-F, HKCC 세포 또는 CHO 세포와 같은 햄스터 세포이다.

바이러스 입자를 생성하는 팩키징 세포는 포유동물 공급원에 대한 대안으로서 닭, 오리, 거위, 메추라기 또는[0172]

꿩과  같은  조류  공급원으로부터  유래할  수  있다.  조류  세포주의  예는  조류  배아  줄기  세포(WO01/8593;

WO03/076601), 불멸화된 오리 망막 세포(WO2005/042728), 및 닭 세포(WO2006/108846) 또는 오리 세포, 예컨대,

EB66 세포주(WO2008/129058; WO2008/142124)를 비롯한 조류 배아 줄기 세포 유래 세포를 포함한다.

또 다른 실시양태에서, 숙주 세포는 배큘로바이러스 감염 및 복제를 허용하는 임의의 팩키징 세포일 수 있다.[0173]

한 예에서, 상기 세포는 곤충 세포, 예컨대, SF9 세포(ATCC CRL-1711), Sf21 세포(IPLB-Sf21), MG1 세포(BTI-

TN-MG1) 또는 High Five™ 세포(BTI-TN-5B1-4)이다.

한 실시양태에서, 숙주 세포는 [0174]

(a) 인간 STXBP1을 코딩하는 형질전이유전자를 포함하는 제1 핵산 구축물 또는 바이러스 벡터;[0175]

(b) AAV rep 및/또는 cap 유전자를 코딩하는 제2 핵산 구축물, 예를 들어, 플라스미드로서, ITR 서열을 운반하[0176]

지 않는 제2 핵산 구축물; 및 임의로,

(c) 바이러스 헬퍼 유전자를 포함하는 제3 핵산 구축물, 예를 들어, 플라스미드 또는 바이러스[0177]

를 포함한다.[0178]

본 개시내용은 본 개시내용의 바이러스 입자가 형질도입된 숙주 세포도 제공하고, 본원에서 사용된 용어 "숙주[0179]

세포"는 관심 있는 바이러스에 의한 감염에 민감하고 시험관내에서 배양될 수 있는 임의의 세포주를 지칭한다.

약학 조성물[0180]

본 개시내용은 약학적으로 허용되는 부형제, 희석제 또는 담체와 함께 본 개시내용의 핵산 구축물, 바이러스 벡[0181]

터, 바이러스 입자를 포함하는 약학 조성물도 제공한다.

용어 "약학적으로 허용되는"은 규제 관청 또는 인정된 약전, 예컨대, 유럽 약전에 의해 동물 및/또는 인간에서[0182]

사용되도록 승인되었음을 의미한다. 용어 "부형제"는 치료제와 함께 투여되는 희석제, 보조제, 담체 또는 비히

클을 지칭한다.

임의의 적합한 약학적으로 허용되는 담체, 희석제 또는 부형제가 약학 조성물의 제조에 사용될 수 있다(예를 들[0183]

어, 문헌[Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Alfonso R. Gennaro (Editor) Mack Publishing

Company, April 1997] 참조). 약학 조성물은 전형적으로 멸균되어 있고 제조 및 저장의 조건 하에 안정적이다.

약학 조성물은 용액(예를 들어, 식염수, 덱스트로스 용액, 또는 완충된 용액, 또는 다른 약학적으로 허용되는

멸균 유체), 미세유화액, 리포좀, 또는 높은 생성물 농도를 수용하기에 적합한 다른 차수 구조물(예를 들어, 미

세입자 또는 나노입자)로서 제제화될 수 있다. 담체는 예를 들어, 물, 에탄올, 폴리올(예를 들어, 글리세롤, 프

로필렌 글리콜 및 액체 폴리에틸렌 글리콜 등) 및 이들의 적합한 혼합물을 함유하는 용매 또는 분산 매질일 수

있다. 적절한 유동성은 예를 들어, 레시틴과 같은 코팅제의 사용, 분산액의 경우 요구된 입자 크기의 유지, 및

계면활성제의 사용에 의해 유지될 수 있다. 많은 경우, 등장화제, 예를 들어, 당, 폴리알코올, 예컨대, 만니톨

또는 소르비톨, 또는 염, 예컨대, 염화나트륨을 조성물에 포함시키는 것이 바람직할 것이다.

한 실시양태에서, 약학 조성물은 용액, 예를 들어, 완충된 식염수 용액으로서 제제화된다. [0184]

보충 활성 화합물이 본 개시내용의 약학 조성물 내로 혼입될 수 있다. 추가 치료제의 공투여에 대한 지침은 캐[0185]

나다 약사 협회의 의약품집(Compendium of Pharmaceutical and Specialties(CPS))에서 발견될 수 있다.

한 실시양태에서, 약학 조성물은 실질내, 뇌내, 정맥내 또는 척수강내 투여에 적합한 조성물이다. 이 약학 조성[0186]
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물은 예시하기 위한 것일 뿐이고 다른 비경구 투여 경로 및 비-비경구 투여 경로에 적합한 약학 조성물을 제한

하지 않는다. 본원에 기재된 약학 조성물은 단일 유닛 제형 또는 다회 제형으로 팩키징될 수 있다.

의학 용도[0187]

본 개시내용의 약학 조성물, 핵산 구축물, 바이러스 벡터 및 바이러스 입자는 STXBP1 기능적 활성의 상실과 연[0188]

관된 임의의 상태, 예를 들어, STXBP1 돌연변이와 연관된 임의의 상태를 치료하거나 예방하는 데 사용될 수 있

다.

이러한 상태는 드라벳 증후군, 레녹스-가스타우트(Lennox-Gastaut) 증후군, 유아 경련, 근간대성 간질, 간질성[0189]

뇌병증, 조기 근간대성 뇌병증, 비-증후군성 간질, 오타하라 증후군, 조기 발병 간질성 뇌병증, 웨스트 증후군,

발달 지연, 자폐 스펙트럼 장애, 운동실조-떨림-지체 증후군, 레트(Rett) 증후군, 및 간질 없는 지적 장애를 포

함한다.

본 개시내용의 약학 조성물, 핵산 구축물, 바이러스 벡터 및 바이러스 입자는 STXBP1 유전자의 유전 돌연변이,[0190]

예를 들어, 오타하라, 드라벳 및 웨스트 증후군과 같은 증후군의 발생에 기여하는 돌연변이와 연관된 신경발달

및/또는 간질 장애를 치료하거나 예방하는 데 특히 유용할 수 있다.

따라서, 한 실시양태에서, 약학 조성물, 핵산 구축물, 바이러스 벡터 또는 바이러스 입자는 치료에 사용하기 위[0191]

해 제공된다.

한 실시양태에서, 약학 조성물, 핵산 구축물, 바이러스 벡터 또는 바이러스 입자는 STXBP1 유전 장애의 치료에[0192]

사용하기 위해 제공된다.

한 실시양태에서, STXBP1 유전 장애는 드라벳 증후군, 레녹스-가스타우트 증후군, 유아 경련, 근간대성 간질,[0193]

간질성 뇌병증, 조기 근간대성 뇌병증, 비증후군성 간질, 오타하라 증후군, 조기 발병 간질성 뇌병증, 웨스트

증후군, 발달 지연, 자폐 스펙트럼 장애, 운동실조-떨림-지체 증후군, 레트 증후군, 또는 간질 없는 지적 장애

이다.

한 실시양태에서, STXBP1 유전 장애는 드라벳 증후군, 오타하라 증후군 또는 웨스트 증후군이다.[0194]

한 실시양태에서, STXBP1 유전 장애 치료용 의약의 제조를 위한 핵산 구축물, 바이러스 벡터 또는 바이러스 입[0195]

자의 용도가 제공된다.

한 실시양태에서, 본 개시내용은 치료 유효량의 약학 조성물 또는 바이러스 입자를, STXBP1 유전 장애의 치료를[0196]

필요로 하는 환자에게 투여하는 것을 포함하는, STXBP1 유전 장애를 치료하는 방법을 제공한다.

용어 "치료 유효량"은 환자 또는 대상체에게 투여될 때 원하는 치료 결과를 달성하는 바이러스 입자 수, 또는[0197]

이러한 바이러스 입자를 포함하는 약학 제제의 양을 의미한다. 원하는 치료 결과는 

 다양한 발작 유형, 예를 들어, 무긴장 발작(낙하 발작), 근간대성 발작, 전신 발작, 부분 발작, 열성 발작,[0198]

유아 경련의 빈도 또는 지속시간의 유의미한 감소;

 지속된 발작 부재의 유의미한 달성;[0199]

 신경발달 증상, 예컨대, 발달 지연, 지적 장애, 언어 손상, 인지 손상, 비자발적 움직임, 보행 장애, 자폐증[0200]

특징의 진행에 대한 유의미한 영향

을 포함한다.[0201]

상호교환 가능하게 사용되는 용어 "환자" 또는 "대상체"는 포유동물을 지칭한다. 임의의 포유동물 종은 치료 방[0202]

법으로부터 이익을 얻을 수 있다. 전형적으로, 환자는 인간이다. 환자는 신생아, 유아, 소아 또는 청소년일 수

있다.

STXBP1 유전 장애는 알려진 유전 돌연변이에 의해 확인될 수 있다.[0203]

한 실시양태에서, STXBP1 유전 장애는 돌연변이 또는 돌연변이의 조합을 포함하는 병리학적 STXBP1 변이체와 연[0204]

관되어 있다.

용어 "병리학적 STXBP1 변이체"는 환자 샘플에서 발견되고 임상시험 또는 연구를 통해 확인된 STXBP1의 변이체[0205]

를 의미하고, 이것은 병리학적 표현형과 연관되어 있는 것으로 보고되어 있다. 병리학적 STXBP1 변이체 및 가능
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한 병리학적 STXBP1 변이체는 실시예 3에 설명되어 있고 각각 표 5 및 6에 예시되어 있다.

한 실시양태에서, 병리학적 STXBP1 변이체는 표 5에 나열된 군으로부터 선택된 하나 이상의 돌연변이(들)를 포[0206]

함한다.

한 실시양태에서, 병리학적 STXBP1 변이체는 표 6에 나열된 군으로부터 선택된 하나 이상의 돌연변이(들)를 포[0207]

함한다.

본원에 기재된 STXBP1 유전자 요법은 항간질 약물 또는 다른 신경조절 치료제와 함께 투여될 수 있다.[0208]

약학 조성물, 핵산 구축물, 바이러스 벡터 또는 바이러스 입자는 환자의 뇌 및/또는 뇌척수액(CSF)에 투여될 수[0209]

있다. 예를 들어, 이들은 주사에 의해 투여될 수 있거나 목적 특이적 투여 장치의 사용에 의해 투여될 수 있다.

뇌로의 전달은 대뇌내 전달, 실질내 전달, 피질내 전달, 해마내 전달, 피각내 전달, 소뇌내 전달 및 이들의 조

합으로부터 선택될 수 있다. CSF로의 전달은 대수조내 전달, 척수강내 전달, 뇌실내(ICV) 전달 및 이들의 조합

으로부터 선택될 수 있다.

치료는 단일 용량으로서 제공될 수 있지만, 예를 들어, 치료가 정확한 영역을 표적화하지 않았을 수 있는 경우,[0210]

또는 추후 수년 이내 및/또는 상이한 AAV 혈청형 사용 시 반복 용량이 고려될 수 있다.

서열[0211]

본 발명에 포함된 서열은 표 4에 제시되어 있다.[0212]
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표 4

[0213]
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[0242]

실시예[0243]

다음 실시예는 본 발명을 예시한다.[0244]

실시예 1: 구축물 설계, 생성 및 클로닝[0245]

본 연구에 사용된 플라스미드를 재조합 DNA  기법으로 구축하였다. AAV  시스 골격 플라스미드는 드-노보(de-[0246]

novo)로 합성되었으며 2개의 AAV 역위 말단 반복부(ITR), 카나마이신 내성 카세트, 원핵 복제 기점 및 SV40 폴

리아데닐화 서열을 함유하였다. 편리한 클로닝 제한 부위를 사용하여 인간 STXBP1의 이소형 변이체 X1을 코딩하

는 DNA 서열(서열번호 7 포함)을 드-노보 합성하였다. 편리한 제한 부위를 사용하여 개별 프로모터를 드-노보

합성하였다. (각각 서열번호 33 및 32에 따른) 인간 인플루엔자 헤마글루티닌(HA) 또는 Myc 태그를 통합 DNA 기

술(Integrated  DNA  Technologies)™(미국 아이오와주 코럴빌)로부터 올리고뉴클레오티드로서 합성하고 아미노

또는  카르복시  말단에서  삽입하였다.  7개의  상이한  프로모터(MECP2-인트론,  MECP2,  hNSE,  CamKII,  hSyn,

hSTXBP1p, CAG)를 인간 STXBP1 유전자에 대해 시험하였다.

설계된 구축물의 개략도는 도 3에 제시되어 있다. 도면에서, "prom"은 프로모터를 의미하고, "INT"는 인트론을[0247]

의미하고, "h"는 인간을 의미하며, SV40은 폴리아데닐화 서열 SV40을 의미하고, "태그"는 구축물의 N 또는 C 말

단에 위치한 HA 또는 Myc 태그를 의미한다.
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실시예 2: 다양한 프로모터 하에서의 STXBP1 발현의 평가[0248]

세포 배양[0249]

인간  유래  AD-HEK293(Agilent  Technologies™,  미국  캘리포니아주  산타클라라)  및  마우스  유래  Neuro-[0250]

2A(ATCC™, 버지니아주 마나사스) 세포주를 DMEM + 10% FBS + 1% 페니실린/스트렙토마이신에서 계대배양하였다

(모두 미국 매사추세츠주 월섬 소재의 Thermo Fisher Scientific™ 제품). 이전에 설명된 바와 같이(Tremblay,

R.G. et al. 2010) 72시간 동안 10 μM 레티노산(MilliporeSigma™, 미국 매사추세츠주 벌링턴)으로 생장 배지

를 보충함으로써 Neuro-2A  세포를 분화시켰다. 제조업체의 프로토콜에 따라 X-tremeGene  360  형질감염 시약

(Roche, 독일 만하임)을 사용하여 세포를 형질감염시켰다. 대조군 플라스미드를 사용한 대조군 형질감염도 포함

되었다.

면역형광 및 현미경관찰[0251]

40배 대물렌즈 및 하마마츠 오르카(Hamamatsu Orca) 4 플래시 냉각 흑백 카메라(Hamamatsu Photonics KK™, 일[0252]

본 하마마츠시)가 장착된 자이스 악시오 옵저버(Zeiss Axio Observer) 7 표면형광 현미경(Carl Zeiss AG™, 독

일 오버코헨)으로 영상화 실험을 수행하였다. 형질감염된 AD-HEK293 및 Neuro-2A 세포를 4% 파라포름알데하이드

(Electron Microscopy Sciences, 미국 19440 펜실베이니아주 햇필드)로 고정하고 1:500에서 토끼 다중클론 항-

STXBP1(MilliporeSigma™,  미국 매사추세츠주 벌링턴)로 염색하였다. 그 다음, 영상화 전에 알렉사 플루오르

(Alexa Fluor) 488에 접합된 당나귀 항-토끼 2차 항체를 1:1,000으로 사용하여 세포를 염색하였다.

도 4: (A) 다양한 프로모터(CAG, MECP2 및 MECP2-인트론)에 의해 구동되는 hSTXBP1 플라스미드에 의해 형질감염[0253]

되고 항-STXBP1 항체로 검출된 AD-HEK293 세포의 면역형광 영상화. (B) 확대 구획은 STXBP1이 세포막에 국한되

어 있음을 보여준다. AD=부착성, NC=음성 대조군.

도 4에 나타낸 바와 같이, 형질감염된 세포는 편재성 CAG 프로모터 또는 신경 특이적 프로모터(MECP2 및 MECP2-[0254]

인트론)의 구동 하에 인간 STXBP1 형질전이유전자의 상이한 발현 수준을 입증하였다.

도 5에 나타낸 바와 같이, 편재성 CAG 프로모터 및 신경 특이적 프로모터(MECP2 및 MECP2-인트론)에 의해 구동[0255]

되는 STXBP1 플라스미드에 의해 형질감염된 Neuro-2A 형질감염 세포도 분석하였다.

도 5: (A) 다양한 프로모터(CAG, MECP2 및 MECP2-인트론)에 의해 구동되는 hSTXBP1 플라스미드에 의해 형질감염[0256]

되고 항-STXBP1 항체로 검출된 Neuro-2A 세포의 면역형광 영상화. (B) STXBP1이 세포막에 국한되어 있음을 보여

주는 확대. NC=음성 대조군.

STXBP1은 한 세트의 막 관련 단백질과 상호작용하는 세포질 단백질이다. 형질감염된 AD-HEK293 및 Neuro-2A의[0257]

확대된 영상은 이들 플라스미드로부터 발현된 STXBP1이 예상된 바와 같이 원형질막(도 4(B)) 또는 뉴런 과정과

원형질막 둘 다(도 5(B))에 국한된다는 것을 보여준다.

웨스턴 블롯 분석[0258]

제조업체의 지침에 따라 1X 정지 프로테아제 및 포스파타제 억제제 칵테일(Thermo Fisher Scientific™, 미국[0259]

매사추세츠주 월섬)을 함유하는 1X 세포 용해 완충제(Cell Signaling  Technology™, 미국 매사추세츠주 댄버

스)에서 형질감염된 AD-HEK 293 세포를 수거하였다. 10% 환원제로 보충된 도데실황산리튬(LDS) 샘플 완충제(둘

다 미국 매사추세츠주 월섬 소재의 Thermo Fisher Scientific™ 제품)를 단백질 용해물에 첨가하여, 최종 농도

가 1X가 되도록 하였다. 샘플을 1D SDS-PAGE 겔 전기영동으로 분리하였다. 각각의 샘플에 대해, 레인당 30 ㎍의

단백질을 로딩하였다. 반건식 전달 장치(Bio-Rad Laboratories™, 캘리포니아주 허큘리스)를 사용하여 단백질을

니트로셀룰로스 막(Li-Cor Biosciences™, 미국 네바다주 링컨)으로 옮겼다. 옮긴 후, 막을 1시간 동안 실온에

서 차단 용액(Li-Cor Biosciences™, 미국 네바다주 링컨)에서 인큐베이션하였다. 이어서, 막을 4℃에서 밤새 1

차 항체 함유 차단 용액과 함께 인큐베이션하였다. 이 분석을 위해 다음 1차 항체를 사용하였다: 1:1,000에서

토끼  다중클론  항-STXBP1(MilliporeSigma™,  미국  매사추세츠주  벌링턴),  1:1,000에서  염소  다중클론  항-

STXBP1(Abnova,  대만 타오위안), 1,1000에서 토끼 다중클론 항 -c-myc(MilliporeSigma™, 미국 매사추세츠주

벌링턴),  1:1,000에서  토끼  단일클론  항-HA(Cell  Signaling  Technology™,  미국  매사추세츠주  댄버스),

1:1,000에서 마우스 단일클론 항-GAPDH(MilliporeSigma™, 미국 매사추세츠주 벌링턴). 막을 PBST 용액으로 3

회 세척하고, 실온에서 1시간 동안 원적외선 스펙트럼을 검출하는 데 적합한 IRDye 680RD 당나귀 항-염소 또는

IRDye 680RD 당나귀 항-토끼 2차 항체 또는 800CW 당나귀 항-마우스(1:15,000; Li-Cor Biosciences™, 미국 네

바다주  링컨)가  함유된  차단  용액에  넣어두었다.  Li-Cor  Odyssey  CLx  원적외선  영상화기(Li-Cor
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Biosciences™, 미국 네바다주 링컨)를 사용하여 단백질을 시각화하였다.

환원 조건 하에 STXBP1 단량체의 분자량은 약 70 kDa으로 예측되며, 웨스턴 블롯으로 상기 단백질을 단량체로서[0260]

검출하였다. GAPDH의 검출을 로딩 대조군으로서 사용하였다. 이러한 결과는 분화된 Neuro-2A에서 다양한 프로모

터에 의해 강력한 발현이 달성되었음을 보여준다(도 6).

도 6: 다양한 프로모터(CAG, MECP2 및 MECP2-인트론)에 의해 구동되는 hSTXBP1에 의해 형질감염된 Neuro-2A 세[0261]

포의 웨스턴 블롯 분석. 조건 각각의 2회 기술적 재현실험이 제시되어 있다. NC = 음성 대조군, 1 = MECP2-인트

론-hSTXBP1, 2 = CAG-hSTXBP1, 3 = MECP2-hSTXBP1.

이 결과도 CAG 프로모터에 의해 구동되는 N-말단 태그부착된 구축물 및 C-말단 태그부착된 구축물 둘 다에 의해[0262]

강력한 발현이 달성되었음을 보여준다(도 7).

도 7: (A) 항-Myc 항체로 검출된 AD-HEK293 세포에서 CAG 프로모터에 의해 구동되는 Myc 태그부착된 hSTXBP1[0263]

및 (B) 항-HA 항체로 검출된 AD-HEK293 세포, SH-SY5Y 세포 및 Neuro-2a 세포에서 hSYN 프로모터에 의해 구동

되는 HA 태그부착된 hSTXBP1의 웨스턴 블롯 분석. 조건 각각의 2회 기술적 재현실험이 제시되어 있다. (C) 항-

STXBP1 항체를 사용하여 AD-HEK293 세포에서도 에피토프 태그부착된 단백질을 검출하였다. NC = 음성 대조군, 1

= CAG-hSTXBP1-Myc, 2 = CAG-Myc-hSTXBP1, 3 = hSYN-HA-hSTXBP1. (A)의 NC 레인에 있는 배경 단백질 밴드는 항

-Myc 항체에 의한 내인성 Myc의 검출로 인한 것이다.

실시예 3: 천연 생성 변이체 및 병리학적 변이체 식별 및 분석[0264]

STXBP1 유전자 변이체를 식별하기 위해 검색어 “STXBP1” 및 “병원성” 또는 “가능한 병원성”을 사용하여[0265]

인간  변이와  표현형  사이의  관계의  보고서의  무료  접근  가능한  공개  아카이브인  ClinVar  데이터베이스

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)를 채굴하였다. 병원성 변이체의 목록은 과학 동료 검토 문헌에 공개

된  돌연변이에  의해  보완되었고,  검색어  "STXBP1,  Munc18,  변이체,  돌연변이"를  사용한

PubMed(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) 검색으로부터 수동으로 엄선되었고, ClinVar에 보고되지 않은 추가

STXBP1 병원성 변이체를 식별하기 위해 저자에 의해 병원성으로서 정의되었다.

그 다음, STXBP1 단백질의 변화를 유발하는 병리학적 변이체 및 가능한 병리학적 변이체를 식별하였다(각각 표[0266]

5 및 6).
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표 5

[0267]
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[0268]

[0269]
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표 6

[0270]

STXBP1 유전자 변이체는 아미노산 치환으로 이어지는 미스센스 돌연변이를 포함할 수 있다. 예를 들어, 표 5의[0271]

R190Q는 서열번호 9에 대한 위치 190에서 아르기닌이 글루타민으로 대체되는 것을 의미한다.

다른 돌연변이도 발생할 수 있다. 식별된 돌연변이 유형 중 하나는 변경된 염기쌍의 수가 3으로 나누어지지 않[0272]

는 뉴클레오티드의 삽입 또는 결실을 수반하는 돌연변이였고, 이것은 "fs"로서 표시되는 프레임시프트인 새로운

아미노산 서열의 생성을 유발한다. 돌연변이가 정확한 판독 프레임을 파괴하는 경우, 돌연변이 뒤의 전체 DNA

서열은 부정확하게 판독될 것이다. 예를 들어, 표 5의 E12fs는 서열번호 9에 대한 위치 12에서 글루탐산이 뉴클

레오티드의 프레임시프트로 인해 변화되어, 부정확한 아미노산 서열을 가진 비정상적인 단백질이 생성되는 것을

의미한다.

변이체에서 발견된 또 다른 유형의 돌연변이는 단백질에서 하나 이상의 아미노산 잔기를 제거하는 DNA 수준의[0273]

돌연변이였다. 이러한 유형의 돌연변이는 표에서 결실(del)로서 표시된다. 예를 들어, 표 5의 I539del은 서열번

호 9에 대한 위치 539에서 이소류신이 제거됨을 의미한다.

다른 돌연변이는 별표(
*
)로 표시된, 정지 코돈의 도입을 포함하는데, 이것은 단백질의 번역이 이 위치에서 중단[0274]

되어, 단백질이 짧아지거나 절두된다는 것을 의미한다. 예를 들어, 표 5에서 Y531
*
은 통상적으로 서열번호 9에

대한 티로신 531을 코딩하는 코돈에서 정지 돌연변이가 발생하여, 이 위치에서 단백질의 번역이 종료됨을 의미

한다.

건강한 집단의 천연 생성 변이체는 질의어 "STXBP1"을 사용하여 관련 없는 개체들의 60.146개 샘플로부터 얻은[0275]
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유전 정보를 함유하는 공개적으로 이용 가능한 대조군 데이터 세트인 gnomAD(The Genome Aggregation Database

-  https://gnomad.broadinstitute.org/v2.1.1)로부터 유래하였다. 대조군 데이터 세트로부터 추출된 변이체는

아미노산 변화를 초래하는 미스센스 변이체, 시작 상실 변이체 및 정지 획득 변이체를 포함한다. 아미노산 변화

를 초래하는 천연 생성 변이체는 표 7에 보고되어 있다.

표 7

[0276]

실시예 4: 바이러스 입자의 제조[0277]

AAV 제조[0278]

AAV2 Rep 서열에 이어 AAV9.hu14(이하 AAV9) 또는 AAV-트루 타입(이하 AAVtt) 캡시드 서열(각각 서열번호 17[0279]

및 34에 따름)을 함유하는 트랜스 플라스미드는 ATUM™(미국 캘리포니아주 뉴어크)에 의해 드-노보 합성되었다.

AAV  헬퍼  플라스미드  pALD-X80은  알데브론  엘엘씨(Aldevron,  LLC)™(미국  노스다코타주  파고)로부터

구입되었다.

비-복제 AAV 벡터를 삼중 형질감염 방법으로 생성하였다. 진탕 플라스크에서 Expi293 발현 배지(Thermo Fisher[0280]

™, 미국 매사추세츠주 월섬)를 사용하여 3일 또는 4일마다 3.0E+05개 내지 5.5E+05개 세포/㎖의 시딩 밀도로

Expi293 세포(Thermo Fisher™, 미국 매사추세츠주 월섬)를 계대배양하였다. Expi293 세포를 37℃ 및 5% CO2로

설정된 에펜도르프(Eppendorf) 인큐베이터에서 125 rpm으로 궤도 진탕기에서 배양하였다. 제조 플라스크를 설정

하기 위해, 바이러스 제제당 총 부피 30 내지 66 ㎖에서 1.5E+05개 세포/㎖로 125 ㎖ 진탕 플라스크를 형질감염

전날 접종하였다. Vi-Cell Blu(Beckman Coulter™, 미국 캘리포니아주 패서디나)를 사용하여 생존 세포 밀도를

계산하였다.

작업  부피가  30  ㎖인  제조  플라스크의  경우  다음과  같이  각각의  플라스크에  대해  형질감염  복합체를[0281]

생성하였다: 1 mg/㎖의 180 ㎕ 폴리에틸렌이민(PEI) MAX(Polysciences Inc™, 미국 펜실베이니아주 워링톤)를
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1.5 ㎖ OptiPRO 무혈청 배지(Thermo Fisher™, 미국 매사추세츠주 월섬)로 희석하고, 설정 8에서 4회 볼텍싱하

고 실온에서 5분 동안 인큐베이션하였다. 별도로, 20 ㎍의 시스 플라스미드(표 10에 표시됨), 30 ㎍의 Rep/Cap

플라스미드(AAV9 또는 AAVtt) 및 40 ㎍의 헬퍼 플라스미드(pALD-X80)를 1.5 ㎖ OptiPRO 무혈청 배지로 희석하

고, 설정 8에서 4회 볼텍싱하고 실온에서 5분간 인큐베이션하였다. 이어서, 이 두 혼합물들을 조합하고, 설정 8

에서 4회 볼텍싱하고 실온에서 15분 동안 인큐베이션하였다. 이어서, 형질감염 복합체를 세포가 함유된 진탕 플

라스크에 첨가하였다. 세포를 125 rpm에서 일정하게 교반하면서 37℃에서 형질감염 혼합물과 함께 배양하였다.

96시간 후, 농축된 AAV 용해 완충제를 1X의 최종 농도(150 mM NaCl, 120 mM Tris-HCl[pH = 8.0], 2 mM MgCl2,[0282]

0.1% 트리톤 X-100)까지 플라크스에 첨가하고 벤조나제(Benzonase)(MilliporeSigma™, 미국 매사추세츠주 벌링

턴)를 50 U/㎖의 최종 농도까지 플라스크에 첨가하였다. 이 혼합물을 125 rpm에서 일정하게 교반하면서 37℃에

서 1시간 동안 인큐베이션하였다. 혼합물을 23℃에서 10분 동안 2,880 x g로 원심분리함으로써 정화하였다. 샘

플을 추가 분석할 때까지 -80℃에서 저장하였다.

AAV 역가 측정[0283]

각각의 샘플을 -80℃로부터 꺼내 실온에서 15분 동안 해동하였다. 일단 샘플이 해동되면, 샘플을 짧게 볼텍싱하[0284]

고 1분 동안 원심분리하였다. 그 후, 10 ㎕의 샘플을 96웰 PCR 플레이트의 개별 웰에 첨가하고 각각의 웰에서

100 ㎕의 총 부피까지 10X DNase 완충제, 50 U DNase 및 DNase 무함유 물(모두 미국 위스콘신주 매디슨 소재의

Promega™ 제품)과 조합하였다.

그 다음, 플레이트를 Bio-Rad™(미국 캘리포니아주 허큘리스) 열순환기로 옮기고 37℃에서 30분 동안 가열한 다[0285]

음 4℃까지 냉각하였다. 그 다음, 샘플을 표 8에 기재된 바와 같이 연속적으로 희석하였다.

표 8

[0286]

5 ㎕의 희석액 D2, D3, D4 및 D5를 프로브용 수퍼믹스(Supermix for Probes)(dUTP 없음, Bio-Rad™, 미국 캘리[0287]

포니아주  허큘리스),  정방향  프라이머  GATCCAGACATGATAAGATACATTG(서열번호  40),  역방향  프라이머

GCAATAGCATCACAAATTTCAC(서열번호 41), 프로브 6-Fam/Zen/3'IB FQ: TGGACAAACCACAACTAGAATGCA(서열번호 42) 및

DNase 무함유 물로 구성된 20 ㎕의 ddPCR 마스터 혼합물과 1X의 최종 농도로 혼합하였다. 이 프라이머 세트는

형질전이유전자의 SV40 폴리A 영역을 표적화한다. 각각의 샘플을 96웰 PCR 플레이트에서 이중으로 실행하였다.

플레이트를 호일 덮개로 열 밀봉하고, 펄스 볼텍싱하고, 1,000 x g에서 5분 동안 원심분리하였다. 플레이트를[0288]

Bio-Rad™ QX-200 액적 생성기에 넣고 제조업체의 지침에 따라 액적을 생성하였다.

액적 생성 후, 플레이트를 호일 덮개로 열 밀봉하고 표 9에 기재된 주기를 실행하도록 프로그래밍된 BioRad™[0289]

열순환기에 넣었다.
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표 9

[0290]

일단 완료되면, 제조업체의 지침에 따라 액적 판독을 위해 플레이트를 Bio-Rad™ QX200 액적에 넣었다. 하기 식[0291]

을 이용하여 벡터 게놈의 농도(VG/㎖)를 정량하였다:

VG/ML: X = [(aY)(1000/b)]D, 여기서:[0292]

X는 VG/㎖이고;[0293]

a는 ddPCR 반응의 부피(25 ㎕)이고;[0294]

Y는 마이크로리터당 카피의 ddPCR 판독값이고;[0295]

b는 ddPCR에서 희석제 벡터의 부피(5 ㎕)이고;[0296]

D는 시험 물질에 적용된 총 희석율이다.[0297]

어세이 허용 기준은 다음과 같이 정의되었다:[0298]

재현실험 사이의 %CV는 ≤15%이어야 하고; >15%인 경우, 하나의 이상치가 생략될 수 있다. 이상치가 생략되고[0299]

%CV가 >15%로 유지되는 경우, 어세이를 반복해야 한다. 상호희석 %CV는 ≤20%이어야 하고, 보고된 희석은 적어

도 2회 연속 희석이어야 한다. %CV가 >20%인 경우, 보고된 희석이 적어도 2회 연속 희석인 한, 희석은 생략될

수 있다. 평균 희석이 여전히 >20%인 경우, 어세이를 반복해야 한다. 각각의 반응 웰은 ≥1,000개의 허용된 액

적을 가져야 한다. 액적이 <10,000개인 경우, 웰은 분석으로부터 배제될 것이다.

AAV 캡시드 ELISA에 의한 바이러스 입자 정량[0300]

바이러스 입자 역가를 제조업체의 지침에 따라 ELISA 키트(PROGEN™ Biotechnik GmbH, 독일 하이델베르그)로 측[0301]

정하였다. AAV9의 경우, 마우스 단일클론 ADK9 항체를 포획 및 검출 단계 둘 다에 사용하였다. AAVtt의 경우,

A20R 단일클론 항체를 포획 및 검출 단계 둘 다에 사용하였다. 몰레큘라 디바이스(Molecular Devices)™(미국

캘리포니아주 산호세) 아쿠아맥스(AquaMax) 4000 마이크로플레이트 세척기를 이용하여 제공된 1X 어세이 완충제

(ASSB)로 각각의 단계 사이에서 세척을 수행하였다. 몰레큘라 디바이스™ 스펙트라맥스(SpectraMax) M5e 플레이

트 판독기로 샘플을 검출하였다. 캡시드 역가를 표준 곡선으로부터 보간하였고 표 10에 기록하였다.

표 10

[0302]
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ddPCR에 의해 수득된 바이러스 게놈 역가 및 ELISA에 의해 수득된 캡시드 역가는 인간 STXBP1 형질전이유전자에[0303]

작동 가능하게 연결된 표시된 프로모터를 포함하는 핵산을 가진 바이러스 벡터를 포함하는 AAV9 및 AAVtt 바이

러스 입자 둘 다가 성공적으로 생성될 수 있음을 시사하였다.

실시예 5: NGN2 분화된 글루타메이트성 뉴런에서 STXBP1 카세트의 렌티바이러스 발현[0304]

DOX 유도성 NGN2 발현 카세트를 보유하는 유전자 편집된 iPSC 세포주(EBiSC, Ref: BIONi010-C-13)를 사용하여[0305]

iPSC 유래 글루타메이트성 뉴런을 생성하였다. 이 프로토콜에서, 뉴런 분화를 프라이밍하기 위해 9일 동안 독시

사이클린으로 NGN2 전사 인자를 유도하였다. 분할(DIV) 21에서, hSyn 또는 MECP2 프로모터의 조절 하에 인간

STXBP1(서열번호 9)을 발현하는 렌티바이러스 벡터의 연속 희석액을 iPSC 유래 NGN2 뉴런에 형질도입하였다. 안

전성 개선을 위해 3세대 시스템을 사용하여 HEK 293 세포에서 렌티바이러스 벡터를 생성하였다. DIV28에서, 면

역세포화학(ICC) 분석을 다음과 같이 수행하였다: 세포를 2% 파라포름알데하이드로 고정하고 1:250의 희석비에

서 1차 토끼 다중클론 항-STXBP1 항체(Sigma, Ref: HPA008209)로 염색하였다. 그 다음, 세포를 1:1000 희석비

에서 알렉사 플루오르 568에 접합된 염소 항-토끼 2차 항체로 염색하였다. 경험적 파라미터를 사용하여 InCell

분석기 6000 기기로 영상화를 수행하였다.

2의 감염다중도(MOI)로 렌티바이러스 벡터가 형질도입된 세포의 대표적인 ICC 영상이 도 8에 제시되어 있다.[0306]

도 8: iPSC 유래 글루타메이트성 뉴런에서 SXTBP1 카세트의 렌티바이러스 벡터 형질도입. 영상은 대조군 조건[0307]

(형질도입되지 않음) 하에서의 STXBP1 발현 및 hSyn 또는 MECP2 프로모터의 조절 하에 있는 카세트의 형질도입

후 STXBP1 발현의 대표적인 사진을 보여준다.

모든 조건에 대해 동일한 획득 설정을 사용하여 사진을 촬영하였다. 신호와 형질도입되지 않은 세포의 비교는[0308]

인간 iPSC 유래 NGN2 뉴런에서 STXBP1의 과발현을 시각화할 수 있게 하였다. hSyn 프로모터의 조절 하에 있는

STXBP1은 MECP2 프로모터보다 더 높은 발현을 야기하였다(표 11에 요약됨).

표 11

[0309]

실시예 6: 1차 마우스 뉴런에서 STXBP1 카세트의 AAV-9 형질도입[0310]

AAV9 벡터는 실시예 4에 설명된 바와 같이 제조되었고 캡시드 특성은 표 12에 나열되어 있다. 형질전이유전자는[0311]

N-말단에서 HA 태그에 융합된 STXBP1 단백질(서열번호 9)을 발현하였고, 발현은 다음 프로모터에 의해 구동되었

다: hSyn, MECP2 또는 MECP2-인트론. HA 태그부착된 단백질을 사용하여 내인성 STXBP1 수준으로부터 형질전이유

전자 발현을 구별하였다. CAG-eGFP-NLS 카세트를 가진 AAV9 캡시드를, 형질도입 효율을 위한 대조군 벡터로서

사용하였다. 마우스 1차 피질 뉴런을 형질도입함으로써 시험관내에서 STXBP1 발현을 조사하였다. 형질도입되지

않은 세포를, 내인성 STXBP1 발현을 위한 대조군으로서 사용하였다.
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표 12

[0312]

E17 마우스 배아의 피질 조직으로부터 마우스 1차 피질 뉴런 세포를 준비하였다. 37℃에서 30분 동안 파파인을[0313]

사용하여 피질 조직을 해리하고 B27 보충제 2%, GlutaMAX-I 1 mM 및 페니실린-스트렙토마이신 50 유닛/㎖로 보

충된 Neurobasal™ 배지 중의 배양물에서 유지하였다. 매주 절반의 배지 교체를 수행하였다.

분할(DIV) 7에서, 세포를 두 상이한 MOI(2.5E+6 GC/세포 및 5.0E+5 GC/세포)에서 상이한 AAV9 구축물로 형질도[0314]

입하였다. 두 MOI 조건에서 높은 hSyn-eGFP-NLS 구축물을 포함시킴으로써 형질도입 수준을 확인하였다. DIV13에

서,  세포를  2%  파라포름알데하이드로  고정하고  1차  토끼  다중클론  항-STXBP1  항체(1:250;  Sigma,  Ref:

HPA008209) 및 항-HA 태그 염색(1:100; Ref: 2367S Cell Signaling Technology)으로 염색하였다. 경험적 파라

미터를 사용하여 InCell 분석기 6000 기기로 영상화를 수행하였다.

도 9: 마우스 1차 뉴런에서 STXBP1의 AAV9 형질도입: (A) MOI 5.0E+5 GC/세포에서 AAV9 바이러스 벡터가 형질[0315]

도입된 1차 마우스 피질 뉴런에서의 STXBP1 염색의 대표적인 영상. 사진은 대조군 조건(형질도입되지 않음), 및

hSyn, MECP2 또는 MECP2-인트론 프로모터의 조절 하에서의 STXBP1 발현을 보여준다. (B) 동일한 1차 마우스 피

질 뉴런에서 HA 염색(우측)과 STXBP1 염색(좌측)의 비교.

본 발명자들은 유사한 획득 파라미터를 사용하여 형질도입되지 않은 세포(도 9A)와 비교되었을 때 3개의 프로모[0316]

터 모두에 대한 증가된 STXBP1 발현 수준을 확인하였고, 이는 AAV9 형질도입이 기준 수준을 넘는 STXBP1 발현을

달성할 수 있음을 암시한다. 인트론 프로모터를 가진 MECP2는 가장 높은 발현 수준을 보였고, hSyn 및 MECP2가

그 뒤를 이었다(표 13). 더욱이, 연구된 모든 바이러스 벡터들에 대해 항-HA와 STXBP1 염색의 공국소화가 관찰

되었으며, 대표적인 영상은 도 9B에 제시되어 있다(화살표 참조).

표 13

[0317]
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STXBP1 형질도입이 뉴런 세포에 특이적이라는 것을 입증하기 위해, 본 발명자들은 범 뉴런 마커 MAP2에 대해 유[0318]

도된  항체(1:5000;  Ref:  ab5392;  Abcam™,  미국  매사추세츠주  캠브리지)로  마우스  1차  배양물을

대조염색하였다.

도 10: MAP2 양성 뉴런에서 STXBP1 과발현의 공국소화. 영상은 AAV9 바이러스 벡터의 형질도입 후 마우스 1차[0319]

뉴런에서 항-HA 태그 염색(좌측 패널) 및 항-MAP2 염색(우측 패널)의 대표적인 사진이다. 화살표는 STXBP1(HA)

및 뉴런 마커(MAP2)를 발현하는 세포의 예를 표시한다.

도 10은 형질도입된 마우스 1차 피질 뉴런에서 뉴런 마커(MAP2)와 항-HA 염색의 공국소화를 보여준다(화살표 참[0320]

조). 이 데이터는 다양한 뉴런 프로모터의 조절 하에 HA 태그부착된 STXBP1 형질전이유전자 생성물의 뉴런 발현

을 확인시켜 주었다. HA-태그 신호의 강도(표 14)는 STXBP1 수준(표 13)과 상관관계를 가지며, 이는 프로모터

강도가 다음과 같이 순위매겨질 수 있음을 암시한다: MECP2-인트론 > hSyn > MECP2.

표 14

[0321]

실시예 7: 마우스 뇌에서 AAV-9 매개 형질도입 후 STXBP1의 생체내 발현[0322]

마우스 뇌에서 STXBP1의 AAV9 매개 형질도입을 생체내에서 조사하였다. 양측 뇌실내(ICV) 주사를 통해 바이러스[0323]

벡터를 출생 후 1일 된 신생아 마우스(PND1)의 뇌에 투여하였다. ICV 신생아 주사 방법은 이전에 설명되었다

(Bertrand-Mathon, et al. 2015; Kim, et al. 2014; Hamodi, et al. 2020). 주사된 동물을 5주 동안 모니터링

하고 뇌 조직에서의 STXBP1의 발현 및 분포를 생화학적 판독값으로 분석하였다.

실험은  5개의  군,  즉  대조군(비히클  주사),  대조군  바이러스(AAV9/hSyn_eGFP),  AAV9/hSyn-HA-STXBP1,[0324]

AAV9/MECP2-HA-STXBP1 및 AAV9/MECP2-인트론-HA-STXBP1을 포함하였다. AAV9 벡터는 표 12에 기재된 바와 동일

하였다. 생체내 실험 조건의 요약은 표 15에 제시되어 있다.

공개특허 10-2024-0099360

- 67 -



표 15

[0325]

마우스의 전반적인 건강을 평가하기 위해 연구 과정(주사 후 5주) 동안 체중 차이를 모니터링하였다. 마지막 평[0326]

가 시 상이한 카세트 군의 체중의 유의미한 차이는 없었다. 어떤 군도 독성의 임의의 임상 징후를 보이지 않았

다. 또한, AAV9/hSyn-HA-STXBP1, AAV9/MECP2-HA-STXBP1 또는 AAV9/MECP2-인트론-HA-STXBP1로 치료받은 성체 야

생형 마우스에서는 이환율 또는 발달 지연의 명백한 징후가 없었다. 이 실험의 결과는 바이러스 벡터 카세트가

장기간 내약성 및 낮은 독성을 나타내었으므로, 임상전 설정에서 안전하게 사용될 수 있음을 입증하였다.

주사 후 5주에서, 뇌 조직을 채취하고 해부하고 생화학적 분석을 위해 제출하였다. DNA/RNA는 좌측 전두엽 피질[0327]

및 해마로부터 추출된 반면, 단백질은 일치하는 우측 전두엽 피질로부터 추출되었다. RNA 추출을 위한 DNAse 처

리를 포함하는 DNA/RNA 추출을, 제조업체 지침에 따라 알프렙(AllPrep) 미니 키트(Qiagen, 80204)를 사용하여

수행하였다. 프리셀리스(Precellys) 24 기기(Bertin Technologies)를 사용하여 조직을 RLT Plus 완충제(β-머

캡토에탄올로  보충됨)에 용해시켰다.  모든  샘플들에  대해  DNA  농도를  측정하고 20  ng/㎕로  조절하였다.  그

다음, SV40 폴리A 신호(모든 AAV 카세트에 존재함)에 특이적인 프라이머/프로브를 사용하여 40 ng을 qPCR에 제

출하였다.  ValidPrime®  키트(tataabiocenter,  A106P25)를  사용하여  마우스  게놈의  양을  분석하였다.

ValidPrime® 서열은 반수체 정상 게놈당 정확히 하나의 카피로 존재하는 gDNA의 전사되지 않은 유전자좌에 특

이적이다. qPCR 둘 다에 대해, 표준 곡선 방법을 이용하여 카피 수를 측정하였다. RNA 농도를 측정하였고, 키트

고용량 cDNA RT 키트 + RNase 억제제(Applied Biosystems 카탈로그 번호 4374966)를 사용하여 500 ng의 RNA를

RT에 제출하였다. 수득된 cDNA뿐만 아니라, 수득된 결과의 정규화를 위한 2개의 기준 유전자도 인간 STXBP1 신

호 qPCR에 제출하였다. 상대적 발현을 측정하고 모든 군들에 대한 평균값으로 스케일링하였다. 단백질 추출을

위해, 프리셀리스 24 기기(Bertin Technologies) 및 냉각 시스템을 사용하여 조직을, 2배 농축된 프로테아제 및

포스파타제 억제제 칵테일(Cell Signaling Technology, #5872)을 포함하는 RIPA 완충제(Pierce, 89900)에 용해

시켰다. 샘플을 얼음 위에 30분 동안 방치한 후 원심분리하였고, 상청액을 최종 단백질 추출물로서 모았다. BCA

단백질 어세이 키트(Pierce, 23227)를 사용하여 단백질 농도를 측정하였고 7.5 ㎍의 단백질을 램리(Laemli) 완

충제 및 β-머캡토에탄올과 혼합하고 SDS-Page 전에 90℃에서 10분 동안 인큐베이션하였다. 겔을 니트로셀룰로

스 막으로 옮기고 웨스턴 블롯으로 분석하였다. 막을 4℃에서 1시간 동안 차단 용액(Ref: 927-50000; Li-Cor)에

서 인큐베이션한 후, 1차 항체 마우스 단일클론 항-HA(1:2000; Ref: 2367S, Cell Signaling Technology) 및 마

우스 단일클론 항-GAPDH(1:10000; Ref: G8795, Sigma)와 함께 인큐베이션하였다. 사용된 2차 항체는 IRDye®

680RD  당나귀 항-마우스 IgG 2차 항체(1:20000; Ref: 926-68072, Li-Cor) 및 IRDye® 800CW 당나귀 항-토끼

IgG 2차 항체(1:20000; Ref: 926-32213, Li-Cor)였다.

도 11: 바이러스 벡터 DNA 카피 분석. AAV 치료 후 5주령 마우스의 좌측 해마 및 좌측 전두엽 피질로부터의 이[0328]
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배체 마우스 게놈 수에 의해 정규화된 SV40pA(유인원 바이러스 40의 폴리A 신호)의 qPCR 데이터. 비히클 및 4개

의 AAV9 형질도입 군(대조군 바이러스, hSyn, MECP2, MECP2-인트론)에 대한 데이터가 제시되어 있다. 결과는 평

균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 12: STXBP1 mRNA 발현 분석. 데이터는 2개의 기준 유전자로 정규화되고 모든 군들의 평균 발현(평균 ± SD)[0329]

으로 스케일링된 상대적 발현으로서 표현되어 있다. AAV 치료 후 5주령 마우스의 좌측 해마 및 좌측 전두엽 피

질의 조직으로부터 분석을 수행하였다.  비히클 및  4개의  AAV9  형질도입 군(대조군 바이러스,  hSyn,  MECP2,

MECP2-인트론)에 대한 데이터가 제시되어 있다.

도 13: 웨스턴 블롯에 의한 단백질 분석. (도 13a) 피질에서 다양한 카세트에 대한 HA 태그 발현을 보여주는 웨[0330]

스턴 블롯(군당 n = 5 내지 7). GAPDH는 로딩 대조군으로서 사용되었다. (도 13b) HA 태그 밴드 강도의 정량,

각각의 샘플은 GAPDH 로딩 대조군으로 정규화된다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 11에 예시된 바와 같이, 이배체 마우스 게놈당 유의미한 벡터 DNA 카피는 DNA 추출물에서 검출되었으며 해마[0331]

및 피질(N = 5마리 내지 7마리 마우스)에서 다양한 바이러스 벡터들 사이에 효율적인 AAV9 형질도입을 입증하였

다. 인간 STXBP1 형질전이유전자 발현(mRNA)은 3개의 카세트 모두에 대해 관찰되었으며 hSyn 및 MECP2에 비해

MECP2-인트론 카세트에 대해 훨씬 더 강한 발현이 관찰되었다(도 12). HA 태그부착된 STXBP1 단백질의 웨스턴

블롯 분석은 연구된 모든 3개의 카세트에 대해 전두엽 피질에서 생체내 특이적 형질전이유전자 생성물 발현을

확인시켜주었다(도 13a 및 13b). 종합하면, 데이터는 바이러스 벡터 사이에 프로모터 강도의 일반적인 순위매김

을 허용하였다. MECP2-인트론은 HA-태그 STXBP1 발현이 가장 높았고 hSyn과 MECP2가 그 뒤를 이었음을 보여주었

다. 이 데이터는 유사한 상대적 순위매김이 관찰된 마우스 1차 피질 뉴런의 시험관내 데이터와 일치하였다.

실시예 8: 마우스 뇌에서 AAV-9 매개 형질도입 후 STXBP1의 생체내 분포[0332]

AAV9 벡터의 PND1 주사 후 마우스 뇌에서의 STXBP1 발현 분포를 면역조직화학(IHC)으로 조사하였다. 실시예 7에[0333]

기재된 바와 동일한 동물로부터 마우스 뇌 조직을 채취하였다.

고정된 동결 절편(12  ㎛  두께,  시상 절편)을 크라이오스타트(cryostat)-마이크로톰(microtome)으로 생성하고[0334]

-80℃에서 저장하였다. 하기 인큐베이션 단계 모두를 실온에서 수행하였다. 냉동절편을 PBS 1X에서 10분 동안

세정한 다음, 단독으로 또는 이중 면역형광을 위해 조합으로 사용된, 0.3% 트리톤 X-100을 함유하는 PBS에 희석

된 다음 1차 항체와 함께 가습 챔버에서 하룻밤 동안 인큐베이션하였다: GFP(1:2,000; #1020, Aves), HA(헤마글

루티닌 태그; 1:5,000;  #3724,  Cell  Signaling),  NeuN(1:2,000;  ab177487,  Abcam), GFAP(1:2,000; #173006,

Synaptic Systems), 파발부민(parvalbumin)(1:500; PV235, Swant). 인큐베이션 후, 절편을 PBS로 3회 세척한

다음, 적절한 알렉사 접합된 2차 항체(알렉사 488 또는 647에 접합된 항-마우스, 토끼, 닭 항체)와 함께 1시간

동안 인큐베이션하였다. 그 다음, 상기 절편을 DAPI(300 nM 희석액)로 대조염색하여 세포핵을 표지부착하고 PBS

로 3회 세척하였다. 최종적으로 프로롱 골드(Prolong Gold) 변색방지 탑재 배지(Life Technologies)를 사용하여

상기 절편을 탑재하고 커버슬립을 적용하였다. 20배 대물렌즈(Zeiss)를 가진 악시오스캔(AxioScan) Z1 슬라이드

스캐너를 사용하여 염색된 절편의 디지털 영상을 수득하고 Zen 3 소프트웨어(Zeiss)를 사용하여 분석하였다. 뉴

런  프로모터로부터  형질전이유전자를  발현하는  뇌에서  형질도입된  세포의  분포를  연구하기  위해,  PND1에서

AAV9/hSyn_eGFP를 마우스 새끼에게 icv 주사하였다. 바이러스 투여 1개월 후에 동물을 희생시켰고, 뇌를 해부하

고 면역조직화학용으로 처리하여 GFP를 표지부착하였다.

도 14: AAV9-hSyn-NLS-eGFP-NLS 바이러스의 GFP 리포터를 사용하였을 때 마우스 뇌에서 감염된 세포의 분포.[0335]

(A) AAV9-hSyn1-NLS-GFP-NLS icv를 제공받고 1개월 후에 희생되고 GFP를 표지부착하도록 면역염색된 마우스 뇌

의 시상 절편. GFP를 발현하는 세포의 분포를 전체 뇌의 앞쪽부터 뒤쪽까지 관찰하였다. GFP+ 세포를 나타내는

주요 뇌 영역들 중 일부는 직사각형으로 강조되어 있다. (B 내지 G): A로부터의 GFP+ 세포를 보여주는 뇌 영역

의 고배율(화살표는 GFP+ 세포를 표시함).

도 15: AAV9-hSyn-NLS-eGFP-NLS 바이러스로부터 GFP 리포터를 발현하는 세포의 특징규명. (A 내지 F) GFP 및[0336]

뉴런  마커  NeuN,  (G  내지  L)  GFP  및  성상세포  마커  GFAP를  검출하기  위해  이중  면역형광  표지부착을

수행하였다. (A 내지 C) GFP 및 (D 내지 F) NeuN 둘 다에 대해 양성을 나타내는 세포는 모든 뇌 영역에서 관찰

되었으며(화살표는 이중 표지부착된 세포를 표시함), 이는 뉴런이 형질도입되어 리포터 유전자를 발현했음을 시

사한다. 대조적으로, GFAP 양성 세포(J 내지 L)에서는 GFP(G 내지 I) 신호가 검출되지 않았는데, 이는 성상세포

가 리포터 유전자를 발현하지 않았음을 암시한다.

도 16: AAV9 투여 후 마우스 뇌에서 다양한 프로모터로부터의 HA-STXBP1 융합 단백질의 분포. 다양한 프로모터[0337]
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로부터 과발현된 HA 태그부착된 STXBP1의 분포를 HA에 대한 면역조직화학으로 마우스의 뇌에서 연구하였다. 음

성 대조군 조건으로서, (A) PBS만 또는 (B) AAV9-hSyn-GFP 바이러스 icv를 제공받은 동물에서는 HA 신호가 관찰

되지 않았다. (C) 항체 선택성의 음성 대조군(NC)으로서, AAV9-MECP2-인트론-HA-STXBP1 바이러스를 제공받았지

만 면역조직화학 절차 동안 1차 HA 항체가 생략된 동물에서는 HA 신호가 관찰되지 않았다. (D 내지 F) HA 신호

는 다양한 프로모터로부터 HA-STXBP1을 발현하는 다양한 바이러스가 주사된 모든 동물들의 뇌에서 관찰되었다.

3개의 프로모터는 대뇌 피질, 해마, 선조체, 후각 구근, 흑질 및 전뇌의 섬유관에서 관찰된 주요 발현과 함께

전체 뇌에 걸쳐 HA 분포의 공통 패턴을 유발하였다. 프로모터 사이에 HA 분포의 현저한 차이가 표 16에 보고되

어 있다.

도 17: AAV9 투여 후 해마에서 다양한 프로모터로부터의 HA-STXBP1 융합 단백질의 분포. 이중 면역형광 표지부[0338]

착을 수행하여, 해마의 상이한 부분을 식별하는 데 사용된 (A 내지 C) HA 및 (D 내지 F) 뉴런 마커 NeuN을 검출

하였다. 3개의 프로모터 모두가 전체 해마, 주로 뉴런 돌기(Mol, LMol, Or, MF) 및 때때로 세포체에서 HA 발현

을 유발하였다. (F) MECP2-인트론 프로모터는 다른 2개의 프로모터(D, E)에 비해 더 우수한 범위 및 더 높은 HA

신호 강도를 유발하였다. LMol: 해마의 라쿠노섬 분자층; MF: 이끼 섬유; Mol: 치상회의 분자층; Or: 상행층.

도 18: 다양한 프로모터로부터 HA-STXBP1을 발현하는 세포의 특징규명. 이중 면역형광 표지부착을 수행하여 (A[0339]

내지 C) HA 및 (D 내지 F) 뉴런 마커 NeuN을 검출하였다. HA에 대해 양성을 나타내었고 종종 뇌의 상이한 영역

에서 관찰된 세포체도 NeuN에 대해 양성을 나타내었는데, 이는 3개의 프로모터 모두가 뉴런에서 형질전이유전자

발현을 유도한다는 것을 뒷받침한다. 화살표는 이중 표지부착된 세포를 표시한다. 

전반적으로, GFP+ 세포는 후각 구근부터 소뇌 및 뇌간까지 전체 뇌에 걸쳐 관찰되었다(도 14A 내지 14G). 많은[0340]

수의 감염된 세포가 특히 선조체(도 14D), 대뇌 피질(도 14B), 해마(도 14C) 및 후각 전구에서 관찰되었다. 이

중 면역표지부착은 GFP와 뉴런 마커 NeuN 사이의 공국소화(도 15A 내지 15F) 및 GFP와 성상세포 마커 GFAP의 공

국소화의  부재(도  15G  내지  15L)에  의해  입증된  바와  같이  GFP가  뉴런에  의해서만  발현되었음을

확인시켜주었다.

HA에 대한 면역조직화학을 수행하여 3개의 상이한 뉴런 프로모터인 hSyn, MECP2 또는 MECP2-인트론으로부터 과[0341]

발현된 HA 태그부착된 STXBP1의 조직 분포를 분석하였다(도 16). 상기 3개의 프로모터는 전체 뇌에 걸쳐 HA 발

현의 공통 패턴을 유발하였고(도 16D 내지 16F); HA 염색이 관찰된 주요 영역은 대뇌 피질, 해마, 선조체, 후각

구근, 흑질 및 전뇌의 섬유관이었다. HA 신호는 MECP2-인트론 프로모터를 포함하는 AAV가 주사된 동물에서만 소

뇌에서 검출되었으며(도 16F); MECP2-인트론 프로모터는 2개의 다른 프로모터에 비해 뇌 전체에 걸쳐 가장 우수

한 HA 신호 범위 및 신호 강도를 제공하였다(도 16D 내지 16F). 상기 3개의 프로모터로부터의 HA의 뇌 분포의

요약은 표 16에 제공되어 있다. 간질을 치료하는 치료 접근법의 개발이라는 목적에 중요한 HA 발현은 간질발생

및 발작 생성에 관여하는 핵심 영역인 해마 및 피질에서 관찰되었다. 모든 프로모터는 전체 해마(도 17), 주로

뉴런 돌기(해마의 이끼 섬유, 치상회의 분자층, 라쿠노섬 분자층 및 상행층)에서 HA 발현을 유발하였다. MECP2-

인트론 프로모터의 사용 시 가장 높은 HA 신호 강도가 관찰되었고; hSyn 프로모터는 중간 수준의 발현을 유발한

반면, MECP2 프로모터는 가장 약한 신호 강도를 제공하였다(도 17A 내지 17C). 세포 수준에서, HA 발현은 주로

뉴로필에서 관찰되었고 종종 뉴런 마커 NeuN(도 18D 내지 18F)과 함께 공국소화된 세포체(도 18A 내지 18C)에서

관찰되었는데, 이는 3개의 프로모터 모두가 뉴런에서 발현을 유도한다는 것을 암시한다.
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표 16

[0342]

실시예 9: WT 및 이형접합성 STXBP1(HET) 마우스 뇌에서 STXBP1 변이체 발현의 특징규명[0343]

정상 조건 및 질환 조건에서 STXBP1 단백질 변이체의 발현을 평가하기 위해, 인간 STXBP1 반수체기능부전 매개[0344]

간질을 재현하고 문헌[Kovacevic et al. (2018)]에 기재되어 있는 형질전환 마우스 모델을 생성하였다. 이 마우

스 모델은 암스테르담 대학으로부터 라이센스를 통해 획득되었다. Stxbp1 유전자 내의 엑손 2의 어느 한 쪽에서

loxP  부위를 가진 Stxbp1  플록시드(floxed)(Stxbp1fl/fl)  마우스를 사용하여 이형접합성 모델을 생성하였다.

Stxbp1fl/fl을  EIIa-Cre(Jax:  003724)와  교배시켜  생식세포주에서  Stxbp1  엑손  2를  결실시킴으로써,

Stxbp1fl/- null 돌연변이체 마우스를 생성하였다. 플록시드 대립유전자를 C57BL/6J와 이계교배시켜, Stxbp1+/-

KO HET 마우스 변종을 생성하였다. 하나의 대립유전자에서 엑손 2의 결실은 조기 정지 코돈을 생성하고 절두된

비기능적 STXBP1 단백질의 발현을 야기한다. 벨기에 법률에 따라 동물 실험 윤리 위원회에 의해 발행된 지침을

준수하면서 모든 생체내 실험을 수행하였다. 유럽 의회 위원회 지시(2010/63/EU)에 따라 상기 실험을 수행하였

다. 동물 고통을 최소화하기 위해 모든 노력을 기울였다.

내인성 STXBP1  변이체 발현을 평가하기 위해, 이형접합성 KO(STXBP1+/-)  및 야생형(WT) 한배새끼(STXBP1+/+)[0345]

수컷 마우스를 출생 후 5주 내지 7주에서 희생시켰고, 뇌 조직을 채취하고 해부하고 생화학적 판독값으로 분석

하였다. RNA는 꼬리 피질(우측 반구)로부터 추출된 반면, 단백질은 웨스턴 블롯(WB) 분석을 위해 일치하는 우측

전두엽(내측) 피질 및 액체 크로마토그래피 질량 분광측정(LC-MS) 분석을 위해 전두엽 피질의 측면 절반으로부

터 추출되었다.

RNA 분석[0346]

RNA 추출을 위해, 샘플을 RLT Plus 용해 완충제(10 ㎕/㎖의 β-머캡토에탄올 함유)(프리셀리스 용해 키트 CK14[0347]

- 2 ㎖(VWR, 432-3751))가 함유된 프리셀리스 튜브로 옮겼다. RNA에 대해 DNAse 처리를 수행하였다. 매그-바인

드(Mag-Bind) 총 RNA  96  키트(Omega, M6731)를 사용하여 킹피셔 플렉스(KingFisher Flex)(ThermoFisher)에서

RNA 추출을 수행하였다. RNA 농도를 나노드롭(Nanodrop)으로 측정하였고, 500 ng의 RNA를, 키트 고용량 cDNA

RT 키트 + RNase 억제제(카탈로그 번호 4374966, ThermoFisher)를 사용하는 역전사에 제출하였다. 그 후, 상업

적으로 입수 가능하고 맞춤 제작된 프라이머 및 프로브, 마우스 STXBP1, 마우스 및 인간 STXBP1 긴 이소형, 및

마우스 및 인간 STXBP1 짧은 이소형뿐만 아니라, 2개의 기준 유전자도 사용하여 수득된 cDNA를 삼중으로 qPCR로
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분석하였다. 2
-ΔCt

 값을 계산하여 mRNA 발현 수준을 수득하였고, 이때 각각의 유전자의 발현은 2개의 기준 유전

자의 평균으로 정규화되었다.

웨스턴 블롯 분석[0348]

단백질 추출을 위해, 프리셀리스 24 기기(Bertin Technologies) 및 냉각 시스템을 이용하여 조직을 2x 프로테아[0349]

제 및 포스파타제 억제제 칵테일(Cell Signaling Technology #5872) 함유 RIPA 완충제(Sigma R0278)에 용해시

켰다. 샘플을 얼음 위에 30분 동안 방치한 후 원심분리하였고, 상청액을 최종 단백질 추출물로서 모았다. BCA

단백질 어세이(Thermo Scientific™)를 이용하여 단백질 농도를 측정하였고 10 ㎍의 단백질을 램리 완충제 및

β-머캡토에탄올과 혼합하고 SDS-Page 전에 90℃에서 10분 동안 인큐베이션하였다. 겔을 니트로셀룰로스 막으로

옮긴 다음, 표준 웨스턴 블롯 절차에 제출하였다. 먼저, 실온에서 막을 차단 용액(Ref: 927-50000; Li-Cor)에서

1시간  동안  인큐베이션하였다.  다음  1차  항체를  4℃에서  밤새  인큐베이션하였다:  염소  다중클론  항-

STXBP1(1:1000, Ref: PAB6504, Abnova), 토끼 다중클론 항-STXBP1(1:1000, Ref: 116002, SySy), 토끼 다중클론

항-STXBP1(1:1000, Ref: HPA008209, Sigma), 마우스 단일클론 항-신탁신-1A(1:2500, Ref: 110111, SySy), 마우

스  단일클론  항-β-액틴(1:10000,  A2228,  Sigma)  및  토끼  단일클론  항-β-액틴(1:10000,  8457P,  Cell

Signaling Technology). 2차 항체를 실온에서 1시간 동안 인큐베이션하였고, 다음 항체를 사용하였다: IRDye®

680RD 당나귀 항-마우스 IgG 2차 항체(1:20000; Ref: 926-68072, Li-Cor), IRDye® 800CW 당나귀 항-토끼 IgG

2차 항체 항체(1:20000; Ref: 926-32213, Li-Cor) 및 IRDye® 800CW 당나귀 항-염소 IgG 2차 항체(1:20000;

Ref: 926-32214, Li-Cor).

LC-MS 분석[0350]

LC-MS  분석을 위해,  프리셀리스 조직 균질화기(Bertin-Instruments)를 사용하여 조직 샘플을 5%  SDS/50  mM[0351]

TEAB/1x 프로테아제 억제제에 균질화하였다. BCA(Pierce, A53227)로 단백질 농도를 측정한 후, 각각의 샘플 100

㎍을  환원시키고  알킬화하였다.  제조업체  지침(Protifi  Llc,  뉴욕주  헌팅톤)에 따라  트립신/Lys-C(Promega,

V5072)를 사용하여 96웰 플레이트 S-Trap에서 샘플 세정 및 분해를 수행하였다. 분해된 샘플을 플레이트로부터

용출하고 진공 하에 건조한 후, LC-MS 분석을 위해 재현탁시켰다. 재현탁 완충제는 물 중의 0.1% 포름산에 50

fmol/㎕의 중질 표지부착된 AQUA 펩티드(Thermo, 영국 페이즐리)를 함유하였다. 총 용해물 샘플의 경우, 워터스

제보(Waters Xevo) TQ-XS에 연결된, IonKey 공급원을 가진 워터스 액퀴티(Waters Acquity) UPLC M-클래스를 사

용하여 STXBP1 펩티드를 측정하였다. 펩티드를 워터스 나노이스(Waters nanoEase) M/Z Sym100 C18 컬럼(5 ㎛,

300 ㎛ x 25 mm)에 포획하고 워터스 펩티드 BEH C18 iKey(150 ㎛ x 100 mm, 130 Å 1.7 ㎛)에서 분리하였다.

이동상 A(0.1% 포름산/100% H2O) 및 이동상 B(0.1% 포름산/100% 아세토니트릴)를 사용하여 3 ㎕/분의 유속으로

17분 구배를 적용하였다. 사용된 구배는 다음과 같았다: 0분 내지 1분 동안 1.0% B, 1분 내지 3분 동안 1.0% 내

지 25% B, 3분 내지 6분 동안 25% 내지 40% B, 6분 내지 9분 동안 40% 내지 99% B, 12분 내지 13분 동안 99%

내지 1% B. 컬럼 온도를 50℃로 설정하였다. 예정된 다중 반응 모니터링(MRM) 방법을 다음과 같은 공급원 파라

미터와 함께 사용하였다: 모세관 전압 - 3.8 kV, 공급원 온도 - 150℃, 원뿔 기체 - 150 L/hr, 분무기 기체 -

5.3  bar,  나노유동  기체  -  0.3  bar.  모든  분석을 위해,  모니터링된 펩티드는 DNALLAQLIQDK(서열번호 43),

YETSGIGEAR(서열번호  44),  ISEQTYQLSR(서열번호 45),  WEVLIGSTHILTPTK(서열번호 46)(긴  이소형 특이적),  및

WEVLIGSTHILTPQK(서열번호 47)(짧은 이소형 특이적)이었다. 펩티드당 3개의 전이를 모니터링하였다. 데이터 분

석을 스카이라인(Skyline)에서 수행하였다(MacLean et al., 2010). 각각의 분석은 8점 표준 곡선 및 QC 샘플

(낮음, 중간, 높음, n=2)을 포함하였다. 이것은 이. 콜라이(E. coli)에서의 재조합 발현으로부터 제조된 정제된

HA 태그부착된 STXBP1 단백질이 첨가된 블랭크 풀링된 마우스 간 균질화물로 구성되었다. 풀링된 마우스 뇌막

균질화물(블랭크, 및 추가 STXBP1이 첨가됨)로 구성된 내인성 QC 샘플도 포함되었다. 이 표준 곡선에 대해 총

단백질 및 짧은 이소형의 정량을 수행하였다. 이소형 특이적 펩티드의 상대적 정량을 이들 각각의 내부 표준에

대해 수행하였다.

도 19: qPCR에 의한 마우스 뇌 내의 STXBP1 변이체 mRNA 수준 분석. WT(야생형) 한배새끼 및 HET(이형접합성)[0352]

마우스(군당 n = 11 내지 13)의 꼬리 피질(우측 반구)로부터 얻은 뇌 조직 샘플의 mRNA 분석. (도 19a): 총 내

인성 STXBP1의 mRNA 발현 분석(모든 STXBP1 전사체를 인식하는 공통 프로브). (도 19b) 및 (도 19c): 긴 이소

형(B) 또는 짧은 단백질 이소형(C)을 특이적으로 인식하는 2개의 상이한 프로브를 사용한 STXBP1 변이체의 mRNA

발현 분석. 데이터는 2
-ΔCt

 값을 계산함으로써 mRNA 발현 수준으로서 제시되고, 이때 발현은 2개의 기준 유전자

의 평균으로 정규화되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 20: 웨스턴 블롯에 의한 마우스 뇌 내의 STXBP1 단백질 수준 분석. WT(야생형) 한배새끼 및 HET(이형접합성)[0353]
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마우스(군당 n = 11 내지 13)의 우측 전두엽(내측) 피질의 조직 샘플을 분석하였다. (A): 총 STXBP1 단백질 발

현을 나타내는 웨스턴 블롯. (B): (A)에서의 각각의 웨스턴 블롯의 정량 데이터. Β-액틴은 정규화를 위한 로딩

대조군으로서 사용되었다. "WT" 군은 스케일링 군으로서 사용되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도  21:  LC-MS에  의한  마우스  뇌  내의  STXBP1  변이체  단백질  수준  분석.  WT(야생형)  한배새끼  및[0354]

HET(이형접합성) 마우스(군당 n  =  11  내지 13)의 전두엽 피질의 측면 절반의 조직 샘플을 분석하였다. (도

21a): 총 STXBP1 펩티드 대 STXBP1 긴 이소형 대 STXBP1 짧은 이소형의 정량. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어

있다. (도 21b): STXBP1 짧은 이소형 및 긴 이소형을 나타내는 웨스턴 블롯. (도 21c): 도 21b에서의 웨스턴 블

롯 각각의 조합된 정량 데이터. B-액틴은 로딩 대조군으로서 사용되었다. 데이터는 각각의 STXBP1 이소형의 밴

드 강도와 각각의 B-액틴 밴드 사이의 비로서 제시되어 있다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

도 22: 웨스턴 블롯에 의한 마우스 뇌 내의 신탁신-1A(STX1A) 단백질 수준 분석. 마우스 뇌 조직 샘플에서의[0355]

STX1A  단백질 발현의 정량(군당 n  =  11  내지 13).  Β-액틴은 정규화를 위한 로딩 대조군으로서 사용되었다.

"WT" 군은 스케일링 군으로서 사용되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다.

WT  및 이형접합성(+/-)  KO  마우스(도면에서 HET로서 지칭됨)에서 RNA  전사체 분석의 결과는 도 19(19a  내지[0356]

19c)에 제시되어 있다. 총 STXBP1의 내인성 마우스 mRNA 전사체 수준은 HET 마우스에서 감소된다(도 19a). 본

발명자들은 또한 WT 한배새끼와 비교되었을 때 HET 마우스에서 STXBP1의 짧은 이소형과 긴 이소형이 감소됨(37%

내지 43%)을 관찰하였다(도 19b 및 19c). 총 STXBP1의 웨스턴 블롯 분석은 WT 동물과 비교되었을 때 HET 마우스

에서 60% 내지 70% 단백질 감소를 확인시켜주었다(도 20).

LC-MS에 의한 STXBP1 단백질 이소형의 정량(도 21)은 긴 이소형의 전체 수준과 비교되었을 때 짧은 STXBP1 변이[0357]

체가 WT 및 HET 동물의 마우스 뇌에 가장 풍부하다는 것을 시사하였다(도 21a). HET 동물에서 STXBP1 펩티드의

정량은 STXBP1의 총 변이체, 짧은 변이체 및 긴 변이체가 WT 한배새끼와 비교되었을 때 약 60% 감소됨을 시사하

였다. 웨스턴 블롯 데이터도 WT 동물과 비교되었을 때 HET 동물에서 STXBP1 짧은 이소형 및 긴 이소형의 동일한

전체 감소를 확인시켜주었다(도 21b 및 21c).

STXBP1은 신탁신-1A 단백질(STX1A)에 대한 샤페론으로서 작용하여, 시냅스 소포의 수송, 도킹 및 방출을 보장하[0358]

는 것으로 보고되었다(Dulubova I. et al. 2007, Saitsu H. et al. 2008). 도 22에 예시된 바와 같이, STXBP1

의 반수체기능부전은 WT 한배새끼와 비교되었을 때 HET 마우스에서 STX1A 단백질 수준의 50% 내지 60% 감소를

초래한다.

종합하면, 상기 데이터는 마우스 뇌의 STXBP1 이소형 발현 수준의 광범위한 특징규명, 및 인간 STXBP1 반수체기[0359]

능부전을 재현하는 형질전환 마우스 모델에서의 내인성 STXBP1 변이체 mRNA 및 단백질 수준의 감소의 검증을 처

음으로 제공한다.

실시예 10: 반수체기능부전 마우스 모델에서 STXBP1 변이체의 AAV 매개 과발현[0360]

실시예 7에 기재된 바와 같이, 양측 뇌실내(ICV) 주사로 바이러스 벡터를 출생 후 1일령 신생아 마우스(PND1)의[0361]

뇌에 투여하였다. ICV 신생아 주사 방법은 이전에 기재되어 있다(Bertrand-Mathon, et al. 2015; Kim, et al.

2014; Hamodi, et al. 2020). 주사된 동물을 7주의 기간 동안 모니터링하였고 뇌 조직에서의 STXBP1의 발현 및

분포를 생화학적 판독값으로 분석하였다. 실험은 다음 군을 포함하였다.

 이형접합성 KO(STXBP1+/-)(HET로서 지칭됨)[0362]

 야생형 한배새끼(STXBP1+/+) 수컷 마우스(WT로서 지칭됨)[0363]

 표 17에 기재된 2개의 바이러스 벡터 중 하나가 양측 주사된 HET 마우스[0364]
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표 17

[0365]

비히클-PBS를 WT 및 HET 마우스의 한 추가 군에 주사하여, 대조군으로서 사용하였다. 생체내 실험 조건의 요약[0366]

은 표 18에 제시되어 있다.

주사 후 7주에서, 뇌 조직을 채취하고 해부하고 생화학적 분석을 위해 제출하였다. DNA/RNA는 꼬리 피질(우측[0367]

반구)로부터 추출된 반면, 단백질은 일치하는 우측 전두엽(내측) 피질로부터 추출되었다. 실시예 7에 기재된 바

와 같이, 동일한 용해 완충제 조성물을 사용하여 DNA 및 RNA  둘 다를 추출하였다. DNA에 대해 프로테이나제

(Proteinase) K 및 RNase 처리를 수행하였다. 매그-바인드
TM
 HDQ 혈액 DNA 및 조직 96 키트(Omega, M6399)를 사

용하여 DNA를 추출하였다. Qubit™ dsDNA BR 어세이 키트(ThermoFisher, Q32853)와 함께 Qubit™ 플렉스 형광

측정기(Flex Fluorometer)(ThermoFisher)를 사용하여 DNA  농도를 측정하였고, 모든 샘플들에 대해 동일한 총

DNA 양을 조절하였으며, 이때 40 ng이 SV40 20 폴리A 신호(모든 AAV 카세트에 존재함)에 특이적인 프라이머/프

로브와 함께 qPCR에 사용되었다. ValidPrime® 키트(tataabiocenter, A106P25)를 사용하여 마우스 게놈의 양을

분석하였다. ValidPrime® 서열은 반수체 정상 게놈당 정확히 하나의 카피로 존재하는 gDNA의 전사되지 않은 유

전자좌에 특이적이다. 표준 곡선 방법을 이용하여 SV40p 및 ValidPrime® 둘 다에 대해 절대적 카피 수를 측정

하였다.

RNA 추출 단계 및 cDNA로의 전환은 실시예 7에 설명되어 있다. 상업적으로 입수 가능하고 맞춤 제작된 프라이머[0368]

및 프로브, 예컨대, SV40 폴리A, 인간 STXBP1, 마우스 STXBP1, 마우스 STX1A, 마우스 및 인간 STXBP1 긴 이소

형, 및 마우스 및 인간 STXBP1 짧은 이소형뿐만 아니라, 2개의 기준 유전자도 사용하여 수득된 cDNA를 삼중으로

qPCR로 분석하였다. 2
-ΔCt

 값을 계산함으로써 mRNA 발현 수준을 수득하였는데, 이때 각각의 유전자의 발현은 2개

의 기준 유전자의 평균으로 정규화되었다. 단백질 추출 및 웨스턴 블롯 분석을 실시예 7에 설명된 바와 같이 수

행하였다.

도 23: qPCR에 의한 마우스 뇌 내의 AAV 형질도입 효율 분석(주사 후 7주). (도 23a) 비히클-PBS가 주사된 WT[0369]

마우스(WT), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(L)) 및

STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S))에서 바이러스 게놈 카피의 qPCR에 의한 절대적 정량. 샘

플을 꼬리 피질(우측 반구)로부터 채취하고 이배체 마우스 게놈의 절대적 수로 정규화된 SV40pA를 사용하여 정

량하였다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 군당 n = 14마리 또는 15마리의 동물을 분석하고 비모수 일원

ANOVA(크루스칼-왈리스 검정)에 이어 던 사후 다중 비교 검정을 적용하였다. 형질도입 군 사이에는 유의미한 차

이가 관찰되지 않았다. (도 23b) SV40 폴리A의 mRNA 발현 분석 및 (도 23c) 인간 특이적 STXBP1. 데이터는 2
-Δ

Ct
 값을  계산함으로써  mRNA  발현  수준으로서  제시되고,  이때  발현은  2개의  기준  유전자의  평균으로

정규화되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 군당 n = 14마리 또는 15마리의 동물을 분석하고, 비모수

일원 ANOVA(크루스칼-왈리스 검정)에 이어 던 사후 다중 비교 검정을 적용하였다. 형질도입 군 사이에는 유의미

한 차이가 관찰되지 않았다.
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도 24: qPCR에 의한 마우스 뇌 내의 AAV 치료 후 STXBP1 변이체 발현 분석(주사 후 7주). 짧은 변이체(A) 또는[0370]

긴 변이체(B)의 총(마우스 및 인간) 수준을 특이적으로 측정하는 프로브를 사용하여 STXBP1 변이체 mRNA 발현

분석을 수행하였다. 데이터는 2
-ΔCt

 값을 계산함으로써 mRNA 발현 수준으로서 제시되고, 이때 발현은 2개의 기준

유전자의 평균으로 정규화되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 군당 n = 14마리 내지 16마리의 동물

을 분석하였다.

도 25: 웨스턴 블롯에 의한 마우스 뇌 내의 AAV 치료 후 STXBP1 변이체 발현 분석(주사 후 7주). 비히클-PBS가[0371]

주사된 WT  마우스(WT),  비히클-PBS가 주사된 HET  마우스(HET),  STXBP1  긴 변이체가 주사된 HET  마우스(HET-

AAV9(L)) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S))에서 우측 전두엽(내측) 피질의 샘플의 웨스

턴 블롯에 의한 단백질 분석.

(도 25a) 총 STXBP1(긴 변이체 및 짧은 변이체) 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량.[0372]

(도 25b) 긴 STXBP1 변이체 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량.[0373]

(도 25c) 짧은 STXBP1 변이체 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량.[0374]

(도 25d) 신탁신-1A 단백질 발현에 대한 웨스턴 블롯 데이터의 정량.[0375]

B-액틴은 각각의 STXBP1 및 STX1A 밴드 강도의 정규화를 위한 로딩 대조군으로서 사용되었다. 비히클 WT 군(W[0376]

T)은 스케일링 군으로서 사용되었다. 결과는 평균 ± SD로서 제시되어 있다. 비모수 일원 ANOVA(크루스칼-왈리

스 검정)에 이어 던 사후 다중 비교 검정을 이용하여 데이터를 분석하였다(*<p.0.05;  **p<0.01  ***p<0.001;

****p<0.0001).

도 26: 면역조직화학에 의한 마우스 뇌 내의 AAV 치료 후 HA 태그부착된 STXBP1 발현의 뇌 분포(주사 후 7주).[0377]

HA 태그부착된 STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스의 시상 절편에 대해 HA 태그 염색을 수행하였고 비히클

(PBS)로 치료받은 마우스와 비교하였다. AAV 치료군(동물 6023) 및 비히클 치료군(동물 6009)에 대한 대표적인

뇌 절편의 예가 제시되어 있다. 동물 6023(AAV 치료)의 주요 뇌 영역에서는 강한 HA 염색이 관찰되는 반면, PBS

치료군(동물 6009)에서는 HA 염색이 관찰되지 않는다.

도 23a에 예시된 바와 같이, 이배체 마우스 게놈당 유의미한 바이러스 게놈 카피가 AAV 치료군의 마우스 뇌에서[0378]

검출되었는데, 이는 STXBP1의 긴 변이체 및 짧은 변이체를 코딩하는 2개의 카세트를 사용한 효율적인 바이러스

형질도입을 입증한다. 바이러스 벡터가 형질도입 군에서만 인간 STXBP1 형질전이유전자(도 23b) 및 SV40pA 발현

(mRNA)(도 23c) 둘 다가 검출되었는데, 이는 주사된 바이러스 DNA 양과 유사한 발현 경향을 보여준다.

HET 동물의 AAV9 형질도입은 내인성 마우스 변이체 발현 수준에 영향을 미치지 않으면서 짧은 STXBP1 변이체 및[0379]

긴 STXBP1 변이체의 강력한 선택적 과발현을 야기하였다(도 24).

웨스턴 블롯 분석은 도 25a에 예시된 바와 같이 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스와 비교되었을 때 AAV 치료군[0380]

둘 다에서 총 STXBP1 수준의 유의미한 과발현을 확인시켜주었다. STXBP1 긴 이소형을 특이적으로 인식하는 항체

를 사용한 웨스턴 블롯 정량은 STXBP1 긴 카세트를 사용하는 AAV 치료군에서만 긴 변이체의 유의미한 특이적 과

발현을 보여주었다(도 25b). 유사하게, STXBP1 짧은 이소형에 대한 특이적 항체의 사용 시, HET-PBS가 주사된

동물에 비해 STXBP1 짧은 카세트가 형질도입 군에서만 유의미한 특이적 단백질 과발현이 관찰되었다(도 25c).

더욱이, 짧은 변이체 또는 긴 변이체를 사용한 AAV 치료는 신탁신-1A(STX1A) 단백질 수준을 부분적으로 레스큐

하였고, 이는 도 25d에 예시된 바와 같이 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스와 비교되었을 때 유의미하게 증가하

였다. AAV 치료군에서 STX1A 수준의 증가는 인간 STXBP1 형질전이유전자 생성물 발현의 기능적 영향을 추가로

확인시켜 준다.

전반적으로, 짧은 변이체 또는 긴 변이체로 치료받은 HET 동물은 인간 STXBP1 형질전이유전자 생성물의 효율적[0381]

인 과발현을 보여주었고, 이 마우스 모델에서 STXBP1 반수체기능부전의 유사한 레스큐를 야기하였다.

STXBP1 긴 변이체를 가진 HA 태그부착된 융합체를 코딩하는 바이러스 카세트가 주사된 추가 동물 군을 사용하여[0382]

면역조직화학(IHC)으로, AAV9 벡터의 PND1 주사 후 마우스 뇌에서의 STXBP1 형질전이유전자 생성물 발현의 분포

를 조사하였다(실시예 7에 기재됨). 고정된 동결 절편(12 ㎛ 두께; 시상 절편)을 크라이오스타트-마이크로톰으

로 생성하고 -80℃에서 저장하였다. 염색 절차 및 검출 방법은 실시예 8에 기재된 바와 같았다.

도 26에 예시된 바와 같이, AAV 매개 형질전이유전자 STXBP1 단백질 발현은 전체 뇌(동물 6023), 시상 절편, 주[0383]

로 선조체, 해마, 대뇌 피질, 시상하부, 담창구 및 중격에서 HA-태그 표지부착을 통해 7주 후에 검출되었다.
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PBS만을 제공받은 HET 동물(동물 6009)에서 이 뇌 영역들 전체에 걸쳐 주요 HA 신호가 관찰되지 않았다. IHC 데

이터는 Mecp2_인트론_STXBP1(긴) 카세트의 AAV 매개 형질도입이 STXBP1 단백질의 넓은 뇌 발현을 유발함을 확인

시켜준다.

실시예 11: STXBP1 이형접합성 질환 모델에서 발작 표현형을 레스큐하기 위한 AAV 유전자 요법[0384]

정상 조건 및 질환 조건에서 AAV 벡터의 효능을 평가하기 위해, 인간 STXBP1 반수체기능부전 매개 간질을 재현[0385]

하고 문헌[Kovacevic et al. (2018)]에 기재되어 있는 형질전환 마우스 모델을 생성하였다. 이 마우스 모델은

암스테르담 대학으로부터 라이센스를 통해 획득되었다. Stxbp1 유전자 내의 엑손 2의 어느 한 쪽에서 loxP 부위

를  가진  Stxbp1  플록시드(Stxbp1fl/fl)  마우스를  사용하여  이형접합성  모델을  생성하였다.  Stxbp1fl/fl을

EIIa-Cre(Jax: 003724)와 교배시켜 생식세포주에서 Stxbp1 엑손 2를 결실시킴으로써, Stxbp1fl/- null 돌연변

이체 마우스를 생성하였다. 플록시드 대립유전자를 C57BL/6J와 이계교배시켜, Stxbp1+/- KO HET 마우스 변종을

생성하였다. 하나의 대립유전자에서 엑손 2의 결실은 조기 정지 코돈을 생성하고 절두된 비기능적 STXBP1 단백

질의 발현을 야기한다. 벨기에 법률에 따라 동물 실험 윤리 위원회에 의해 발행된 지침을 준수하면서 모든 생체

내 실험을 수행하였다. 유럽 의회 위원회 지시(2010/63/EU)에 따라 상기 실험을 수행하였다. 동물 고통을 최소

화하기 위해 모든 노력을 기울였다.

출생 후 1일째 날에 긴 또는 짧은 STXBP1 변이체(표 17 참조)를 코딩하는 2개의 바이러스 벡터들 중 하나를 이[0386]

형접합성(HET) KO 및 야생형 한배새끼(WT) 수컷 마우스에 측뇌실 내로 양측 주사하였다. 실험 조건은 표 18에

요약되어 있다. 비히클-PBS를 각각의 유전형의 한 추가 마우스 군에 주사하여 대조군으로서 사용하였다. 마우스

의 전반적인 건강 상태를 평가하기 위해 주사 후 3주의 과정에 걸쳐 일주일에 1회, 및 주사 후 3주부터 7주까지

매일 임상 징후를 모니터링하였다. 군 전체에 걸쳐 방법론적 절차 및 공격적인 행동과 관련된 제한된 사망률이

관찰되었으나, 치료 또는 유전형과 관련되어 있지 않았다.

표 18

[0387]

주사 후 6주에서, 발작 발생을 평가하기 위해 생체내 무선 EEG(뇌파도) 비디오-원격측정 기록을 1주 동안 수행[0388]

하였다. 주사 후 5주에서, 피하 원격측정 송신기 및 피질 EEG 전극을 STXBP1+/- 마우스에 외과적으로 이식하였

다. 멸균/무균 조건 하에 수술을 수행하였다. 마취된 마우스(산소 중 이소플루란 - 유도: 2 l/분에서 5%, 유지:

1.5  l/분에서  2.5%  내지  1.5%)를,  가열  패드를  가진  정위  프레임에  넣었고,  기록  전극을  위해  (브레그마

위에서) 전두엽 피질의 두개골 표면에 구멍을 뚫었고, 기준 전극을 위해 (람다 뒤에서) 소뇌의 두개골 표면에

구멍을 뚫었다. 그 후, 개방 공급원 기기(Open Source Instruments)(OSI) A3028S2 ECoG 송신기를 두개골까지

피하 연장되는 부착된 와이어를 사용하여 등 위에 피하 이식했으며, 이때 기록 전극 및 기준 전극은 각각의 구

멍을 통해 뇌 실질 내로 약 0.5 mm 위치하였다. 각각의 전극을 나사(Plastics One)로 제자리에 고정하였다. 전
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체 조립체를 시아노아크릴레이트 및 치과용 시멘트로 제자리에 고정하여, 작은 원형 헤드피스를 형성하였고, 등

을 나일론 흡수성 봉합사 재료로 밀폐하였다. 수술 후 약물치료 및 통증 관리는 수술전 투약 후 24시간에서 제2

카프로펜  투약(10  mg/kg)을  포함하였다.  수술  후,  마우스는  따뜻한  챔버에서  2시간  내지  3시간  동안

회복하였다. 생체내 무선 EEG 비디오-원격측정 기록을 위해, 마우스를 군으로 수용하였다(케이지당 2마리 또는

3마리의 마우스). 기록을 용이하게 하기 위해 마우스 케이지를 패러데이 밀폐부(Faraday enclosure)에 넣었다.

이식된 마우스의 건강 모니터링을 2주 동안 하루에 1회 수행하였다. 마우스의 체중을 4일 동안 매일 측정한 후,

매주 측정하였다. 주변 간섭을 줄이고 전송 신호의 수신을 개선하기 위해 온도 및 습도가 조절되는, 의도적으로

설계된 기록실에서 모든 기록을 수행하였다. 신호는 이식된 송신기로부터 패러데이 밀폐부 내부에 배치된 안테

나까지 무선 전송되었다. 한 기록 채널로부터의 EEG 신호를 256 Hz(대역 통과 필터: 0.3 내지 80 Hz)에서 디지

털화하였다. 발작 부재의 전형적인 특징인 스파이크파 방전(SWD)을 사내 자동화 발작 검출 소프트웨어로 분석하

였다. SWD 검출 알고리즘은 이벤트 지속시간 분석(> 2초), 대역 주파수 분석(5 내지 9 Hz) 및 특정 기본 고조파

주파수의 식별에 기반하였다. 알고리즘에 의해 검출된 각각의 SWD는 적어도 한 명의 경험 있는 관찰자에 의해

블라인드 방식으로 확인되었다. 결과적으로, 이 기간 동안 다양한 카세트 벡터 및 비히클 군에 대해 EEG 분석을

수행하였다. 벡터 치료군에서 EEG 신호에 기술적인 인공물이 존재하였기 때문에 총 4마리의 동물을 분석으로부

터 배제하였다: (AAV9-MECP2+인트론-hSTXBP1(긴 변이체)(17마리 중 2마리), 및 AAV9-MECP2+인트론-hSTXBP1(짧

은 변이체)(18마리 중 2마리).

도 27: 주사 후 6주 내지 7주(도 27a 및 27b) 및 24주(도 27c 및 27d)에서 EEG에 의한 STXBP1 HET 마우스 뇌[0389]

내의 AAV 치료 후 스파이크파 방전(SWD) 분석. (도 27a) 비히클-PBS가 주사된 WT 마우스(WT, n=10), 비히클-

PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=19), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(L), n=15) 및 STXBP1

짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=16)에서 SWD의 평균 수. 연속 7일 동안 24시간에 걸쳐 주사

후 6주 내지 7주에서 SWD를 분석하였다. (도 27b) "발작이 없는" 동물(기록 동안 임의의 SWD가 검출되지 않음)

및 "발작이 있는" 동물(기록 동안 SWD가 검출됨)의 수의 분석. (도 27c) 비히클-PBS가 주사된 WT 마우스(WT,

n=5), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=12), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(L), n=9)

및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=11)에서 SWD의 평균 수. 연속 7일 동안 24시간에

걸쳐 주사 후 24주에서 SWD를 분석하였다. (도 27d) 주사 후 24주에서 "발작이 없는" 동물(기록 동안 임의의

SWD가 검출되지 않음) 및 "발작이 있는" 동물(기록 동안 SWD가 검출됨)의 수의 분석. 비모수 일원 ANOVA(크루스

칼-왈리스 검정)에 이어 던 사후 다중 비교 검정으로 군 사이의 차이를 분석하였고(****p<0.0001, ***p<0.001)

발작 없음 분석을 위해 카이제곱 우발성 검정을 이용하였다.

도 27a에 예시된 바와 같이, 24시간 동안 연속 7일에 걸쳐 기록된 일당 평균 SWD 수는 비히클 군에 비해 긴 변[0390]

이체(HET-AAV9(L)) 및 짧은 변이체(HET-AAV9(S)) 중 어느 하나로 치료받은 HET 마우스에서 70% 및 65%까지 유

의미하게 감소되었다. 긴 변이체로 치료받은 HET 마우스는 발작이 없는 동물의 26%를 표시하였다(도 27b, 짧은

변이체에 비해 유의미한 차이). 상세한 EEG 분석은 기록(1주 24/7) 동안 치료받은 동물에서 경련성 발작의 발생

을 검출하지 못했다.

비모수 일원 ANOVA에 이어 사후 다중 비교 검정(****p<0.0001)으로 SWD 빈도에 대한 군 사이의 차이를 분석하였[0391]

고 발작 없음 분석을 위해 카이제곱 우발성 검정을 이용하였다.

나아가, 상이한 군이 주사된 동물의 뇌 및 장기 조직에 대해 생화학적 및 조직병리학적 분석을 수행하였다. 형[0392]

질전이유전자 발현 평가를 위해, 실시예 7에 기재된 바와 동일한 방법론에 따라 주사 후 7주에서 마우스를 희생

시켰다. 꼬리 피질을 채취하고 DNA/RNA 추출을 실시하였고 일치하는 절반 내측 전두엽 피질을, 실시예 7에 기재

된 동일한 방법론을 이용한 단백질 추출에 사용하였다.

동일한 실험 설계를 이용하여 SXTBP1 유전자 요법 치료 효과의 지속성을 측정하기 위해 별도의 동물 군에서 종[0393]

단적 6개월 연구를 수행하였다. 주사 후 24주에서, 발작 발생을 평가하기 위해 생체내 무선 EEG(뇌파도) 비디오

-원격측정 기록을 1주 동안 수행하였다. 도 27c에 예시된 바와 같이, 24시간 동안 연속 7일에 걸쳐 기록된 일당

평균 SWD 수는 비히클 군에 비해 긴 변이체(HET-AAV9(L)) 또는 짧은 변이체(HET-AAV9(S))로 치료받은 HET 마우

스에서 95% 및 92%까지 유의미하게 감소되었다. 긴 변이체 또는 짧은 변이체로 치료받은 HET 마우스는 발작이

없는 동물의 각각 78% 및 64%를 표시하였다(도 27d). 상세한 EEG 분석은 기록(1주 24/7) 동안 치료받은 동물에

서 경련성 발작의 발생을 검출하지 못했다.

실시예 12: STXBP1 이형접합성 질환 모델에서 행동 표현형을 레스큐하기 위한 AAV 유전자 요법[0394]

이형접합성 STXBP1 KO(HET) 수컷 마우스들과 이들의 성별 및 연령 일치된 야생형(WT) 한배새끼에서 다양한 행동[0395]
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질환 표현형에 대한 AAV 매개 유전자 요법의 효능을 평가하기 위해, Mecp2_인트론 프로모터의 조절 하에 인간

STXBP1의 긴 또는 짧은 변이체를 코딩하는 바이러스 벡터(표 17 참조)를 측뇌실 내로 양측 주사하였다. 이들 동

물 군은 실시예 11에서 사용된 동물 군과 별개이었다.

치료받은 동물은 4주령부터 22주령까지 일련의 행동 시험을 거쳤다. 비히클-PBS를 각각의 유전형으로부터의 한[0396]

추가 마우스 군에 주사하여 대조군으로서 사용하였다. 벨기에 법률에 따라 동물 실험 윤리 위원회에 의해 발행

된 지침을 준수하면서 모든 행동 실험을 수행하였다. 실험을 유럽 의회 위원회 지시(2010/63/EU)에 따라 수행하

였다. 동물 고통을 최소화하기 위해 모든 노력을 기울였다.

도 28:  STXBP1  HET  마우스에서 AAV  치료 후 체중 분석(주사 후 1주 내지 22주).  (A)  비히클-PBS가 주사된[0397]

WT(n=17) 및 HET 마우스(n=16)에서 연령의 함수로서 평균 체중. 이원 반복 측정 ANOVA에 이어 비보정 피셔 LSD

사후 다중 비교 검정으로 군 사이의 차이를 분석하였다(*<p.0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). (B)

비히클-PBS가 주사된 WT 마우스(WT, n=17), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=16), STXBP1 긴 변이체가

주사된 HET 마우스(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=13)에서

22주령에서 측정된 평균 체중. 모수 일원 ANOVA에 이어 비보정 피셔 LSD 사후 다중 비교 검정으로 군 사이의 차

이를 분석하였다(**p<0.01, ****p<0.0001; ns, 유의미하지 않음). 막대 그래프는 평균 ± SEM이다.

도 29: STXBP1 HET 마우스에서 AAV 치료 후 뒷다리 움켜쥐기의 분석(주사 후 4주 내지 22주) (A) 비히클-PBS가[0398]

주사된 WT 마우스(WT, n=17), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=16), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마

우스(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=13)에서 연령의 함수로

서 평균 뒷다리 움켜쥐기 점수. (B) 비히클-PBS가 주사된 WT 마우스(n=17), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스

(n=16), AAV9/MECP2-int-STXBP1-L이 주사된 HET 마우스(n=10) 및 AAV9/MECP2-int-STXBP1-S가 주사된 HET 마우

스(n=13)에서 22주령에서 기록된 평균 뒷다리 움켜쥐기 점수. 비모수 일원 ANOVA(크루스칼-왈리스 검정)에 이어

비보정 던 사후 다중 비교 검정으로 군 사이의 차이를 분석하였다(*<p.0.05; **p<0.01; ****p<0.0001; ns, 유

의미하지 않음). 막대 그래프는 평균 ± SEM이다.

도 30: AAV 치료 후 와이어 매달리기 시험에서 STXBP1 HET 마우스의 분석(주사 후 8주). 비히클-PBS가 주사된[0399]

WT  마우스(WT, n=17),  비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=16),  STXBP1  긴 변이체가 주사된 HET 마우스

(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=13)에서 8주령에서 사지 와

이어 매달리기 시험에서 측정된 낙하 지연시간. 모수 일원 ANOVA에 이어 비보정 피셔 LSD 사후 다중 비교 검정

으로 군 사이의 차이를 분석하였다(****p<0.0001; ns, 유의미하지 않음). 막대 그래프는 평균 ± SEM이다.

도 31: AAV 치료 후 공포 컨디셔닝 시험에서 STXBP1 HET 마우스의 분석(주사 후 10주). (A) 비히클-PBS가 주사[0400]

된 WT 마우스(WT, n=17), 비히클-PBS가 주사된 HET 마우스(HET, n=16), STXBP1 긴 변이체가 주사된 HET 마우스

(HET-AAV9(L), n=10) 및 STXBP1 짧은 변이체가 주사된 HET 마우스(HET-AAV9(S), n=13)에서 공포 컨디셔닝 훈련

단계로부터 24시간 후 10주령에서 수행된 상황적 공포 기억 시험 동안 평균 오싹하는 듯한 행동. 모수 일원

ANOVA에  이어  비보정  피셔  LSD  사후  다중  비교  검정으로  군  사이의  차이를  분석하였다(*<p.0.05;

****p<0.0001). (B) 상황적 공포 기억 시험 1시간 후 (A)에서와 동일한 동물에서 수행된 단서 공포 기억 시험

동안 평균 오싹하는 듯한 행동. 모수 일원 ANOVA에 이어 비보정 피셔 LSD 사후 다중 비교 검정으로 군 사이의

차이를 분석하였다(*p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001). 막대 그래프는 평균 ± SEM이다.

체중[0401]

주사 후 1주부터 22주까지 매주 동물 체중을 추적하였다. 도 28(A)에 표시된 바와 같이, 비히클-PBS가 주사된[0402]

HET 마우스들은 비히클-PBS가 주사된 그들의 WT 한배새끼와 비교되었을 때 1주령부터 22주령까지 체중의 일관된

유의미한 감소를 보였다. 이러한 체중 부족은 22주에서 HET 비히클-PBS 군과 유의미한 차이를 보이는 STXBP1 긴

변이체(HET-AAV9(L))를 사용한 AAV 치료에 의해 레스큐될 수 있었다(도 28(B)). STXBP1 짧은 변이체 군은 22주

령에서 체중이 증가하는 경향을 보였다.

뒷다리 움켜쥐기[0403]

뒷다리 움켜쥐기(Guyenet et al., 2010)를 4주령부터 10주령까지 일주일에 1회 기록하고 10주령부터 22주령까지[0404]

3주에 1회 기록하였다. 마우스는 그의 꼬리에 의해 매달렸고 뒷다리의 위치는 10초 동안 관찰되었다. 뒷다리가

일관되게 복부로부터 바깥쪽으로 벌어진 경우, 0의 점수를 배정받았다. 한 뒷다리가 매달린 시간의 50% 초과 동

안 복부를 향해 오므려진 경우, 1의 점수를 받았다. 두 뒷다리가 매달린 시간의 50% 초과 동안 복부 쪽으로 부

분적으로 오므려진 경우, 2의 점수를 받았다. 뒷다리가 완전히 오므려지고 매달린 시간의 50% 초과 동안 복부에
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닿은 경우, 3의 점수를 받았다. 각각의 마우스를 3회 관찰하였고, 평균 점수 값을 통계학적 분석에 사용하였다.

도 29(A)는 4주와 22주 사이에 4개의 동물 군에서 뒷다리 움켜쥐기 점수의 진행을 보여준다. 5주령에서, 비히클[0405]

치료 HET 마우스(HET-veh)는 대조군 WT 한배새끼(WT-veh)와 비교되었을 때 7주령에서 안정화된 뒷다리 움켜쥐기

를 나타내기 시작하였는데, 이는 STXBP1 반수체기능부전 모델에서 근긴장이상의 발생을 시사한다. HET 마우스에

서 긴 또는 짧은 STXBP1 변이체를 사용한 AAV 치료는 5주 내지 22주의 기간에 걸쳐 HET 비히클 군에 비해 뒷다

리 움켜쥐기의 진행을 약화시켰다. 22주령에서, STXBP1 긴 변이체로 치료받은 HET 마우스에서 기록된 뒷다리 움

켜쥐기의 정도는 WT 대조군과 유사하였는데(유의미하지 않은 차이, ns), 이는 근긴장이상 표현형의 레스큐를 시

사한다(도 29(B)). STXBP1 짧은 변이체는 22주령의 HET 마우스에서 뒷다리 움켜쥐기 심각도 점수를 유의미하게

감소시켰으나 근긴장이상 표현형을 WT 수준으로 회복시키지는 못했다(도 29(B)).

와이어 매달리기 시험[0406]

근력을 평가하기 위해 AAV 치료 후 8주에서 사지 와이어 매달리기 시험(Klein et al., 2012)을 마우스에 대해[0407]

수행하였다. 마우스를 와이어 메쉬 위에 놓은 후, 마우스가 와이어를 잡도록 상기 와이어 메쉬를 뒤집고 약하게

흔들었다. 90초 컷오프 시간을 사용하여 낙하 지연시간을 기록하였다. 도 30에 나타낸 바와 같이, 비히클-PBS가

주사된 HET 마우스들은 비히클-PBS로 치료받은 그들의 WT 한배새끼와 비교되었을 때 8주령에서 낙하 지연시간의

유의미한 증가를 나타내었다. 긴 또는 짧은 인간 STXBP1 변이체를 코딩하는 AAV로 치료받은 HET 마우스에서는

낙하 지연시간의 증가가 없어졌는데, 이는 반수체기능부전 모델에서 상기 표현형의 완전한 레스큐를 암시한다

(도 30).

공포 컨디셔닝 시험[0408]

AVV 치료 후 10주에서, 파블로비안(Pavlovian) 공포 컨디셔닝 패러다임(Curzon et al., 2009)을 이용하여 연관[0409]

학습 및 기억을 평가하였는데, 이때 마우스는 특정 환경(즉, 상황) 및 소리(즉, 단서)를 전기 발 충격과 연관시

키는 것을 학습한다. 공포 기억은 마우스가 오싹하는 듯한 행동에 의해 발현되고, 그 후 전기 충격 없이 이 특

정 상황 또는 단서에 노출된다. 전기 충격을 전달하기 위한 격자 바닥을 가진 챔버에서 공포 컨디셔닝 시험을

수행하였다(Ugo Basile). 챔버 위의 카메라를 사용하여 마우스를 모니터링하였다. 6분 훈련 단계 동안, 마우스

를 2분 습관화 시간 동안 챔버(114 내지 116 룩스 광도, 하나의 회색 벽, 보이는 격자 바닥)에 배치하여 기준

오싹하는 듯한 행동을 평가한 다음, 소리(78 내지 80 dB, 4 kHz)를 30초 동안 켠 직후, 경미한 발 충격(2초,

0.5 mA)을 가하였다. 첫 번째 소리-발 충격 연관 후 1분 간격으로 동일한 소리-발 충격 연관을 2회 더 반복하였

다. 훈련 단계 후, 마우스를 그의 홈 케이지로 돌려보냈다. 24시간 후, 마우스를 상황적 공포 기억에 대해 시험

하였다. 이를 위해, 마우스를 동일한 훈련 챔버에 배치하고 임의의 소리 또는 발 충격 자극 없이 5분 동안 그의

오싹하는 듯한 행동을 모니터링하였다. 그 다음, 마우스를 그의 홈 케이지로 돌려보냈다. 1시간 후, 단서 공포

기억 시험을 위한 새로운 상황을 생성하기 위해 3개의 체크무늬 벽을 갖고 보이는 금속 격자가 없고 흰색 기저

바닥 및 14 내지 16 룩스 광도를 갖도록 챔버를 변경시킨 후 마우스를 상기 챔버로 옮겼다. 기준 오싹하는 듯한

행동을 측정하기 위해 챔버에서 2분 습관화 시간 후, 오싹하는 듯한 행동을 7.5분의 시험 시간 동안 모니터링하

면서, 훈련 단계에서 사용된 소리 단서와 동일한 소리 단서를 발 충격 없이 30초 동안 4회 켰다. 에토비젼

(Ethovision) 소프트웨어(Noldus)를 사용하는 자동화 비디오 기반 시스템을 사용하여 오싹하는 듯한 행동 시간

을 측정하였다.

도 31은 4개의 동물 군에 대한 상황 시험(도 31(A)) 및 단서 시험(도 31(B))에 대한 결과를 보여준다. 비히클-[0410]

PBS로 치료받은 STXBP1 HET 마우스들은 그들의 WT 한배새끼와 비교되었을 때 상황에 의해 유도된 오싹하는 듯한

행동 및 단서에 의해 유도된 오싹하는 듯한 행동 둘 다의 상당한 감소를 나타냈는데, 이는 STXBP1 반수체기능부

전 모델에서 연관 학습 및 기억의 부족을 시사한다(도 31(A, B)). 긴 STXBP1 변이체 및 짧은 STXBP1 변이체를

사용한 AAV 치료는 상황 시험 및 단서 시험에서 오싹하는 듯한 행동을 증가시켰다(도 31(A,B)). 긴 변이체 치료

의 효과는 HET 비히클 치료군과 유의미하게 상이하였는데, 이는 상황에 의해 유도된 오싹하는 듯한 행동 및 단

서에 의해 유도된 오싹하는 듯한 행동의 레스큐를 시사한다. 짧은 STXBP1 변이체 치료는 HET 비히클 치료 동물

과 비교되었을 때 단서 시험에서 유의미한 증가를 유발하였고(도 31(B)) 상황 시험에서 오싹하는 듯한 행동을

증가시키는 경향을 보여주었다(도 31(A)) 전반적으로, STXBP1 변이체를 사용한 AAV 치료는 STXBP1 반수체기능부

전 마우스 모델에서 관찰된 연관 학습 및 기억 부족을 레스큐할 잠재력을 가졌다. 
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			 atggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggttctactcacattcttactcccaccaaatttctcatggacctgagacaccccgacttcagggagtcctctagggtatcttttgaggatcaggctccaacaatggagtga
		
	
	 
		 
			 135
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..135
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 gatccagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
		
	
	 
		 
			 603
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..603
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME
		
	
	 
		 
			 594
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..594
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS
		
	
	 
		 
			 591
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..591
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDYALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS
		
	
	 
		 
			 589
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..589
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME
		
	
	 
		 
			 580
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..580
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPQKLLDTLKKLNKTDEEISS
		
	
	 
		 
			 577
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..577
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGEWPFRTLAR
		
	
	 
		 
			 574
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..574
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKYETSGIGEARVKEVLLDEDDDLWIALRHKHIAEVSQEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIVPVEAGS
		
	
	 
		 
			 567
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..567
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 MAPIGLKAVVGEKIMHDVIKKVKKKGEWKVLVVDQLSMRMLSSCCKMTDIMTEGITIVEDINKRREPLPSLEAVYLITPSEKSVHSLISDFKDPPTAKYRAAHVFFTDSCPDALFNELVKSRAAKVIKTLTEINIAFLPYESQVYSLDSADSFQSFYSPHKAQMKNPILERLAEQIATLCATLKEYPAVRYRGEYKDNALLAQLIQDKLDAYKADDPTMGEGPDKARSQLLILDRGFDPSSPVLHELTFQAMSYDLLPIENDVYKEVTRSLKDFSSSKRMNTGEKTTMRDLSQMLKKMPQYQKELSKYSTHLHLAEDCMKHYQGTVDKLCRVEQDLAMGTDAEGEKIKDPMRAIVPILLDANVSTYDKIRIILLYIFLKNGITEENLNKLIQHAQIPPEDSEIITNMAHLGVPIVTDSTLRRRSKPERKERISEQTYQLSRWTPIIKDIMEDTIEDKLDTKHYPYISTRSSASFSTTAVSARYGHWHKNKAPGEYRSGPRLIIFILGGVSLNEMRCAYEVTQANGKWEVLIGSTHILTPTKFLMDLRHPDFRESSRVSFEDQAPTME
		
	
	 
		 
			 6921
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..6921
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agaaaaactcatcgagcatcaaatgaaattgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccgactcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagccattacgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgcgcctgagcgaggcgaaatacgcgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgagtgcaaccggcgcaggaacactgccagcgcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaacgctgtttttccggggatcgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagtggcataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttcccatacaagcgatagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgcgagcccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgcggcctcgacgtttcccgttgaatatggctcatattcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggtcagtgttacaaccaattaaccaattctgaacattatcgcgagcccatttatacctgaatatggctcataacaccccttgtttgcctggcggcagtagcgcggtggtcccacctgaccccatgccgaactcagaagtgaaacgccgtagcgccgatggtagtgtggggactccccatgcgagagtagggaactgccaggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgcccgggctaattagggggtgtcgcccttcgctgaagtcctgtattagaggtcacgtgagtgttttgcgacattttgcgacaccatgtggtcacgctgggtatttaagcccgagtgagcacgcagggtctccattttgaagcgggaggtttgaacgcgcagccgccatgccggggttttacgagattgtgattaaggtccccagcgaccttgacgagcatctgcccggcatttctgacagctttgtgaactgggtggccgagaaggaatgggagttgccgccagattctgacatggatctgaatctgattgagcaggcacccctgaccgtggccgagaagctgcagcgcgactttctgacggaatggcgccgtgtgagtaaggccccggaggcccttttctttgtgcaatttgagaagggagagagctacttccacatgcacgtgctcgtggaaaccaccggggtgaaatccatggttttgggacgtttcctgagtcagattcgcgaaaaactgattcagagaatttaccgcgggatcgagccgactttgccaaactggttcgcggtcacaaagaccagaaatggcgccggaggcgggaacaaggtggtggatgagtgctacatccccaattacttgctccccaaaacccagcctgagctccagtgggcgtggactaatatggaacagtatttaagcgcctgtttgaatctcacggagcgtaaacggttggtggcgcagcatctgacgcacgtgtcgcagacgcaggagcagaacaaagagaatcagaatcccaattctgatgcgccggtgatcagatcaaaaacttcagccaggtacatggagctggtcgggtggctcgtggacaaggggattacctcggagaagcagtggatccaggaggaccaggcctcatacatctccttcaatgcggcctccaactcgcggtcccaaatcaaggctgccttggacaatgcgggaaagattatgagcctgactaaaaccgcccccgactacctggtgggccagcagcccgtggaggacatttccagcaatcggatttataaaattttggaactaaacgggtacgatccccaatatgcggcttccgtctttctgggatgggccacgaaaaagttcggcaagaggaacaccatctggctgtttgggcctgcaactaccgggaagaccaacatcgcggaggccatagcccacactgtgcccttctacgggtgcgtaaactggaccaatgagaactttcccttcaacgactgtgtcgacaagatggtgatctggtgggaggaggggaagatgaccgccaaggtcgtggagtcggccaaagccattctcggaggaagcaaggtgcgcgtggaccagaaatgcaagtcctcggcccagatagacccgactcccgtgatcgtcacctccaacaccaacatgtgcgccgtgattgacgggaactcaacgaccttcgaacaccagcagccgttgcaagaccggatgttcaaatttgaactcacccgccgtctggatcatgactttgggaaggtcaccaagcaggaagtcaaagactttttccggtgggcaaaggatcacgtggttgaggtggagcatgaattctacgtcaaaaagggtggagccaagaaaagacccgcccccagtgacgcagatataagtgagcccaaacgggtgcgcgagtcagttgcgcagccatcgacgtcagacgcggaagcttcgatcaactacgcaggacagtaccaaaacaaatgttctcgtcacgtgggcatgaatctgatgctgtttccctgcagacaatgcgagagactgaatcagaattcaaatatctgcttcactcacggtgtcaaagactgtttagagtgctttcccgtgtcagaatctcaacccgtttctgtcgtcaaaaaggcgtatcagaaactgtgctacattcatcacatcatgggaaaggtgccagacgcttgcactgcttgcgacctggtcaatgtggacttggatgactgtgtttctgaacaataaatgacttaaaccaggtatggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacaaccttagtgaaggaattcgcgagtggtgggctttgaaacctggagcccctcaacccaaggcaaatcaacaacatcaagacaacgctcgaggtcttgtgcttccgggttacaaataccttggacccggcaacggactcgacaagggggagccggtcaacgcagcagacgcggcggccctcgagcacgacaaggcctacgaccagcagctcaaggccggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgccgagttccaggagcggctcaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcgggcgagcagtcttccaggccaaaaagaggcttcttgaacctcttggtctggttgaggaagcggctaagacggctcctggaaagaagaggcctgtagagcagtctcctcaggaaccggactcctccgcgggtattggcaaatcgggtgcacagcccgctaaaaagagactcaatttcggtcagactggcgacacagagtcagtcccagaccctcaaccaatcggagaacctcccgcagccccctcaggtgtgggatctcttacaatggcttcaggtggtggcgcaccagtggcagacaataacgaaggtgccgatggagtgggtagttcctcgggaaattggcattgcgattcccaatggctgggggacagagtcatcaccaccagcacccgaacctgggccctgcccacctacaacaatcacctctacaagcaaatctccaacagcacatctggaggatcttcaaatgacaacgcctacttcggctacagcaccccctgggggtattttgacttcaacagattccactgccacttctcaccacgtgactggcagcgactcatcaacaacaactggggattccggcctaagcgactcaacttcaagctcttcaacattcaggtcaaagaggttacggacaacaatggagtcaagaccatcgccaataaccttaccagcacggtccaggtcttcacggactcagactatcagctcccgtacgtgctcgggtcggctcacgagggctgcctcccgccgttcccagcggacgttttcatgattcctcagtacgggtatctgacgcttaatgatggaagccaggccgtgggtcgttcgtccttttactgcctggaatatttcccgtcgcaaatgctaagaacgggtaacaacttccagttcagctacgagtttgagaacgtacctttccatagcagctacgctcacagccaaagcctggaccgactaatgaatccactcatcgaccaatacttgtactatctctcaaagactattaacggttctggacagaatcaacaaacgctaaaattcagtgtggccggacccagcaacatggctgtccagggaagaaactacatacctggacccagctaccgacaacaacgtgtctcaaccactgtgactcaaaacaacaacagcgaatttgcttggcctggagcttcttcttgggctctcaatggacgtaatagcttgatgaatcctggacctgctatggccagccacaaagaaggagaggaccgtttctttcctttgtctggatctttaatttttggcaaacaaggaactggaagagacaacgtggatgcggacaaagtcatgataaccaacgaagaagaaattaaaactactaacccggtagcaacggagtcctatggacaagtggccacaaaccaccagagtgcccaagcacaggcgcagaccggctgggttcaaaaccaaggaatacttccgggtatggtttggcaggacagagatgtgtacctgcaaggacccatttgggccaaaattcctcacacggacggcaactttcacccttctccgctgatgggagggtttggaatgaagcacccgcctcctcagatcctcatcaaaaacacacctgtacctgcggatcctccaacggccttcaacaaggacaagctgaactctttcatcacccagtattctactggccaagtcagcgtggagatcgagtgggagctgcagaaggaaaacagcaagcgctggaacccggagatccagtacacttccaactattacaagtctaataatgttgaatttgctgttaatactgaaggtgtatatagtgaaccccgccccattggcaccagatacctgactcgtaatctgtaattgcttgttaatcaataaaccgtttaattcgtttcagttgaactttggtctctgcgcgtcaaaagggcgacacaaaatttattctaaatgcataataaatactgataacatcttatagtttgtattatattttgtattatcgttgacatgtataattttgatatcaaaaactgattttccctttattattttcgagatttattttcttaattctctttaacaaactagaaatattgtatatacaaaaaatcataaataatagatgaatagtttaattataggtgttcatcaatcgaaaaagcaacgtatcttatttaaagtgcgttgcttttttctcatttataaggttaaataattctcatatatcaagcaaagtgacaggcgcccttaaatattctgacaaatgctctttccctaaactccccccataaaaaaacccgccgaagcgggtttttacgttatttgcggattaacgattactcgttatcagaaccgcccagggggcccgagcttaagactggccgtcgttttacaacacagaaagagtttgtagaaacgcaaaaaggccatccgtcaggggccttctgcttagtttgatgcctggcagttccctactctcgccttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtgggctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgacgcgcgcgtaactcacgttaagggattttggtcatgagcttgcgccgtcccgtcaagtcagcgtaatgctctgctt
		
	
	 
		 
			 128
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..128
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 aggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgc
		
	
	 
		 
			 128
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..128
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 gcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgcccggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttcct
		
	
	 
		 
			 735
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..735
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRILEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPAEPDSSSGTGKSGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMASGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTMSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTAADNNNSDYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKYFPQSGVLIFGKQDSGKTNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQSGNTQAATSDVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL
		
	
	 
		 
			 736
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..736
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLPGYKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIGKSGAQPAKKRLNFGQTGDTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTDNNGVKTIANNLTSTVQVFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNDGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYEFENVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSKTINGSGQNQQTLKFSVAGPSNMAVQGRNYIPGPSYRQQRVSTTVTQNNNSEFAWPGASSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEGEDRFFPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQAQAQTGWVQNQGILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGMKHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL
		
	
	 
		 
			 3880
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..3880
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggttctactcacattcttactcccaccaaatttctcatggacctgagacaccccgacttcagggagtcctctagggtatcttttgaggatcaggctccaacaatggagtgagagccaaagaaacaaagatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
		
	
	 
		 
			 3754
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..3754
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
		
	
	 
		 
			 3745
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
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							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
		
	
	 
		 
			 3975
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
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							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagagaaagaggaagactacctagacatgttgctccagagcagaatttccagcagtagattgaaccttcggaggccgagtcccagcccagtgtaaactgagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggttctactcacattcttactcccaccaaatttctcatggacctgagacaccccgacttcagggagtcctctagggtatcttttgaggatcaggctccaacaatggagtgagagccaaagaaacaaagatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
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			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagagatatatacctaggaatggagttgctggatctctatgtttggttatttgaggagctgccggcctgttttccacatcagctgtaccattttacattctcaccagcagtgcatgacggtccagtgcctttttatcttactgcgcttaaggtgtaattccttctttctcagactggactgtaaattctttgagagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggttctactcacattcttactcccaccaaatttctcatggacctgagacaccccgacttcagggagtcctctagggtatcttttgaggatcaggctccaacaatggagtgagagccaaagaaacaaagatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
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			 agaaagaggaaagacaggacccgagcggggtttcaggcagatggagcgcgtcggtagcctgtggccagggatcccagcaccgacgggaaagaggaggcctgggtaccctgcgccccgggcgcgcgcggcgcgtgagagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
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			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagagatatatacctaggaatggagttgctggatctctatgtttggttatttgaggagctgccggcctgttttccacatcagctgtaccattttacattctcaccagcagtgcatgacggtccagtgcctttttatcttactgcgcttaaggtgtaattccttctttctcagactggactgtaaattctttgagagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
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			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagagaaagaggaagactacctagacatgttgctccagagcagaatttccagcagtagattgaaccttcggaggccgagtcccagcccagtgtaaactgagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
		
	
	 
		 
			 3856
			 DNA
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					 source
					 1..3856
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagagaaagaggaagactacctagacatgttgctccagagcagaatttccagcagtagattgaaccttcggaggccgagtcccagcccagtgtaaactggtaaagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
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			 DNA
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							 synthetic construct
						
					
				
			
			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggggaatggcccttcagaaccttggctaggtgacatcagaagctgcttgtgtatgtaaggaaaatggggcttcctcctaaggatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
		
	
	 
		 
			 2865
			 DNA
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					 source
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			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaagtatgagaccagcggcatcggggaggcacgggtgaaggaggtgctcctggacgaggacgacgacctgtggatagcactgcgccacaagcacatcgcagaggtgtcccaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgatagtgcccgtggaggcgggaagctgagcccggctcccaggaagcacagtgagggctcagccattgatgatgatgatgatgatgatgatgatgatgatgatgatggtgatgatgatgatgctgctgctgttgacgatgagtccaagccaagcctggggagaaaagaataaatagtctcataaatttaaaaaagcccaatgctcatcaagaagagaacagataaactgtgtattcacccaatggtgagtttaaagcagttaaaaatgcatgacacacagttgcatatgtcaacatgaatagatctcagacacttaacaatgagtgaaaagagcacattatgggaggacacagacaggatagtgcatttatataaagcttcaatgttgcaggctgaaagagtgagggtcgtgatcaactcagtatcctggaggctacatgggtaaacagcaaactgttctcataaatgcagaatgttggcaaactgacaaactgcatctgccgcccagaaggaatgcggagggcagccactccctaagcgcagttttcttgtgattaggtacatctgaagcctgttagcaataatgtgaacctgtgatcaattaagcagctgaccaatcattacctcctcttccctgctctttctacccagtaaatacaaagggctgtagaagctcagagctgctgcttttgctcagtagaagcagggagtcctcttcttcttcccccgaccccttcttttaaaacagtttcttttaagttttcatttctgcgttcatcctccttcattcagtcccgtagtaaccgtggcaaaccacggcacttcaaaacctcataaaaagcaccacatattgcttatttggatacatatgttgtaaatgtgtgaaaacatgcatgggaatgacaaataccaaagtcaggatagtgactggccatggggaagggatggttattattgtcgtcttatatcttcaattccaaatgagccacgggcttaaaagtacttcattgaataaaaaaaaaccaacaatgtattaatgcaa
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			 agtcggtccctagcgcggctgcggggcggagagctgcggctggcccagcgcgcccacctgaggaggcggcggggtccgcaggcgtcgcgggacgaggagatcggagccgggagactcgcgcagcgccatggcccccattggcctcaaagctgttgtcggagagaagattatgcatgatgtgataaagaaggtcaagaagaagggggaatggaaggtgctggtggtggatcagttaagcatgaggatgctgtcctcctgctgcaagatgacagacatcatgaccgagggcataacgattgtggaagatatcaataagcgcagagagccgctccccagcctggaggctgtgtatctcatcactccatccgagaagtccgtccactctctcatcagtgactttaaggacccgccgactgctaaataccgggctgcacacgtcttcttcactgactcttgtccagatgccctgtttaatgaactggtaaaatcccgagcagccaaagtcatcaaaactctgacggaaatcaatattgcatttctcccgtatgaatcccaggtctattccttggactctgctgactctttccaaagcttctacagtccccacaaggctcagatgaagaatcctatactggagcgcctggcagagcagatcgcgaccctttgtgccaccctgaaggagtacccggctgtgcggtatcggggggaatacaaggacaatgccctgctggctcagctaatccaggacaagctcgatgcctataaagctgatgatccaacaatgggggagggcccagacaaggcacgctcccagctcctgatcctggatcgaggctttgaccccagctcccctgtgctccatgaattgacttttcaggctatgagttatgatctgctgcctatcgaaaatgatgtatacaaggaagtcacccggtctctgaaagatttttcttctagcaagagaatgaatactggagagaagaccaccatgcgggacctgtcccagatgctgaagaagatgcctcagtaccagaaagagctcagcaagtactccacccacctgcaccttgctgaggactgtatgaagcattaccaaggcaccgtagacaaactctgccgagtggagcaggacctggccatgggcacagatgctgagggagagaagatcaaggaccctatgcgagccatcgtccccattctgctggatgccaatgtcagcacttatgacaaaatccgcatcatccttctctacatctttttgaagaatggcatcacggaggaaaacctgaacaaactgatccagcacgcccagatacccccggaggatagtgagatcatcaccaacatggctcacctcggcgtgcccatcgtcaccgattccacgctgcgtcgccggagcaagccggagcggaaggaacgcatcagcgagcagacctaccagctctcacggtggactccgattatcaaggacatcatggaggacactattgaggacaaacttgacaccaaacactacccttatatctctacccgttcctctgcctccttcagcaccaccgccgtcagcgcccgctatgggcactggcataagaacaaggccccaggcgagtaccgcagtggcccccgcctcatcattttcatccttgggggtgtgagcctgaatgagatgcgctgcgcctacgaggtgacccaggccaacggaaagtgggaggtgctgataggttctactcacattcttactcccaccaaatttctcatggacctgagacaccccgacttcagggagtcctctagggtatcttttgaggatcaggctccaacaatggagtgagagccaaagaaacaaagatccacacacatcctcaccccacagaaactgctggacacactgaagaaactgaataaaacagatgaagaaataagcagttaaaaaaataagtcgcccctccaaaacacgcccccatcccacagcgctccgcagcttcccaccaccgcccgcctcagttcctttgcgtctgttgcctccccagccctgcacgccctggctggcactgttgccgctgcattctcgtgttcagtgatgccctcttcttgtttgaaacaaaagaaaataatgcattgtgttttttaaaaagagtatcttatacatgtatcctaaaaagagaagctcatgtgcaattggtgcacagcaggagaaatttctggactgttaggatgaatggacgccttctccccgttatttaagatttgtgaccttgtacataaccctgggtgacgtgcacattgcttgggtatggaacggtagaaatttgggtgtttttaaaaccttgtttggggttgttcctgtccttgttgagaatcatagagatgtctgtgttcttggagtatttcacactgaggactaatctgctatcttcattccagtccctacccctcagtgcctgctctcatccaaataacctgggaggtgacaatcaggatatctcaggaggtccaaggtggaacagacctctttgcctttcccagcgtctcatacccccggtagtgcagctgtgggtggaggctggggtgtctgcacgaagtcaggccagcgtcctcctccacagcctgtcactgccccctccccagcctgtgtccacagtgctgtgatcccgagggaagtcctccagtctaagtcacagtgccctgacaggtgagaagcaaactcccgctggaagcctccatctctttggaaaaacagttagtctggagcctgtggcccaggcccttctgtccccaggcatcatcccaacagctcattttccctagtccgccttcgttcaagggtcaggaatggaccagaacagatgggttctggaggcccctgaacagagggctatggctgtggagaaggttcttggcccgttggactcacacagaccctgtaccctctcggcaagcatcttcagtcagattatcctcagtttcagatacttcataataccttgtgttgtgtggggtcatacatcatcgtgtttgtaagagaagatggtcattttattctctgtataaaacttagctctaaagcagaaactaaagcagcaaatgcaggaaggctgtctcgccatcctcaagactcagcagctctcattctccagtggtgagcacaccatttgtgctgctgctgttgtcgtgaaatataataacagtggaagtcacaaaaatgtcccctgcccagccccctcgccgcccttgacctcctgcaggccatgtgtgtattacttgtctagtgatgtcctctcaaagtgctgtacgcgagctcggcgccacctccgcctccctttcagagcctgctccccgccctctctgctcgctgcattgtggtgttctcttctcaaggctttgaaatctccccttgcactgagattagtcgtcagatctctccccgtctccctcccaacttatacgacctgatttccttaggacggaaccgcaggcacctgcgccgggcgtcttactcccgctgcttgttctgtcccctccctcggaccaaacagtgctcatgcttcaggaccttgtttgtcgaagatgttggtttccctttctctgttatttatataaaaataatttatcaaaaggatattttaaaaaagctagtctgtcttgaaacttgtttaccttaaaattatcagaatctcagtgtttgaaagtactgaagcacaaacatatatcatctctgtaccattctgtactaaagcacttgagtctaataaataaagaaatcagcacccct
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