
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2023-0051223

(43) 공개일자   2023년04월17일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     A61K 48/00 (2006.01)  A61P 25/00 (2006.01)

     C12N 15/86 (2006.01)  C12N 9/04 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     A61K 48/00 (2013.01)

     A61K 48/0058 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2023-7008228

(22) 출원일자(국제) 2021년08월11일

     심사청구일자   없음 

(85) 번역문제출일자 2023년03월08일

(86) 국제출원번호   PCT/IL2021/050982

(87) 국제공개번호   WO 2022/034591

     국제공개일자   2022년02월17일

(30) 우선권주장

63/064,181  2020년08월11일  미국(US)

63/167,277  2021년03월29일  미국(US)

(71) 출원인

이슘 리서치 디벨롭먼트 컴퍼니 오브 더 히브루
유니버시티 오브 예루살렘, 엘티디.

이스라엘, 9139002 예루살렘, 피.오.박스 39135

(72) 발명자

아퀘일란, 라미

이스라엘 9154901 예루살렘 피오비 54950 살라 에
이 딘 스트리트

레푸디, 스리니바스

이스라엘 9670403 예루살렘 과테말라 스트리트
5/52

(74) 대리인

양영준, 김영

전체 청구항 수 : 총 48 항

(54) 발명의 명칭 WWOX 연관 질병의 치료 방법

(57) 요 약

본 개시내용은 WW 도메인-함유 산화환원효소(WWOX)-연관 CNS 질병의 치료를 위한 방법 및 조성물을 제공한다. 다

양한 구현양태에서, 본 발명은 대상체의 뇌에서 이종 WWOX 유전자를 발현시키는 것을 포함하고, 다양한 구현양태

에서 WOREE 증후군 및 SCAR12와 같은 상태를 치료하거나 개선하기 위해 뉴런에서 이종 WWOX 유전자를 발현시키는

것을 포함한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

WW 도메인-함유 산화환원효소(WWOX)-연관 CNS 질병을 치료하는 방법으로서, 뇌에서 WWOX의 발현을 초래하는 조

절 요소의 제어 하에, 이러한 치료를 필요로 하는 환자의 뇌에 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체를

투여하는 단계를 포함하는, 방법. 

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 WWOX-연관 CNS 질병이 WWOX-관련 간질성 뇌병증(WOREE) 증후군; 척수소뇌 운동실조증,

상염색체 열성, 12(SCAR12), 알츠하이머병, 웨스트 증후군, 자폐증, 다발성 경화증 및 성 발달 장애(DSD)로부터

선택되는, 방법.

청구항 3 

제 2항에 있어서, 상기 WWOX-연관 CNS 질병이 WOREE 증후군 또는 SCAR12인, 방법.

청구항 4 

제 1항 내지 제 3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 환자가 WWOX의 복합 이형접합 돌연변이를 갖는, 방법.

청구항 5 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조절 요소가 뉴런에서 WWOX 유전자의 발현을 지시하는 프로

모터인, 방법.

청구항 6 

제 5항에 있어서, 상기 프로모터가 범용 프로모터인, 방법.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 상기 프로모터가 CMV 프로모터, E2F1 프로모터, 및 U1snRNA 프로모터 또는 이의 유도체인, 방

법.

청구항 8 

제 5항에 있어서, 상기 조절 요소가 뉴런에서 특이적으로 발현되는 프로모터인, 방법.

청구항 9 

제 8항에 있어서, 상기 프로모터가 시냅신 I 프로모터, CamKII 프로모터, MeCP2 프로모터, NSE 프로모터 및 Hb9

프로모터 또는 이들의 유도체로부터 선택되는, 방법.

청구항 10 

제 8항 또는 제 9항에 있어서, 상기 프로모터가 신경아교세포에서 발현되지 않거나 더 낮은 수준으로 발현되는,

방법.

청구항 11 

제 10항에 있어서, 상기 프로모터가 희소돌기아교세포 및/또는 성상세포에서 발현되지 않거나 더 낮은 수준으로

발현되는, 방법.

청구항 12 
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제 8항 내지 제 11항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조절 요소가 시냅신 I 프로모터 또는 이의 유도체인, 방법.

청구항 13 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조절 요소가 희소돌기아교세포에서 WWOX 유전자의 발현을 지

시하는 프로모터인, 방법.

청구항 14 

제 13항에 있어서, 상기 프로모터는 MBP 프로모터, PLP1 프로모터, 및 CNP 프로모터 또는 이들의 유도체로부터

선택되는, 방법.

청구항 15 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조절 요소가 성상세포에서 WWOX 유전자의 발현을 지시하는

프로모터인, 방법.

청구항 16 

제 15항에 있어서, 상기 프로모터가 GFAP 프로모터 또는 S100b 프로모터, 또는 이들의 유도체인, 방법.

청구항 17 

제 5항 내지 제 16항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 프로모터가 하나 이상의 인핸서 서열을 추가로 포함하는,

방법.

청구항 18 

제 1항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 WWOX 유전자가 mRNA 안정성을 향상시키는 비번역 서열을 포

함하는, 방법.

청구항 19 

제 1항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자가 하나 이상의 검출가능한 표지와 함께

전달되는, 방법.

청구항 20 

제 19항에 있어서, 상기 검출가능한 표지가 코딩된 형광 단백질인, 방법.

청구항 21 

제 1항 내지 제 20항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체가 중합체 나

노입자, 무기 나노입자, 리포나노입자 또는 엑소좀을 사용하여 전달되는, 방법.

청구항 22 

제 1항 내지 제 21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체가 Cas 효소

또는  Cas  효소를  코딩하는  폴리뉴클레오티드,  및  gRNA  또는  gRNA를  코딩하는  폴리뉴클레오티드와  함께

전달되어, WWOX 야생형 유전자 또는 이의 일부의 삽입을 지시하는, 방법.

청구항 23 

제 1항 내지 제 22항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체가 바이러스

벡터에 의해 전달되는, 방법.

청구항 24 

제 23항에 있어서, 상기 바이러스 벡터가 아데노-연관 바이러스(AAV) 전달 시스템인, 방법.

청구항 25 
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제 24항에 있어서, 상기 AAV 전달 시스템이 AAV9인, 방법.

청구항 26 

제 1항 내지 제 25항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자가 서열번호: 2의 아미노산 서열을 코딩

하는, 방법.

청구항 27 

제 26항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자가 하나 이상의 인트론을 포함하는, 방법.

청구항 28 

제 26항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자가 cDNA인, 방법.

청구항 29 

제 28항에 있어서, 상기 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체가 조절 요소의 제어 하에 실질적으로 서

열번호: 1 또는 3에 제시된 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함하는, 방법.

청구항 30 

제 1항 내지 제 29항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 투여가 실질(parenchyma)로의 직접 주사, 뇌실내를 통한 뇌

척수액으로의 주사, 및 경막내(수조 또는 요추) 경로로부터 선택되는 경로에 의한 것인, 방법.

청구항 31 

제 1항 내지 제 30항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 개체가 소아 또는 신생아 환자인, 방법.

청구항 32 

제 1항 내지 제 31항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 개체가 성인 환자인, 방법.

청구항 33 

제 31항 또는 제 32항에 있어서, 상기 환자가 성장 장애, 간질 에피소드, 인지 기능 장애, 사회적 기능 장애,

생식 능력 장애, 운동실조증, 망막병증, 정신 지체 및 소두증으로부터 선택되는 하나 이상의 증상을 나타내는,

방법.

청구항 34 

제 1항 내지 제 33항 중 어느 한 항에 있어서, 투여 에피소드가 3회 이하인, 방법.

청구항 35 

제 34항에 있어서, 투여 에피소드가 2회 이하인, 방법.

청구항 36 

제 34항에 있어서, 투여 에피소드가 1회인, 방법.

청구항 37 

WOREE 증후군 또는 SCAR12를 치료하는 방법으로서, 시냅신-1 프로모터의 제어 하에 이러한 치료를 필요로 하는

환자의 뇌에 WWOX 야생형 유전자를 포함하는 AAV9 유전자 전달 시스템을 투여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 38 

제 37항에 있어서, 상기 AAV9 전달 시스템이 실질적으로 서열번호: 1 또는 서열번호: 3에 제시된 뉴클레오티드

서열을 포함하는, 방법.

청구항 39 
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뉴런-특이적 프로모터의 발현 제어 하에 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체를 포함하는 발현 작제물.

청구항 40 

제 39항에 있어서, 상기 프로모터가 시냅신 1 프로모터, CamKII 프로모터, MeCP2 프로모터, NSE 프로모터, 및

Hb9 프로모터, 또는 이들의 유도체로부터 선택되는, 발현 작제물.

청구항 41 

제 40항에 있어서, 상기 프로모터가 시냅신 1 또는 이의 유도체인, 발현 작제물.

청구항 42 

제 41항에 있어서, 실질적으로 서열번호: 1, 3, 4 또는 5에 제시된 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함하는,

발현 작제물.

청구항 43 

제 39항 내지 제 42항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 발현 작제물이 바이러스 벡터인, 발현 작제물.

청구항 44 

제 43항에 있어서, 상기 바이러스 벡터가 아데노-연관 바이러스(AAV)인, 발현 작제물.

청구항 45 

제 44항에 있어서, 상기 AAV가 AAV9인, 발현 작제물.

청구항 46 

제 39항 내지 제 45항 중 어느 한 항의 발현 작제물 및 뇌에 직접 주사하기에 적합한 약제학적으로 허용되는 담

체를 포함하는, 뇌에 직접 투여하기 위한 약제학적 조성물.

청구항 47 

WOREE 증후군 또는 SCAR12를 치료하는 방법으로서, 제 46항의 약제학적 조성물을 치료를 필요로 하는 환자에게

투여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 48 

WOREE 또는 SCAR12의 치료에서 제 46항의 약제학적 조성물의 용도.

발명의 설명

기 술 분 야

배 경 기 술

WW 도메인-함유 산화환원효소(WWOX)의 생식계열 돌연변이는 간질, 운동실조증 및 성 발달 장애(DSD) 환자에서[0001]

기록되었다. 보다 최근에는 진단된 알츠하이머병에 대한 유전적 메타-분석에서 WWOX 유전자를 새로운 위험 유전

자좌로 식별했다. 몇 가지 증거는 WWOX 발현이 중추신경계(CNS)의 정상적인 발달과 기능에 필요하며 WWOX의 돌

연변이가 오늘날 WWOX-연관 간질성 뇌병증(WOREE) 증후군으로 알려진 유아의 신경 장애를 초래한다는 것을 강력

하게 시사한다.

WOREE에서는 상염색체 열성 WWOX 넌센스 돌연변이, 부분 및 완전 결손이 매우 심각한 질병과 연관되어 매우 이[0002]

른 발병 사망을 초래한다. WWOX의 단일 돌연변이 대립유전자를 지닌 이형접합 부모는 표현형 증상을 나타내지

않는다. 이들 보유자가 성인 간질에 더 취약한지는 아직 알려지지 않았다. WOREE를 특징으로 하는 대부분의 환

자는 WWOX의 복합 이형접합 돌연변이를 품고 있어 각 돌연변이를 개별적으로 표적으로 삼기가 어렵다. 더 가벼

운 형태의 질병은 WWOX 미스센스 돌연변이와 연관이 있으며 척수소뇌성 운동실조증, 상염색체 열성, 12(SCAR1
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2)라고 지칭된다. WWOX가 CNS의 항상성을 조절하는 메커니즘은 거의 알려져 있지 않다. WWOX가 간질 및 다른 형

태의 신경병증을 길항하는 다른 주요 이펙터의 다운스트림인지 여부도 알려져 있지 않다.

최근의 증거는 또한 WWOX의 미묘한 돌연변이를 자폐 스펙트럼 장애(ASD)와 연관시킨다. 덜 심각한 표현형과 IQ[0003]

수준이 WWOX를 ASD 후보 유전자로 정의하는 정상 범위에 근접한 특징이 있는 많은 ASD 영향을 받은 개체에서 중

첩되는 WWOX 커피 수 변이체(CNV)가 보고되었다. WWOX의 유전된 CNV는 ASD에 대한 낮은 침투 위험 인자로 결정

되었다. 또한 다발성 경화증 환자 샘플에 대한 대규모 분석에서 WWOX의 것을 포함하여 200개 이상의 상염색체

감수성 변이체가 밝혀졌다. 따라서 WWOX의 섭동은 단일 신경 질병을 넘어 WWOX가 여러 신경 장애에서 중요한 역

할을 함을 시사한다.

발명의 내용

본 개시내용은 WWOX-연관 CNS 질병의 치료를 위한 방법 및 조성물을 제공한다. 다양한 구현양태에서, 본 발명은[0004]

대상체의 뇌에서 이종 WWOX 유전자를 발현하는 것을 포함하고, 다양한 구현양태에서 WOREE 증후군 및 SCAR12와

같은 상태를 치료하거나 개선하기 위해 뉴런에서 이종 WWOX 유전자를 발현하는 것을 포함한다.

일부 구현양태에서, WWOX 유전자는 뉴런에서 WWOX 유전자의 발현을 지시하는 프로모터를 포함하는 하나 이상의[0005]

조절 요소를 포함한다. 예를 들어, 프로모터는 범용 프로모터 또는 뉴런-특이적 프로모터일 수 있다. 예시적인

뉴런-특이적 프로모터는 시냅신 I 프로모터이다. 다양한 구현양태에서, WWOX 유전자는 야생형 유전자 또는 기능

적 유도체이고 mRNA 안정성을 향상시키는 비번역 서열(예를 들어, 3'-UTR에서)을 포함한다.

일부 구현양태에서, 치료될 개체는 소아 또는 신생아 환자(예를 들어, WOREE 또는 SCAR12를 갖는 환자)이다. 일[0006]

부 구현양태에서, 조기 치료는 질병의 일부 임상적 매개변수의 징후를 예방한다. 일부 구현양태에서, 개체는 성

인 환자(예를 들어, WOREE 또는 SCAR12를 갖는다)이고, 치료는 간질 에피소드와 같은 하나 이상의 임상 매개변

수를 개선할 수 있다. 다양한 구현양태에서, 치료는 간질 에피소드의 빈도 및/또는 중증도를 실질적으로 감소시

킨다.

예를 들어, 일부 구현양태에서, 본 발명은 WOREE 증후군 또는 SCAR12의 치료 방법을 제공하며, 이 방법은 이러[0007]

한 치료를 필요로 하는 환자의 뇌에 시냅신 I 프로모터 제어 하에 WWOX 야생형 유전자를 포함하는 AAV9 유전자

전달 시스템을 투여하는 것을 포함한다. AAV9 전달 시스템은 실질적으로 서열번호: 1, 서열번호: 3, 서열번호:

4, 및/또는 서열번호: 5에 제시된 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다.

다른 측면에서, 본 개시내용은 뉴런-특이적 프로모터의 발현 제어 하에 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적[0008]

유도체를 포함하는 발현 작제물을 제공한다. 예시적인 뉴런-특이적 프로모터는 시냅신 I 프로모터이다. 일부 구

현양태에서, 뉴클레오티드 서열은 실질적으로 서열번호: 1, 3, 4, 및/또는 5에 제시된 바와 같은 서열을 포함한

다. 다양한 구현양태에서, 발현 작제물은 아데노-연관 바이러스(AAV) 전달 시스템과 같은 바이러스 벡터이다.

일부 구현양태에서, 발현 작제물은 AAV9 전달 시스템이다.

본 개시내용의 다른 측면 및 구현양태는 다음의 상세한 설명 및 구현양태로부터 명백해질 것이다.[0009]

도면의 간단한 설명

도 1a-1m은 뇌 세포에서 뮤린 Wwox의 조건부 결실의 표현형을 보여주는 연구의 요약을 제공한다. (a) P18에서[0010]

Wwox null(KO) 및 야생형(WT) 마우스의 대표 이미지. (b) 시간의 함수로서 체중(그램, g) 증가를 보여주는 그래

프. Wwox null에서 지연된 성장은 야생형에 비해 4일 이후부터 명백하다. 데이터 포인트는 마우스의 평균 체중

을 나타낸다(WT, n = 3; KO, n = 3). 오차 막대는 ±SEM을 나타낸다(
**
P < 0.01, 

***
 P< 0.001, 스튜던트 t 테스

트). (c) 카플란 마이어(Kaplan Meier) 생존 곡선은 3-4주령까지 Wwox null의 출생 후 치사율을 보여준다(WT,

n = 10; KO, n = 11). (P = 0.0023, 로그-순위 Mantel-Cox 테스트). (d) 신경 줄기/전구 세포에서 Wwox 유전자

의 조건부 결실은 대조군 마우스(N-대조군)와 비교하여 N-KO에서 전체적인 발달 지연을 나타낸다. P17에 표시된

이 마우스의 대표 이미지. (e) N-KO 마우스는 N-대조군에 상응하는 감소된 체중을 나타낸다. 데이터 포인트는

마우스의 평균 체중, 유전자형당 4마리 마우스를 나타낸다. 오차 막대는 ±SEM을 나타낸다(
**
P < 0.01, 

***
 P <

0.001, 스튜던트 t 테스트). (f) N-대조군(n=12)과 비교하여 N-KO(n=14)에서 3-4주령까지 출생 후 치사율을 나

타내는 카플란 마이어 생존 곡선. (P =0.0002, 로그-순위 Mantel-Cox 테스트). (g-i) 다음을 나타내는 뉴런(S-

KO)에서 Wwox의 조건부 절제가 있는 마우스(P17)의 대표 이미지 (g) 성장 지연 및 (h) 감소된 체중(데이터 포인

트는 마우스의 평균 체중, 유전자형당 4마리의 마우스를 나타낸다) 오차 막대는 ±SEM  
**
P  <  0.01,  

***
 P  <
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0.001, 스튜던트 t 테스트) 및 (i) 조기 사망(S-대조군 n = 13, S-KO n = 15)을 나타낸다. (P 값 0.0001, 로그

-순위 Mantel-Cox 테스트). (j-l) 희소돌기아교세포(O-KO) 또는 성상세포(G-KO)에서 Wwox의 조건부 절제는 O-

KO 또는 G-KO 마우스에서 해당 대조군(G-대조군, O-대조군)과 비교하여 발달 지연(j 및 m, P17에 표시), 체중

감소(k 및 n) 및 출생 후 치사율(l 및 o)와 같은 표현형 이상을 유발하지 않는다(k 및 l에서, O-대조군 n = 11

및 O-KO n = 10, P 값 1.0, 유의성 없음, 로그-순위 Mantel-Cox 테스트) (G-대조군 n = 8, G-KO n = 9 마우스

는 N 및 M에서 사용, P 값 1.0, 유의성 없음, 로그-순위 Mantel-Cox 테스트).

도 2a-f는 S-KO 신피질에서 신피질의 과흥분성을 보여주는 연구의 요약을 제공한다. (a) S-대조군, S-HT 및 S-

KO의 생체 내 기록(P13-P17)은 이형접합체(S-HT, 파란색으로 표시) 및 S-대조군(검은색으로 표시)과 비교하여

S-KO(빨간색으로 표시)에서 폭발 활성을 나타낸다. (b) 분리된 신피질 절편 제제에서 자발적인 신피질 폭발을

나타내는 표면 신피질로부터의 시험관내 기록(P13-P17). 인셋(inset)은 S-KO 사례에서 하나의 폭발 이벤트의 확

장된  트레이스를  보여준다.  전체  뇌의  인셋은  생체내  기록  전극의  위치를  보여준다.  자발적  활동  및  7

S-대조군, 14 S-HT 및 24 S-KO 동물로부터의 11 S-대조군, 23 S-HT 및 42 S-KO 절편에서 수득한 전기 자극 인

공물을 갖는 데이터를 모두 포함하는 모든 데이터 평가 중에서, 0개의 S-대조군 절편은 폭발(0%)을 보였고, 3마

리의 S-HT 동물의 4개의 절편은 폭발(약 20%)을 보였고, 20마리의 S-KO 동물의 36개의 절편은 폭발(약 84%)을

보였다. (c) 생체내 기록 및 시간-주파수 스펙트로그램의 두 번째 예. (d) 자극 인공물이 없는 데이터에서 얻은

S-대조군, S-HT 및 S-KO에 대한 생체내 및 시험관내 데이터 세트에 대한 전력 스펙트럼 분석. 회색 막대는 주파

수별로 식별된 중요 영역을 나타낸다. 생체내 12-20 Hz는 S-HT에 비해 S-KO에서, S-대조군에 비해 S-KO에 대해

7-15  Hz에서  높은  전력을  나타낸다.  시험관내  3-13  Hz는  S-HT  및  S-대조군에  비해  S-KO의  상승된  전력을

보였다. 시험관내 데이터 z-점수는 320-400 Hz의 평균 및 표준 편차로 정규화되었다. 박스 플롯은 가로축에 주

파수 대역이 표시된 정규화된 전력을 보여준다. 0-4.9 Hz 및 5-9 Hz의 경우, S-KO 전력은 S-대조군 단독과 비교

하여 상당히 상승했다(생체내, S-대조군, n = 5 대상체; S-KO, n = 7 대상체; S-HT, n= 7 대상체, * P < 0.05;

시험관내 * P < 0.05, ** P < 0.01 스튜던트 t 테스트, S-대조군 및 S-HT와 비교한 S-KO; S-대조군, n = 11 절

편, 7 동물, S-HT, n = 11 절편, 8 동물; S-KO, n = 34 절편, 20 대상체). (e) 신피질의 층 II/III에서 기록되

는 층 V의 전기 자극에 대한 반응. 화살표는 100 uA 자극 강도에서 1차 피크 반응의 중지 및 시작을 나타내고

캐럿 기호는 2차 피크 반응의 중지 및 시작을 나타낸다. (f) 1차 및 2차 피크 반응의 진폭(1차 피크: * P =

0.0127. 2차 피크: ** P = 0.008, * P = 0.0202, 윌콕슨(Wilcoxon) 순위 합계 테스트 S-대조군 n = 6 절편, 3

대상체, S -HT, n = 8 절편, 5 대상체; S-KO, n = 8 절편, 6 대상체).

도 3a-3e는 Wwox의 뉴런 결실이 수초화 및 희소돌기아교세포 성숙을 손상시킨다는 것을 보여주는 연구의 요약을

제공한다. (a) 피질 영역의 3개의 동일한 섹션에서 CNP 및 MBP의 형광 합계 강도의 정량화는 S-대조군(n = 3)에

비해 S-KO(n = 3)에서 감소된 강도를 나타낸다. (b) 항-CNP 및 항-MBP로 면역염색된 뇌 섹션의 대표적인 이미지

가 소뇌에서 나타난다. (c) CNP 및 MBP의 형광 강도 정량화는 S-대조군에 비해 S-KO에서 감소된 강도를 표시한

다. (d) CC1 및 항-PDGFRα에 대해 면역염색된 뇌 조직의 시상 섹션. P17에서 S-대조군과 비교하여 S-KO의 뇌량

(흰색 점선으로 표시되고 확대 영역은 흰색 사각형으로 표시)에서 성숙한 희소돌기아교세포의 수가 감소한 것을

보여주는 이미지. (e) S-대조군과 비교하여 SK-O에서 CC1 양성 세포의 현저한 감소 및 PDGFRα 양성 세포의 수

증가를 나타내는 뇌량에서 CC1 및 PDGFRα 양성 세포의 정량화. 데이터 포인트는 S-대조군(n = 3) 및 S-KO 마우

스(n = 3)의 3개의 독립적인 섹션에서 영역(0.5mm
2
)에서 계수된 세포 수를 나타낸다. 오차 막대는 ±SEM을 나타

낸다(* P ≤ 0.01, ** P ≤ 0.001). 축척 막대 A) 50μm, B) 2 μm 및 C) 50 μm.

도 4a-4d는 Wwox의 뉴런 결실이 수초화 및 축삭 전도도를 감소시킨다는 것을 보여주는 연구의 요약을 제공한다.

(a) P17에서 S-대조군(n = 3)과 비교하여 S-KO(n = 3)의 시신경에서 더 적은 수의 수초화 축삭 및 더 많은 무수

초화 축삭을 보여주는 뇌량의 중간 시상 섹션의 전자 현미경 사진(EM) 사진. (b) S-대조군 대 S-KO에서 뇌량의

수초화 축삭 및 시야당 시신경에서 무수초화 축삭의 수의 정량화. 그래프는 뇌량에서 수초화 축삭(S-대조군, n

= 2500 및 S-KO, n = 1200)과 시신경에서 무수초화 축삭(S-대조군 n = 500 및 S-KO, n = 3000)을 FOV(시야)당

EM 이미지로 나타낸다. 오차 막대는 ±SEM을 나타낸다(*** P ≤ 0.001, 스튜던트 t 테스트). (c) S-대조군(n =

3)과 비교하여 S-KO(n = 3)에서 뇌량 및 시신경의 축삭의 미엘린 두께 감소를 나타내는 g-비율 분석. 뇌량(각

유전자형당 n = 300) 및 시신경(각 유전자형당 n = 300)의 전자현미경 이미지로부터 축삭 직경 및 미엘린 두께

를 계산하였다(*** P ≤ 0.001, 스튜던트 t 테스트). (d) 뇌량 자극으로부터 유발된 반응의 대표적인 예, (i)

자극기로부터 250 μm의 수직 거리에서 기록. 인셋은 전극 및 자극의 배치를 보여준다. (N1 *P = 0.0104; N2 =

0.5737 Wilcoxon 순위 합계 테스트) (ii) 자극 시작부터 N1 및 N2까지의 지연 시간. (ii) N1 진폭과 N2 진폭의

비율. (N1/N2). (** P = 0.0030; 윌콕슨(Wilcoxon) 순위 합계 n = 8 절편, 5 대상체, S-대조군, n = 8 절편 6
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대상체 S-KO).

도 5는 OPC 분화에서 WWOX의 비-세포 자율 기능을 보여주는 연구의 요약을 제공한다. 계산된 사전-수초화, 수초

화  및  분해된  희소돌기아교세포의  정량화(직경 14  mm이  커버된  면적).  결과는  두  개의  독립적인  실험(WT-

DRGs+WT-OPCs, n = 4; KO-DRGs+WT-OPCs, n = 4)의 상자 플롯으로 표시된다. (**P< 0.01. n.s 유의미하지 않

음). 축척 막대 A) 100 μm, D) 50 μm.

도 6a-6g는 WWOX-결핍 희소피질 회전타원체가 과흥분성 및 저수초화를 나타낸다는 것을 보여주는 연구의 요약을

제공한다. (a) 희소피질 회전타원체 절편 설정의 개략도. 전극은 로컬 필드 전위 기록(LFP)에 사용되는 반면 두

번째 전극은 전체-셀 패치 기록에 사용된다. 전극은 절편 가장자리로부터 150 μm에 위치해 있고 10-15μm 떨어

져 있다. (b) 15주차에 OS-WT 및 OS-WWOX-KO 오르가노이드에 대한 전체-세포 패치 클램프 기록에서 세포의 휴지

막 전위(OS-WT n = 3, OS-WWOX-KO n = 4; OS-WT RMP = -52.1 ± 0.90 mV, OS-WWWOX-KO RMP = -21.28 ± 6.91

mV). (*P < 0.01, 스튜던트 t 테스트). (c) 기준선 조건에서 15주차에 OS-WT 및 OS-WWOX-KO 오르가노이드의 평

균 스펙트럼 전력(n = 9 절편, OS-WT의 경우 3 오르가노이드, n = 6 절편, OS-WWOX-KO의 경우 2 오르가노이드;

OS-WT AUC = 0.0285 ± 0.0097, OS-WWWOX-KO AUC = 0.0541 ± 0.0093.(*P < 0.05, 스튜던트 t 테스트).(d) 델

타 및 세타 범위(0.5-7.9 Hz)에 대한 (c)에서 평균 스펙트럼 전력 곡선 아래의 면적.(*P < 0.05, 스튜던트 t 테

스트).(e) CNP(OLs) 및 MBP(OLs)에 대해 염색된 30주 OS. 오른쪽의 이미지는 왼쪽 상자 영역의 확대이다.(OS-

WT, n = 5; OS-WWOX-KO, n = 5).(f) 37주차 오르가노이드에서 OS-WWOX-KO(n = 3)에 비해 더 많은 수초화 축삭

OS-WT(n = 3)를 보여주는 대표적인 전자 현미경 이미지. 상자에 표시된 확대된 영역. (g) 막대 그래프는 OS-

WT(n = 2) 및 OS-WWOX-KO(n = 3)에서 수초 및 무수초 축삭의 백분율을 나타낸다. 스케일 바 (e) 및 (f) 100 μ

m, (g) 40 μm 및 (h) 왼쪽 패널 500 nm 및 오른쪽 패널 200 nm.

도 7a-7f는 시냅신 I-양성 뉴런에서 WWOX의 복원이 Wwox null 마우스의 성장을 개선하고 수명을 연장함을 보여

주는 연구 요약을 제공한다. (a) 인간 시냅신 I 프로모터 하에 뮤린 Wwox 유전자를 함유하는 플라스미드 벡터

작제물의 예시.  Wwox  유전자 서열 다음에 IRES  프로모터 및 EGFP  유전자 서열이 온다. (b)  P17에서 AAV9-

hSynI-GFP(대조군 바이러스) 또는 AAV9-hSynI-mWwox-IRES-GFP 바이러스로 주입된 야생형(WT), Wwox null의 물

리적 외관. 지정된 날짜에 마우스의 체중(c) 및 혈당 수치(d)를 보여주는 그래프. 오차 막대는 ±SEM, 유전자형

당 n=4마리 마우스를 나타낸다. (e) 카플란-마이어(Kaplan-Meier) 생존 그래프는 AAV9-hSynI-GFP(n=6)를 주사

한 마우스 또는 비주사(n =10) 마우스에 비해 AAV9-hSynI-mWwox(n=18)를 주사한 Wwox 녹아웃 마우스의 연장된

수명을 나타낸다.(p 값 <0.0001, 로그 순위 Mantel-Cox 테스트). (f) 카플란-마이어(Kaplan-Meier) 생존 그래

프는 AAV9-hSynI-GFP(n=4) 또는 비주사(n=8) 마우스에 비해 AAV9-hSynI-hWWOX (n=6) [중앙값 92 일]를 주사한

Wwox 녹아웃 마우스의 연장된 수명을 나타낸다(p 값 = 0.0001, 로그 순위 Mantel-Cox 테스트).

도 8a 및 8b는 WWOX의 뉴런 회복이 신피질에서 간질 활동을 감소시킨다는 것을 보여주는 연구의 요약을 제공한

다. (a) P20-21일에 AAV9-hSynI-mWwox [KO+A-Wwox] 새끼로 처리된 WT, KO 및 KO에서 수행된 세포-부착 기록의

대표적인 트레이스. 트레이스은 자발적인 신피질 활동을 나타낸다(활동 전위가 표시). 패널은 0.5초 간격의 확

대를 나타내는 인셋으로 12초 기록을 나타낸다. KO가 활동 전위의 폭발을 나타내는 대표적인 트레이스에서 KO

뇌의 명백한 과잉 활동이 관찰된다. 그래프는 WT 새끼(n=2)의 20개 뉴런, KO+A-Wwox 새끼(n=2)의 20개 뉴런 및

KO 새끼(n=2)의 30개 뉴런에 대한 평균을 보여준다(****p 값 < 0.0001, 스튜던트 t 테스트). (b) WT 및 KO+A-

Wwox 성체 마우스(6개월)에서 수행된 세포-부착 기록의 대표적인 트레이스. 트레이스은 자발적인 신피질 활동

(활동 전위)을 나타낸다. 패널은 0.5초 간격의 확대를 나타내는 인셋과 함께 12초 기록을 제공한다. 그래프는

WT 성체 마우스(n=3)의 60개 뉴런과 KO+A-Wwox 성체 마우스(n=3)의 60개 뉴런 이상의 평균을 보여준다. WT와

KO+A-Wwox 성체 마우스의 평균 발화율 사이에는 유의한 변화가 관찰되지 않았다.

도 9a-9c는 뉴런에서의 WWOX 복원이 Wwox null에서 OPC 분화를 촉진함으로써 수초화를 개선함을 보여주는 연구

의 요약을 제공한다. (a) 지시된 마우스(각 군에 대해 n=3)로부터 P17에서 항-MBP로 면역표지된 전체 뇌 시상

섹션의 이미지. 피질, 해마 및 소뇌의 MBP 염색이 제시된다(상단 패널에서 확대). (b) CC1 및 PDGFRα에 대해

면역염색된 뇌(P17) 조직의 시상 섹션. AAV9-hSynI-GFP 바이러스가 주입된 Wwox null과 비교하여 AAV9-hSynI-

mWwox로 처리한 후 Wwox null의 뇌량에서 성숙한 희소돌기아교세포의 증가된 수를 보여주는 이미지. (c) 그래프

는 각 유전자형에서 마우스당 3개의 유사한 뇌 시상 섹션에서 계수된 WT(n=3), KO(n=3) 및 KO+A-Wwox(n=3)의 뇌

량(면적 0.5 mm
2
)에서 CC1 및 PDGFRα 양성 세포의 정량화를 나타낸다. 오차 막대는 ±SEM을 나타낸다. (*p 값

<0.01, **p 값 <0.001, ***p 값 <0.0001). 스케일 바(a) 2 mm(상단 패널), 250 μm(중간 및 하단 패널), (b)

250 μm(상단 패널), 50 μm(중간 및 하단 패널).
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도 10a-10e는 뉴런에서의 WWOX 복원이 Wwox null 마우스의 비정상적인 행동 표현형을 역전시킨다는 것을 보여주

는 연구의 요약을 제공한다. (a) 8-10주에서 WT(암컷, n=7, 수컷 n=6) 및 AAVmWwox-주입 KO 마우스(암컷 n=7,

수컷 n=5)의 트레이스 패턴(주변 및 중앙)을 보여주는 야외 테스트의 대표 이미지. (b) 및 (c) 그래프는 야외

트레이스에서 이동한 속도와 거리(cm)를 나타낸다. (d) WT 및 KO+AAV-Wwox 마우스(연령 8-10주)로부터 고가식

십자 미로 테스트의 마우스 트레이스 이미지. O.A.(열린 팔) C.O. (닫힌 팔)은 왼쪽 마우스 트레이스 이미지에

점선 흰색 상자로 표시된다. 그래프는 WT(암컷 n=7, 수컷 n=6) 및 KO+AAV-Wwox(암컷 n=7, 수컷 n=5)의 닫힌 팔

(i) 및 열린 팔(ii)의 기간(s)을 나타낸다. (e) 그래프는 다른 시험에서 회전막대(rotarod)에서 떨어지는 마우

스(8-10주에 WT 및 구조된 마우스)의 지연 시간(들)을 나타낸다. 암컷(WT, n=7; KO+-mWwox, n=5)과 수컷(WT,

n=5; KO+-mWwox, n=5)은 별도로 표시된다(***p 값 <0.0001).

도 11a-11f는 WWOX 녹아웃 대뇌 오가노이드의 생성 및 특성화에 관한 연구의 요약을 제공한다. (a) WWOX 및 범-

방사형 아교세포 마커 SOX2와 함께 심실 방사형 아교세포(vRG) 마커 CRYAB에 대해 염색된 10주 CO. 오른쪽 이미

지는 박스 영역을 확대한 것이다. 파선은 심실 공간을 정의한다(WT: 3 배치에서 n = 8, KO: 3 배치에 n = 8).

축척 = 50 μm(왼쪽), 25 μm(오른쪽). (b)심실-유사 구역(VZ), 심실하 구역(SVZ) 및 피질판(CP)을 구성하는 다

양한 집단을 나타내는 마커의 정량화. NeuN은 성숙한 뉴런을 표시하고, TBR2는 중간 전구체(IP)를 표시하고,

SOX2는 심실 방사형 아교세포(vRG)를 표시한다. 상자플롯은 1사분위수와 3사분위수를 나타내며 수염은 최소 및

최대 포인트를 나타내고 중앙 밴드는 중앙값을 나타낸다. 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트(WT: 3개 배치에서 n

= 8, KO: 3개 배치에서 n = 8, W-AAV: 1개 배치에서 n = 4)와 일원 ANOVA를 사용하여 통계적 유의성을 결정했

다. (c) 15주 CO에서 다양한 신경 마커의 발현 수준 평가를 위한 qPCR 분석: SOX2 및 PAX6(전구 세포), TUBB3

(범-뉴런), SLC17A6 및 SLC17A7(VGLUT2 및 VGLUT1; 글루타메이트성 뉴런), 및 GAD1 및 GAD2(GAD67 및 GAD65;

GABAergic 뉴런). y축은 상대 발현 배수 변화를 나타낸다. 데이터는 평균 SEM으로 표시된다. 투키(Tukey)의 다

중 비교 테스트(WT: 1배치에서 n = 4, KO: 1배치에서 n = 4, W-AAV: 1배치에서 n = 4)와 함께 일원 ANOVA를 사

용하여 통계적 유의성을 결정했다. (d) 10주차 CO에서 글루타메이트성 뉴런 마커 VGLUT1 및 GABAergic 뉴런 마

커 GAD67(GAD1)에 대한 면역형광(IF) 염색(WT: 3배치에서 n = 8, KO: 3배치에서 n = 8, W-AAV: n = 1 배치에서

4). 축척 = 100 μm. 이미지의 정량화가 표시된다. VGLUT1 및 GAD67은 염색으로 덮인 표면적으로 정량화되었으

며 각 이미지의 핵 수로 정규화되었다. 상자플롯은 1사분위수와 3사분위수를 나타내며 수염은 최소 및 최대 포

인트를 나타내고 중앙 밴드는 중앙값을 나타낸다. 샘플이 정상적으로 분포되지 않았기 때문에 던(Dunn)의 다중

비교 테스트와 함께 크루스칼-왈리스(Kruskal-Wallis) 테스트를 사용하여 통계적 유의성을 결정했다. ROUT 테스

트를  사용하여  이상값을  제거했다(Q  =  1%).  데이터  정보:  n.s(유의하지  않음),  *P  ≤  0.05  및  ****P  ≤

0.0001.

도 12a-12c는 WWOX-KO 대뇌 오가노이드가 과흥분성 및 간질형 활성을 나타냄을 보여주는 연구의 요약을 제공한

다. 7주 된 hESC-유래 대뇌 오가노이드(CO)의 샘플 기록. (a) 샘플 트레이스은 기준선 조건(왼쪽) 및 100 μM

4-AP(오른쪽)의 존재에서 WT와 비교하여 증가된 활성을 나타내는 WWOX-KO CO와 함께 로컬 필드 전위의 눈에 띄

는 차이를 보여준다. (b) 기준선 조건에서 7주차 WT 및 KO CO의 평균 스펙트럼 전력. 선은 0.25-1 Hz 주파수 범

위를 표시한다. 양측 언페어드 웰치(Welch)의 t-테스트를 사용하여 통계적 유의성을 결정했다(WT: n = 14 절편,

5 오르가노이드 및 3 배치, KO: n = 14 절편, 8 오르가노이드 및 3 배치). (c) 0.25-1 Hz 주파수 범위에 대한

(b)의 평균 스펙트럼 전력 곡선 아래 정규화된 면적. 평균 SEM으로 표시되는 데이터. 통계적 유의성은 양측 언

페어드 웰치(Welch)의 t-테스트를 사용하여 결정되었다. 모든 막대의 숫자는 분석된 절편 및 오르가노이드(즉,

절편(오가노이드))의 수를 나타낸다. (d) 및 (e) WWOX의 코딩 서열은 렌티바이러스 형질도입(렌티-WWOX)을 사용

하여 6주차 WWOX-KO CO에 다시 도입되었다. (d) 렌티바이러스 감염 후 WWOX-KO 오가노이드에서 상이한 집단에서

WWOX 발현을 나타내는 면역형광 염색. NT = 미처리. 축척 = 50 μm. (e) 0.25-1 Hz 주파수 범위에 대해 기준선

조건에서 7주차에 WT 계통, 2 KO 계통 및 렌티-WWOX에 감염된 2 KO 계통의 평균 스펙트럼 전력 곡선 아래 정규

화된 면적. 평균 SEM으로 표시되는 데이터. 모든 막대의 숫자는 분석된 절편 및 오르가노이드(즉, 절편(오가노

이드))의 수를 나타낸다. 통계적 유의성은 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 결정

되었다. 데이터 정보: ***P ≤ 0.001 및 ****P ≤ 0.0001.

도 13a-13f는 WWOX-KO 대뇌 오가노이드가 손상된 성상세포형성 및 DNA 손상 반응을 나타냄을 보여주는 연구의

요약을 제공한다. (a) 15주 및 24주 CO는 성상 세포 및 방사형 아교세포 마커 GFAP 및 성상세포-특이적 마커

S100b(WT  W15:  3개  배치에서  n  =  9;  KO  W15:  3개  배치에서  n  =  16;  W-AAV  W15:  1  배치에서  n  =  4

오르가노이드; WT W24: 4 배치에서 n = 10; KO W24: 3 배치에서 n = 9; 및 W-AAV W24: 1 배치에서 n = 4)에 대

해 염색되었다. 축척 = 100 μm. (b) 15주째 CO의 성상세포 마커의 qPCR 분석. y축은 상대적인 발현 배수 변화
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를 나타낸다. 데이터는 평균 ± SEM으로 표시된다. 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트(WT: 1배치에서 n = 4; KO:

1배치에서 n = 4; W-AAV: 1배치에서 n = 4)와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 통계적 유의성을 결정했다. (c) 24주

째 CO의 성상세포 마커의 qPCR 분석. y축은 상대적인 발현 배수 변화를 나타낸다. 데이터는 평균 ± SEM으로 표

시된다. 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트(WT: 2배치에서 n = 4; KO: 2배치에서 n = 3; W-AAV 1배치에서 n =

3)와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 통계적 유의성을 결정했다. (d) VZ 주변의 성상세포 마커에 대한 6주 CO의 IF

염색(WT: 2배치에서 n = 6; 및 KO: 2배치에서 n = 6). 축척 = 100 μm(왼쪽) 및 50 μm(오른쪽). € 생리학적

조건에서 범-방사형 아교 세포 마커 SOX2와 함께 6주차 CO의 VZ에 있는 세포 핵의 DNA 손상 마커 cH2AX  및

53BP1에 대한 염색(WT: 3개의 개별 배치에서 n = 8; KO: 3개의 개별 배치에서 n = 12개 및 W-AAV: 1개 배치에

서 n = 4). 축척 = 50 μm(왼쪽), 25 μm(오른쪽). (f) VZ의 가장 안쪽 층을 구성하는 세포의 핵에서 이 층의

총 핵 수로 정규화된cH2AX(상단) 및 53BP1 병소(foci)(하단)의 정량화. 상자플롯은 1사분위수와 3사분위수를 나

타내며 수염은 최소 및 최대 포인트를 나타내고 중앙 밴드는 중앙값을 나타낸다. 통계적 유의성은 투키(Tukey)

의 다중 비교 테스트(WT: 3배치에서 n = 8개 오르가노이드; KO: 3개 배치에서 n = 12개 오르가노이드; W-AAV: 1

개 배치에서 n = 4)와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 결정되었다. 데이터 정보: n.s(유의하지 않음), *P ≤ 0.05,

**P ≤ 0.01 및 ****P ≤ 0.0001.

도 14a-14e는 대뇌 오가노이드 RNA 시퀀싱이 주요 분화 결함을 드러냄을 보여주는 연구의 요약을 제공한다. 15

주 CO의 RNA 시퀀싱(RNA-seq) 및 전사체 분석(WT: n = 2, KO: n = 4). (a) RNA-seq의 결과를 검증하는 선택된

Wnt  표적  유전자에  대한  qPCR  분석.  y축은  상대  발현  배수  변화를  나타낸다.  데이터는  평균  _  SEM으로

표시된다. 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트(WT: 1배치에서 n = 4; KO: 1배치에서 n = 4; W-AAV: 1배치에서 n =

4)와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 통계적 유의성을 결정했다. (b) 16주차 CO는 세포질(c) 및 핵(N) 분획으로 세

분화되었다. 실험은 총 2개의 WT 오가노이드와 4개의 KO 오가노이드(각 KO 계통당 2개)로 두 번 실행되었다.

KAP-1은 핵을 표시하고 HSP90은 세포질을 표시한다. 하단의 숫자는 세포질 분획[b-C(N/C)]으로 정규화된 b-카테

닌 밴드 강도의 핵 분획의 정량화이다. (c) TBR1, BCL11B(CTIP2), SATB2, POU3F2(BRN2), CUX1 및 RELN과 같이

가장 깊은 것부터 가장 표면적인 것까지 15주차 오가노이드에서 인간 피질의 6개 층의 마커 발현 수준을 보여주

는 히트맵. (d) 깊은 층 피질 마커 CTIP2(BCL11B) 및 TBR1 및 표면층 마커 SATB2(WT: n = 3; KO: n = 4; 및 W-

AAV: n= 4)의 감소된 수준을 검증하는 15주 CO의 IF 염색. 축척 = 50 μm. (e) 총 핵 수로 정규화된 G에서 보이

는 피질 마커의 정량화. y축은 WT CO의 평균과 비교하여 배수 변화를 나타낸다. 상자플롯은 1사분위수와 3사분

위수를 나타내며 수염은 최소 및 최대 포인트를 나타내고 중앙 밴드는 중앙값을 나타낸다. 통계적 유의성은 투

키(Tukey)의 다중 비교 테스트(WT: 3개 배치에서 n = 9, KO: 3개 배치에서 n = 16, WAAV: 1개 배치에서 n = 4

오르가노이드)와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 결정되었다. 데이터 정보: *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤

0.001 및 ****P ≤ 0.0001.

도 15a-15e는 WWOX-관련 간질성 뇌병증 대뇌 오가노이드가 뉴런 이상을 반복한다는 것을 보여주는 연구의 요약

을 제공한다. WOREE 증후군 환자와 그의 건강한 부모로부터 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)를 분리하고 iPSC로 재프

로그래밍한 후 CO로 분화시켰다. (a) 선조 마커 SOX2, 뉴런 마커 b3-튜불린 및 WWOX(WSM F1: 1개 배치에서 n =

2; WSM M2: 1개 배치에서 n = 2; WSM S2: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5 W-AAV3: 1

개 배치에서 n = 2개; 및 WSM S5 W-AAV6: 1개 배치에서 n = 2)에서 염색된 10주차 WSM CO. 축척 = 50 μm. (b)

WSM P, WSM S 및 WSM S W-AAV 7주 CO의 뉴런에서 기록된 자발적 스파이크의 대표적인 트레이스. 각 기록의 길이

는 12초이고 확대는 0.5초이다(오른쪽 상자). (c) WSM P CO(4 오르가노이드)의 24개 뉴런, WSM S CO(3 오르가

노이드)의 41개 뉴런, WSM S W-AAV 오르가노이드(3 오르가노이드)의 40개 뉴런에 대한 평균 발화율. 통계적 유

의성은 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 결정되었다. 막대는 평균 _ SEM을 나타

낸다. (d) 10주째 WSM CO에서 GAD67 및 VGLUT1 면역염색(WSM F1: 1개 배치에서 n = 2; WSM M2: 1개 배치에서 n

= 2; WSM S2: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5 W-AAV3: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5

W-AAV6: 1개 배치에서 n = 2). 축척 = 50 μm. (e) 도 15d에 나타낸 데이터의 정량화. 통계적 유의성은 투키

(Tukey)의 다중 비교 테스트와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 결정되었다(WSM F1: 1개 배치에서 n = 2; WSM M2:

1개 배치에서 n = 2; WSM S2: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5: 1개 배치에서 n = 2개; WSM S5 W-AAV3: 1개 배치에

서 n = 2개; WSM S5 W-AAV6: 1개 배치에서 n = 2개). 데이터 정보: ns(유의하지 않음), *P ≤ 0.05, **P ≤

0.01, ***P ≤ 0.001 및 ****P ≤ 0.0001.

도 16a-16f는 WWOX-관련 간질성 뇌병증이 완전한 WWOX 손실과 유사한 분자 이상을 묘사함을 보여주는 연구의 요

약을 제공한다. (a)성상세포 마커 GFAP 및 S100b에 대해 염색된 15주차 WSM CO. (WSM F1: 1개 배치에서 n = 2;

WSM M2: 1개 배치에서 n = 3; WSM S2: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5 W-AAV3: 1개

배치에서 n = 2 및 WSM S5 W-AAV6: 1개 배치에서 n = 2). 축척 = 50 μm. (b) WOREE- 유래 오가노이드에서 손
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상된 DNA 손상 반응. SOX2는 VZ의 방사형 아교세포를 표시한다(WSM F1: 1개 배치에서 n = 4; WSM M2: 1개 배치

에서 n = 4; WSM S2: 1개 배치에서 n = 4; WSM S5: 1개 배치에서 n = 4; WSM S5 W-AAV3: 1개 배치에서 n = 4;

및 WSM S5 W-AAV6: 1개 배치에서 n = 4). 축척 = 50 μm(왼쪽) 및 25 μm(오른쪽). (c) 6주차 WSM CO의 VZ에

있는 세포 핵에서 cH2AX(왼쪽) 및 53BP1(오른쪽)으로 표시된 DNA 손상 병소의 정량화. 상자플롯은 1사분위수와

3사분위수를 나타내며 수염은 최소 및 최대 포인트를 나타내고 중앙 밴드는 중앙값을 나타낸다. 통계적 유의성

은 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트와 함께 일원 ANOVA를 사용하여 결정되었다.(WSM F1: 1개 배치에서 n = 4;

WSM M2: 1개 배치에서 n = 4; WSM S2: 1개 배치에서 n = 4; WSM S5: 1개 배치에서 n = 4; WSM S5 W-AAV3: 1개

배치에서 n = 4; WSM S5 W-AAV6: 1개 배치에서 n = 4) (d) 10주차 WSM CO에서 선택된 Wnt 표적 유전자에 대한

qPCR 분석. y축은 상대 표현 배수 변화를 나타낸다. 데이터는 평균 SEM으로 표시된다. 통계적 유의성은 투키

(Tukey)의 다중 비교 테스트와 일원 ANOVA를 사용하여 결정되었다(WSM P: 1개 배치에서 n = 6; WSM S: 1개 배

치에서 n = 4; WSM S W-AAV: 1개 배치에서 n = 4). (e) 피질층의 마커 CTIP2 및 SATB2에 대해 염색된 15주차

WSM CO. (WSM F1: 1개 배치에서 n = 2; WSM M2: 1개 배치에서 n = 3; WSM S2: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5: 1

개 배치에서 n = 2; WSM S5 W-AAV3: 1 배치에서 n = 2; 및 WSM S5 W-AAV6: 1 배치에서 n = 2). 축척 = 50 μm.

(f) e에 제시된 염색의 정량화. 상자플롯은 1사분위수와 3사분위수를 나타내며 수염은 최소 및 최대 포인트를

나타내고 중앙 밴드는 중앙값을 나타낸다. 통계적 유의성은 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트와 함께 일원 ANOVA

를 사용하여 결정되었다(WSM F1: 1개 배치에서 n = 2; WSM M2: 1개 배치에서 n = 3; WSM S2: 1개 배치에서 n =

2; WSM S5: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5 W-AAV3: 1개 배치에서 n = 2; WSM S5 W-AAV6: 1개 배치에서 n = 2).

데이터 정보: *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001 및 ****P ≤ 0.0001.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 개시내용은 WW 도메인-함유 산화환원효소(WWOX)-연관 CNS 질병의 치료를 위한 방법 및 조성물을 제공한다.[0011]

다양한 구현양태에서, 본 발명은 대상체의 뇌에서 이종 WWOX 유전자를 발현하는 것을 포함하고, 다양한 구현양

태에서 WOREE 증후군 및 SCAR12와 같은 상태를 치료하거나 개선하기 위해 뉴런에서 이종 WWOX 유전자를 발현하

는 것을 포함한다.

"WWOX-연관 CNS 질병"이라는 용어는 돌연변이된 WWOX 유전자 또는 비정상적인 WWOX 발현으로 인해 발생하거나[0012]

이와 연관된 질병을 의미한다. 돌연변이는 완전한 또는 부분적인 게놈 결실로 이어져 단백질 손실 또는 절단(넌

센스 돌연변이) 또는 더 가벼운 조건에서 미스센스 돌연변이로 이어질 수 있다. 이러한 질병은 CNS에서 나타나

는 질병이다. 이러한 질병의 예는 다음과 같다: WWOX-연관 간질성 뇌병증(WOREE) 증후군; 척수소뇌성 운동실조

증, 상염색체 열성, 12(SCAR12), 다발성 경화증, 알츠하이머병, 웨스트 증후군, 자폐증, 성적 발달 장애(DSD).

특정 측면에서, 본 발명은 WWOX-연관 CNS 질병의 치료 방법을 제공한다. 상기 방법은 뇌에서 WWOX의 발현을 초[0013]

래하는 조절 요소(들)의 제어 하에 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체를 이러한 치료를 필요로 하는

환자의 뇌에 투여하는 것을 포함한다. 다양한 구현양태에서, WWOX-연관 CNS 질병은 WOREE 증후군, SCAR12, 알츠

하이머병, 웨스트 증후군, 자폐증, 다발성 경화증 및 DSD로부터 선택된다.

일부 구현양태에서, WWOX-연관 CNS 질병은 WOREE 증후군 또는 SCAR12이다. 이러한 일부 구현양태에서, 환자는[0014]

WWOX의 복합 이형접합 돌연변이를 갖는다.

본 개시내용에서 "치료" 또는 "치료하는"이라는 용어는 질병과 관련된 적어도 하나의 임상적 매개변수를 개선하[0015]

는 것을 말하며, 질병(또는 질병의 하나 이상의 임상 매개변수)이 발현되는 것을 예방하는 것을 추가로 포함한

다. "치료" 또는 "치료하는"이라는 용어는 또한 생존, 성장, 간질 에피소드의 수 또는 빈도, 인지 기능, 사회적

기능(예를 들어, 자폐증), 생식력, 운동실조증, 망막병증, 정신지체 및 소두증과 같은 (치료되지 않은 대상체와

비교하여) 질병의 적어도 하나의 증상 또는 양상을 개선하는 것을 의미한다.

용어 "WWOX 야생형 유전자"는 서열번호: 1로 표시되는 WWOX 코딩 서열을 포함하거나 서열번호: 2의 아미노산 서[0016]

열을 코딩하는 유전자를 지칭한다. 용어 "WWOX 야생형 유전자"는 추가로 cDNA 서열(서열번호: 1로 표시)을 포함

하거나, 하나 이상의 인트론을 갖는 유전자 서열을 포함한다. 예를 들어, 인트론이 있는 전체 유전자 서열은

NCBI 참조 서열: NC_000016.10으로 표시된다. 용어 "WWOX 야생형 유전자"는 질병 또는 WWOX의 기능 또는 발현의

상실과 연관되지 않은 인간 집단에서 자연적으로 발생하는 뉴클레오티드 다형성 또는 아미노산 변형(각각 서열

번호: 1 또는 서열번호: 2와 관련하여)을 추가로 포함한다. 다양한 구현양태에서, WWOX 유전자는 WWOX 야생형

유전자의 기능적 등가물일 수 있으며, 즉 WWOX  유전자는 삽입, 결실 또는 치환으로부터 독립적으로 선택되며

WWOX  활성  또는 발현(예를 들어,  뉴런에서)에 상당한 영향을 미치지 않는 하나 이상의 아미노산 변형(예를

들어, 1, 2, 3, 4 또는 5개의 아미노산 변형)을 코딩할 수 있다. 일반적으로, 기능성 유도체는 서열번호: 2의
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아미노산 서열과 적어도 95% 서열 동일성, 또는 적어도 96% 서열 동일성, 또는 적어도 97% 서열 동일성, 또는

적어도 98% 서열 동일성, 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을 코딩할 것이다. WWOX 야생형 유

전자는 프로모터 및 5'- 및 3'-비번역 영역을 포함하는 조절 요소를 추가로 포함할 수 있지만, 이러한 조절 요

소는 자연 발생 WWOX 유전자에 제한되지 않으며, 대신에 원하는 수준의 mRNA 발현 또는 회전율, 및/또는 원하는

유전자 발현 세포-특이성을 달성하기 위해 선택될 수 있다. 일부 구현양태에서, WWOX 야생형 유전자는 실질적인

비번역 영역을 포함하지 않으며, 즉 WWOX 코딩 서열로 본질적으로 구성되거나 구성될 수 있다. 본 발명의 구현

양태에 따르면, WWOX 야생형 유전자는 적어도 이종 프로모터를 포함할 것이다. 본원에서 사용되는 바와 같이,

 "이종 프로모터"는 자연에서 제어하지 않는 코딩 서열의 발현을 제어하는 위치와 같은 비-천연 위치에 배치된

프로모터이다.

일부 구현양태에서, WWOX 야생형 유전자는 서열번호: 2의 아미노산 서열을 코딩한다. 일부 구현양태에서, WWOX[0017]

야생형 유전자는 cDNA 서열이고, 일부 구현양태에서는 서열번호: 1 또는 서열번호: 3의 뉴클레오티드 서열을 포

함한다.

용어 "프로모터"는 WWOX 야생형 유전자의 전사와 같은 RNA의 발현을 제어할 수 있는 DNA 서열을 의미한다. 프로[0018]

모터 서열은 유전자 발현을 제어하기 위한 적어도 근위 요소를 함유하고, 임의로 보다 원위의 업스트림 요소를

추가로 포함할 수 있으며, 후자의 요소는 종종 인핸서로 지칭된다. 따라서, "인핸서"는 프로모터 활성을 자극할

수 있는 DNA 서열이거나, 프로모터의 선천적 요소 또는 프로모터의 수준 또는 조직 특이성을 향상시키기 위해

삽입된 이종 요소이다. 프로모터는 천연 유전자로부터 전체적으로 유래될 수 있거나, 자연에서 발견되는 상이한

프로모터로부터 유래된 상이한 요소로 구성될 수 있거나, 심지어 합성 DNA 세그먼트를 포함할 수 있다. 또한 조

절 서열의 정확한 경계가 완전히 정의되지 않을 수 있으므로, 일부 변이의 DNA 단편이 동일한 프로모터 활성을

가질 수 있음이 인식된다.

일부 구현양태에서, 조절 요소는 뉴런에서 WWOX 유전자의 발현을 지시하는 프로모터를 포함한다. 예를 들어, 프[0019]

로모터는 범용 프로모터일 수 있다. 범용 프로모터의 예는 CMV 프로모터, E2F1 프로모터 및 U1snRNA 프로모터

또는 이들의 유도체를 포함한다. 일부 구현양태에서, 프로모터는 범용 프로모터이고, 작제물은 뉴런에 특이적으

로 또는 선택적으로 전달된다. 일부 구현양태에서, 조절 요소는 뉴런에서 특이적으로 발현되는 프로모터(뉴런-

특이적  프로모터)이다.  예시적인  뉴런-특이적  프로모터는  시냅신  I  프로모터,  CamKII  프로모터,  MeCP2

프로모터, NSE 프로모터, 및 Hb9 프로모터, 또는 이들의 유도체를 포함한다. 일부 구현양태에서, 프로모터는 신

경아교세포에서 발현되지 않거나 더 낮은 수준으로 발현된다. 일부 구현양태에서, 프로모터는 희소돌기아교세포

및/또는 성상세포에서 발현되지 않거나 더 낮은 수준으로 발현된다.

일부 구현양태에서, 조절 요소는 뉴런-특이적 발현을 지시하기 위한 시냅신 I 프로모터, 또는 이의 기능적 유도[0020]

체이다. 일부 구현양태에서, 프로모터는 예를 들어 GeneBank 수탁 번호 NM_006950(서열번호: 4)으로 표시되는

시냅신 I 프로모터이며, 이는 고도의 뉴런-특이적 및 장기간 전이유전자 발현을 부여한다. 시냅신 I 프로모터의

구조는 문헌에 기재되어 있다(Schloch 등, Neutron-specific Gene Expression of 시냅신 I, J. Biol. Chem.

271(6):  3317-3323  (1996)).  다양한  구현양태에서,  시냅신  I  프로모터는  뉴런-특이적  발현을  부여하는

NRSE/RE-1 서열을 포함하는(즉, 유지하는) 이의 기능적 유도체이다. 다양한 구현양태에서, 시냅신 I 프로모터는

서열번호: 4의 3' 말단의 적어도 약 250개 뉴클레오티드, 또는 적어도 약 300개 뉴클레오티드, 또는 적어도 약

350개 뉴클레오티드의 뉴클레오티드 서열을 포함한다. 프로모터의 뉴런-특이적 또는 뉴런-선택적 발현이 유지되

는 한, 시냅신 I 프로모터(또는 일부)는 약 20% 이하, 또는 약 10% 이하, 또는 약 5% 이하의 뉴클레오티드 변형

을 가질 수 있다.

일부 구현양태에서, 조절 요소의 제어 하에 있는 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체는 실질적으로 서[0021]

열번호: 5에 제시된 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함한다.

다른 구현양태에서, 조절 요소는 희소돌기아교세포에서 WWOX 유전자의 발현을 지시하는 프로모터이다. 예시적인[0022]

프로모터는 MBP 프로모터, PLP1 프로모터 및 CNP 프로모터 또는 이들의 유도체를 포함한다. 일부 구현양태에서,

조절 요소는 성상세포에서 WWOX 유전자의 발현을 지시하는 프로모터이다. 예시적인 프로모터는 GFAP 프로모터

또는 S100b 프로모터, 또는 이들의 유도체를 포함한다.

일부 구현양태에서, WWOX 야생형 유전자 또는 프로모터는 시냅신 I 프로모터 또는 다른 뉴런-특이적 프로모터의[0023]

원위 부분을 포함할 수 있는 하나 이상의 인핸서 서열을 추가로 포함한다. 일부 구현양태에서, 프로모터는 뉴런

에서 발현 수준을 증가시키기 위해 하나 이상의 뉴런-특이적 또는 뉴런-선택적 인핸서를 포함한다(Charron G.

등, Multiple Neuron-specific Enhancers in the Gene Coding for the Human Neurofilament Light Chain. J.
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Biol. Chem. 270(51):3064-30610 (1995)). 

다양한 구현양태에서, WWOX 야생형 유전자 또는 기능적 유도체는 mRNA 안정성을 향상시키는 비번역 서열(예를[0024]

들어, 3'-UTR)을 포함한다. 예를 들어, 일부 구현양태에서 WWOX 야생형 유전자는 β-글로빈 mRNA 3'-UTR, 또는

mRNA 안정성을 부여하는 β-글로빈 mRNA 3'-UTR의 성분을 함유할 수 있다. 일부 구현양태에서, WWOX 야생형 유

전자는 뉴런에서 낮은 회전율을 나타내는 mRNA로부터의 3' 비번역 서열을 포함한다. 일부 구현양태에서, 전사된

WWOX 뉴클레오티드 서열은 안정성을 향상시킬 수 있는 하나 이상의 우드척 간염 전사 후 조절 요소(WPRE)를 포

함한다. 일부 구현양태에서 WPRE는 WWOX 유전자의 3' UTR에 포함된다.

일부 구현양태에서, WWOX 야생형 유전자는 GFP 또는 RFP와 같은 형광 단백질을 포함하나 이에 제한되지 않는 하[0025]

나 이상의 검출가능한 표지와 함께 전달되어 WWOX-함유 발현 작제물의 발현을 시각화할 수 있다.

일부 측면에서, WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체(또는 이의 단편)는 Cas 엔도뉴클레아제 효소 또는[0026]

Cas 엔도뉴클레아제 효소를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 가이드 RNA(gRNA) 또는 gRNA를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드와 함께 전달되어 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 일부의 삽입을 지시하거나 향상시킨다. 일부 구현양태에

서, WWOX-연관 CNS 질병은 WWOX에서 알려진 돌연변이를 특징으로 한다. 그러한 구현양태에서, 돌연변이된 영역

에 상보적인 gRNA 또는 상기 gRNA를 코딩하는 DNA 서열은 Cas 엔도뉴클레아제와 함께 전달된다. 이들 구현양태

에서, WWOX 야생형 유전자는 Cas 엔도뉴클레아제 효소(예를 들어, Cas9)에 의해 절단되는 돌연변이된 서열을 대

체하기 위한 WWOX 야생형 유전자의 단편일 수 있다.

예를 들어, 개체에서 WWOX 유전자의 정확한 돌연변이가 알려진 경우, 개체의 뇌에 Cas 엔도뉴클레아제(예를 들[0027]

어, Cas9) 효소 및 돌연변이된 서열을 표적으로 하는 gRNA를 투여하여 개체를 치료하며, 돌연변이된 서열은 돌

연변이된 영역을 절단함으로써 및/또는 돌연변이된 영역의 서열을 야생형 영역의 서열로 교체함으로써 야생형

형태로 되돌아가도록 편집될 수 있다. 일부 돌연변이의 경우, Cas 엔도뉴클레아제에 의한 돌연변이된 서열의 단

순한 절단은 기능적인 WWOX 유전자를 생성할 것이다. 다른 돌연변이의 경우, 돌연변이된 서열을 절단할 뿐만 아

니라 야생형 서열(WWOX 야생형 유전자의 단편)로 교체하는 것도 필요할 것이다. 그러한 경우에, 방법은 돌연변

이된 서열을 대체하기 위해 WWOX 야생형 유전자의 단편에 상응하는 공여체 DNA 서열의 투여를 또한 포함할 것이

다.

일부 구현양태에서, Cas 엔도뉴클레아제(예를 들어, Cas9)는 단백질로서 뇌 세포에 투여될 수 있거나 효소를 코[0028]

딩하고 뇌 세포(예를 들어, 뉴런에서)에서 발현될 수 있는 폴리뉴클레오티드로서 투여될 수 있다. 일부 구현양

태에서, Cas 엔도뉴클레아제는 본원에 기재된 바와 같이 뉴런-특이적 프로모터(예를 들어, 시냅신 I 프로모터)

를 통해 발현된다. 일부 구현양태에서, Cas 엔도뉴클레아제는 mRNA로 전달되므로 형질주입된 세포에서 전사를

필요로 하지 않는다.

Cas 엔도뉴클레아제를 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 사용되는 경우, WWOX 유전자에 대해 본원에 기재된 바와 같[0029]

은 프로모터 및 전달 벡터가 사용될 수 있거나, AAV6 및 렌티바이러스 벡터와 같은 더 긴 폴리뉴클레오티드(Cas

엔도뉴클레아제-코딩 폴리뉴클레오티드 전달에 더 적합할 수 있다)를 전달할 수 있는 전달 벡터가 사용될 수 있

다. Cas 엔도뉴클레아제가 단백질로서 전달되는 경우, 전달 입자, 리포좀 등이 뇌(예를 들어, 뉴런)로의 전달을

위해 사용될 수 있다.

마찬가지로, gRNA는 WWOX  유전자에 대해 본원에 기재된 전달 및 프로모터 시스템을 사용하여 RNA  분자 또는[0030]

gRNA를 코딩하는 DNA 분자로서 전달될 수 있다. 일부 구현양태에서, gRNA는 뉴런-특이적 프로모터를 통해 발현

된다.

돌연변이된 DNA를 대체하기 위한 WWOX 폴리뉴클레오티드는 별도의 서열로 투여될 수 있거나 Cas 엔도뉴클레아제[0031]

및 gRNA를 코딩하는 서열을 함유하는 벡터의 일부로 전달될 수 있다. 그러한 경우에 공여체 DNA는, 예를 들어

Cas 엔도뉴클레아제의 도움으로 공여체를 평활 말단(blunt ends)으로 벡터 밖으로 절단할 수 있는 "공여체-특이

적" 가이드 RNA의 두 번째 세트를 사용하여 벡터에서 절단될 수 있다.

S. 파이오게네스(pyogenes) 및 S. 써모필러스(thermophilus) Cas9를 포함하여 다양한 종의 Cas 엔도뉴클레아제[0032]

(예를 들어, Cas9) 분자가 본원에 기재된 방법 및 조성물에 사용될 수 있다. 다른 Cas 엔도뉴클레아제는 미국

특허 공개 번호 20160010076(이는 전체 내용에 참조로 포함된다)에 기재되어 있다. 본원에 기술된 작제물 및 방

법은 Cas9 효소를 포함하는 임의의 Cas 엔도뉴클레아제 및 이들의 상응하는 gRNA 또는 호환가능한 다른 gRNA의

사용을 포함할 수 있다. 스트렙토코쿠스써모필러스(Streptococcus thermophilus) LMD-9 CRISPR1 시스템의 Cas9

는 인간 세포에서 기능하는 것으로 나타났다(Cong 등, Science 339, 819 (2013)).
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가이드 RNA는 일반적으로 두 가지 다른 시스템으로 나온다: Cas9에 의한 절단을 가이드하기 위해 함께 기능하는[0033]

별도의 crRNA 및 tracrRNA를 사용하는 시스템 1, 및 단일 시스템(단일 가이드 RNA 또는 sgRNA라고 지칭, Jinek

등, Science 2012; 337:816-821 참조)에서 두 개의 별도의 gRNA를 조합하는 키메라 crRNA-tracrRNA 하이브리드

를 사용하는 시스템 2. tracrRNA는 다양하게 절단될 수 있으며 길이 범위는 별도의 시스템(시스템 1)과 키메라

gRNA 시스템(시스템 2) 모두에서 기능하는 것으로 나타났다.

Cas 엔도뉴클레아제는 게놈 DNA 표적 부위의 상보적 가닥에 상보적인 5' 말단에서 17-20 nts를 보유하는, gRNA,[0034]

예를 들어 sgRNA 또는 tracrRNA/crRNA를 사용하여, 예를 들어 서열 NGG의 추가 근위 프로토스페이서 인접 모티

프(PAM)를 보유하는 특정 17-20 nt 게놈 표적으로 유도될 수 있다. 따라서, 구현양태는 일반적으로 트랜스-코딩

된 tracrRNA, 예를 들어 문헌(in Mali 등, Science 2013 Feb. 15; 339(6121):823-6)에 기재된 바와 같은, 프로

토스페이서 인접 모티프(PAM), 예를 들어 NGG, NAG 또는 NNGG의 바로 5'에 있는 표적 서열에 대한 상보적 가닥

의 표적 서열, 예를 들어 25-17개, 임의로 20개 이하의 뉴클레오티드(nts), 예를 들어 20, 19, 18, 17 nt, 바

람직하게는 17 또는 18 nt에 상보적인 5' 말단에서 서열을 갖는 단일 Cas9 가이드 RNA에 융합된 crRNA를 포함하

는 단일 가이드 RNA를 사용할 수 있다. gRNA는 임의의 서열일 수 있는 X.N을 포함할 수 있으며, 여기서 N(RNA에

서)은 리보핵산의 Cas9에 결합을 방해하지 않는 0-200, 예를 들어 0-100, 0-50 또는 0-20일 수 있다.

일부 구현양태에서, gRNA는 3' 말단에 하나 이상의 아데닌(A) 또는 우라실(U) 뉴클레오티드를 포함한다. 일부[0035]

구현양태에서 gRNA는 RNA PolIII 전사를 종결시키기 위한 종결 신호로서 사용되는 하나 이상의 T의 임의의 존재

의 결과로서 하나 이상의 U, 예를 들어 분자의 3' 말단에 1-8개 이상의 U를 포함한다.

일부 구현양태에서, gRNA는 표적외 효과를 최소화하기 위해 나머지 게놈의 임의의 서열과 상이한 적어도 3개 이[0036]

상의 미스매치인 부위를 표적으로 한다. 잠금 핵산(LNA)과 같은 변형된 RNA 올리고뉴클레오티드는 변형된 올리

고뉴클레오티드를 보다 바람직한(안정된) 형태로 고정함으로써 RNA-DNA  혼성화의 특이성을 증가시키는 것으로

입증되었다. 따라서, 본원에 개시된 gRNA는 하나 이상의 변형된 RNA 올리고뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 예

를 들어, 본원에 기재된 절단된 가이드 RNA 분자는 표적 서열에 상보적인 가이드 RNA의 영역 중 하나, 일부 또

는 전부가 변형된, 예를 들어 잠금(2'-O-4'-C 메틸렌 브리지), 5'-메틸시티딘, 2'-O-메틸-슈도우리딘, 또는 리

보스 포스페이트 백본이 폴리아미드 사슬(펩티드 핵산)로 대체된 것, 예를 들어 합성 리보핵산를 가질 수 있다.

gRNA는 그 자체로 또는 발현 벡터로 제공될 수 있다. gRNA를 발현하기 위한 벡터는 gRNA의 발현을 유도하기 위[0037]

한 RNA Pol III 프로모터, 예를 들어 H1, U6 또는 7SK 프로모터를 포함할 수 있다. 이러한 인간 프로모터는 플

라스미드 형질주입 후 포유동물 세포에서 gRNA의 발현을 가능하게 한다. 대안적으로, 예를 들어 시험관내 전사

를 위해 T7 프로모터가 사용될 수 있고, RNA는 시험관내에서 전사되고 정제될 수 있다. 짧은 RNA, 예를 들어

siRNA, shRNA 또는 기타 작은 RNA의 발현에 적합한 벡터를 사용할 수 있다.

서열(프로모터 및 유전자 및 임의로 추가 서열)의 전달은 CNS로의 직접 전달 또는 전신 전달에 의해 CNS로의 전[0038]

달에 적합한 임의의 전달 시스템에 의해 수행될 수 있다. 다양한 구현양태에서, WWOX 야생형 유전자 또는 이의

기능적 유도체는 바이러스 벡터, 중합체 나노입자, 무기 나노입자, 지질 나노입자 또는 엑소좀을 사용하여 전달

된다. 일부 구현양태에서, WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적 유도체는 바이러스 벡터에 의해 전달된다. 바

이러스 벡터는 아데노-연관 바이러스(AAV) 전달 시스템일 수 있다. 일부 구현양태에서, AAV 전달 시스템은 다른

AAV 혈청형보다 혈액-뇌 장벽을 더 잘 통과하는 AAV9이다. 사용될 수 있는 추가 바이러스 전달 시스템에는 렌티

바이러스 및 단순 헤르페스 바이러스 전달 시스템이 포함된다.

CNS에 대한 또 다른 적합한 전달 비히클은 전형적으로 200 nm 미만, 또는 약 150 nm 미만, 또는 약 100 nm 미만[0039]

의 크기를 갖는 나노입자를 포함한다. 여기에는 지질-기반 나노입자, 중합체 나노입자, 덴드리머 및 무기 나노

입자가  포함될  수  있으며,  이들  중  일부는  혈액  뇌  장벽(BBB)을  통과하도록  조정될  수  있다.  일부

구현양태에서, 전달 시스템은 BBB를 통한 나노입자 흡수를 향상시키기 위해 수송체 또는 수용체의 리간드를 사

용함으로써 전달을 능동적으로 표적화한다. 이 접근법에 대한 바람직한 경로는 화물(예를 들어, 나노입자)이 뇌

EC의 정점과 기저측 표면 사이를 수송하는 수용체(또는 수송체)-매개 통과세포외배출이다. 예를 들어, 저밀도

지단백질은 리소좀 구획을 우회하고 뇌 측의 기저측 표면에서 방출하는 수용체-매개 과정에 의해 EC를 통해 통

과세포외배출을 겪는다. 또한, BBB는 아미노산에 대한 수송체를 함유하고 있기 때문에, 전달을 위해 자연적으로

존재하는 아르기닌 수송체를 사용하는 것이 뇌로의 전달을 위한 하나의 접근법이다.

뇌 전달을 위한 또 다른 비히클은 세포에서 분비되는 작은 세포외 소포인 엑소좀이다. 다른 합성 나노입자에 비[0040]

해 엑소좀의 주요 이점은 비-면역성 특성으로 길고 안정적인 순환을 유도한다.
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일부 구현양태에서, 뇌로의 전달은 BBB를 일시적으로 열고 고농도의 전신 투여된 폴리뉴클레오티드가 뇌에 도달[0041]

하도록 하는 화합물 또는 전기 자극을 사용한다. 그러한 화합물의 예는 세레포트(브래디키닌 유사체) 또는 레가

데노손(아데노신 수용체 작용제)이다. 침투를 증가시키는 또 다른 방법은 약물이 BBB를 통과하도록 촉진하는 매

력적인 기술인 초음파를 이용하는 것이다. 비침습적 기법인 미세기포-강화 진단 초음파(MEUS)는 약물이 BBB를

통과하도록 효과적으로 돕는다. 또 다른 접근법은 뉴런 활동을 자극하고 글루타메이트 방출을 증가시켜 BBB를

통한 전달을 촉진하는 경두개 자기 자극(TMS)이다(Review by Xiaowei Don. 2018; 8(6): 1481-149- 전체 내용이

참조로 여기에 포함된다).

원하는 전달 비히클의 투여 경로는 추가 조작 없이 전신 전달일 수 있고(본질적으로 BBB에 들어가는 입자 또는[0042]

바이러스 벡터 사용);  또는 BBB를 일시적으로 개방하는 다양한 조작(예를 들어, 미세기포-강화 진단 초음파

(MEUS), 경두개 자기 자극(TMS))과 관련하여 전신적일 수 있다. 다른 구현양태에서, 전달은 비강 투여에 의한

것이다.

또 다른 구현양태에서, 뇌로의 전달은 뇌실내 경로를 통해 뇌척수액으로 전달된다. 또 다른 옵션은 뇌척수액[0043]

(CSF)으로의 전달을 위한 대체 방법인 대조(cisterna magna) 주사 경로로의 전달이며, 이는 CNS 전체에 광범위

하게 유전자 전달을 초래한다. 일부 구현양태에서, 투여는 실질로의 직접 주사 또는 뇌실내를 통한 뇌척수액으

로의 주사 및 척수강내(수조 또는 요추) 경로에 의한 것이다.

일부 구현양태에서, 치료될 개체는 소아 또는 신생아 환자(예를 들어, WOREE 또는 SCAR12를 갖는 환자)이다. 일[0044]

부 구현양태에서, 조기 치료는 성장 장애, 간질 에피소드, 인지 기능 장애 및 정신 지체와 같은 질병의 일부 임

상적  매개변수의  징후를  예방한다.  일부  구현양태에서,  개체는 성인 환자(예를 들어,  WOREE  또는  SCAR12를

갖는)이고, 치료는 간질 에피소드와 같은 하나 이상의 임상 매개변수를 개선할 수 있다. 다양한 구현양태에서,

개체  또는  환자는  성장  장애,  간질  에피소드,  인지  기능  장애,  사회적  기능  장애,  생식  능력  장애,  운동

실조증, 망막병증, 정신 지체 및 소두증으로부터 선택되는 하나 이상의 증상을 나타낸다. 다양한 구현양태에서,

치료는 WOREE 또는 SCAR12 환자에 대한 간질 에피소드의 빈도 및/또는 중증도를 실질적으로 감소시킨다.

다양한 구현양태에서, 개체에게 10, 9, 8, 7, 6, 5 또는 4회 이하의 투여 에피소드가 있다. 다양한 구현양태에[0045]

서, 3회 이하의 투여 에피소드가 있다. 일부 구현양태에서, 2회 이하의 투여 에피소드가 있다. 예를 들어, 다양

한 구현양태에서 하나의 투여 에피소드가 있다.

예를 들어, 일부 구현양태에서, 본 발명은 WOREE 증후군 또는 SCAR12의 치료 방법을 제공하며, 이 방법은 이러[0046]

한 치료가 필요한 환자의 뇌에 시냅신 I 프로모터의 제어 하에 WWOX 야생형 유전자(즉, 서열번호: 2의 폴리펩티

드를 코딩하는)를 포함하는 AAV9 유전자 전달 시스템을 투여하는 것을 포함한다. AAV9 전달 시스템은 실질적으

로 서열번호: 1, 서열번호: 3, 서열번호: 4, 및/또는 서열번호: 5에 제시된 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포

함할 수 있다.

다른 측면에서, 본 개시내용은 뉴런-특이적 프로모터의 발현 제어 하에 WWOX 야생형 유전자 또는 이의 기능적[0047]

유도체를 포함하는 발현 작제물을 제공한다. 예시적인 뉴런-특이적 프로모터는 시냅신 I 프로모터, CamKII 프로

모터, MeCP2 프로모터, NSE 프로모터, 및 Hb9 프로모터, 또는 이들의 유도체를 포함한다. 다양한 구현양태에서,

프로모터는 이미 기재된 바와 같은 시냅신 I 또는 이의 유도체이다. 일부 구현양태에서, 뉴클레오티드 서열은

실질적으로 서열번호: 1, 3, 5 및/또는 5에 제시된 서열을 포함한다.

다양한 구현양태에서, 발현 작제물은 아데노-연관 바이러스(AAV) 전달 시스템과 같은 바이러스 벡터이다. 일부[0048]

구현양태에서,  발현  작제물은 AAV9  전달  시스템이다.  이러한 벡터에 대한 구체적인 예는 도 7a에  도시되어

있다. 

일부 구현양태에서, 발현 작제물은 뇌에 투여하기 위한 약제학적 조성물에 포함된다. 조성물은 뇌 또는 CNS로의[0049]

직접 주사 또는 전신 투여를 포함하는 주사에 적합한 약제학적으로 허용되는 담체를 추가로 포함할 것이다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 약제학적 조성물을 필요로 하는 환자에게 투여하는 것을 포함하여, WOREE 증후군[0050]

또는 SCAR12를 치료하는 방법을 제공한다. 따라서, 본 발명은 WOREE 또는 SCAR12의 치료에서 약제학적 조성물의

용도를 제공한다.

정의[0051]

본 출원을 더 완전하게 이해할 수 있도록 하기 위해 몇 가지 정의가 아래에 제시되어 있다. 이러한 정의는 문법[0052]

적 등가물을 포함하는 것을 의미한다.
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"하나"라는 용어는 해당 엔티티 중 하나 이상을 의미한다. 즉, 복수 대상을 의미할 수 있다. 이와 같이, 용어[0053]

 "하나", "하나 이상" 및 "적어도 하나"는 본 명세서에서 상호교환적으로 사용된다. 또한, 부정관사 "하나"에

의한 "하나의 요소"에 대한 언급은 문맥상 분명히 하나의 요소만 존재한다고 요구하지 않는 한, 하나 이상의 요

소가 존재할 가능성을 배제하지 않는다.

2개 이상의 핵산 또는 폴리펩티드 서열과 관련하여 퍼센트 "동일성" 또는 "서열 동일성"이라는 용어는 비교 및[0054]

하기 기술된 서열 비교 알고리즘(예를 들어, BLASTP 및 BLASTN 또는 당업자에게 이용가능한 다른 알고리즘) 중

하나를 사용하여 또는 육안 검사에 의해 측정된 바와 같이 최대 일치를 위해 정렬될 때, 동일한 뉴클레오티드

또는 아미노산 잔기의 특정 백분율을 갖는 2개 이상의 서열 또는 하위서열을 의미한다.

문맥상 달리 요구되지 않는 한, 용어 "약"은 연관된 값의 ±10%를 의미한다.[0055]

실시예[0056]

실시예 1: WOREE 증후군과 연관된 Wwox의 뉴런 결실은 간질 및 미엘린 결함을 유발한다.[0057]

WW 도메인-함유 산화환원효소(WWOX) 유전자는 가장 활동적인 염색체 취약 부위 중 하나인 FRA16D
1,2
를 포함하는[0058]

염색체 16q23.1-q23.2에 매핑된다. WWOX는 여러 유형의 암에서 단백질-단백질 상호작용 능력을 통해 문서화된

종양 억제 기능을 가진 46kDa 단백질을 코딩한다
3,4
. 실제로 WWOX는 스캐폴드 단백질로 작용하여 파트너의 국소

화, 안정성 및 기능을 조절한다.
5
 몇 가지 증거는 WWOX 기능을 게놈 안정성, 세포 대사 및 세포골격 구성 유지

와 연결한다.
1,3,6,7

 놀랍게도 중추신경계(CNS) 세포에서 높은 수준의 WWOX가 관찰되며
8,9
, 이는 CNS 생물학에서

WWOX의 중요한 역할을 시사한다. 그러나 CNS 발달 및 질병에서 WWOX의 정확한 역할은 알려져 있지 않다.

최근 몇 년 동안 WWOX 유전자의 생식계 열성 돌연변이(미스센스, 넌센스 및 부분/완전 결실)는 SCAR12(척수소뇌[0059]

운동실조증, 상염색체 열성-12, OMIM 614322) 및 WOREE 증후군(WWOX-연관 간질성 뇌병증)과 관련이 있었고, 후

자는 초기 영아 간질성 뇌병증-28(EIEE28, OMIM 616211)으로도 알려져 있다.
10,11

 이 질병의 중증도는 돌연변이

유형과 WWOX 발현에 미치는 영향에 크게 좌우되는 것으로 가정되었다. 예를 들어, 가장 심각한 표현형은 WWOX가

완전히 소실되어 난치성 발작과 출생 전 또는 출생 후 사망을 초래하는 WOREE 증후군을 보유하는 어린이에게서

관찰되었다.
10
 대부분 WWOX의 미스센스 돌연변이로 인해 SCAR12를 가진 개체는 운동 실조증 및 간질을 포함하여

더 가벼운 표현형을 보였다.
10,11

 최근, 고부정뇌파를 동반한 간질 경련을 특징으로 하는 웨스트 증후군
12,13

 환자

에서도 WWOX 돌연변이가 발견되었다. WWOX에서 돌연변이를 지닌 어린이의 뇌 자기 공명 영상(MRI)은 뇌량의 형

성 부전, 진행성 대뇌 위축, 지연된 수초화 및 시신경 위축을 포함한 대부분의 경우에서 이상을 나타냈다.
10,14-18

WWOX의 결함이 어떻게 이러한 신경학적 이상을 초래하는지는 대체로 알려지지 않았다.

뮤린 Wwox의 표적 결실 및 Lde 랫트의 자발적인 Wwox 돌연변이는 간질 발작, 성장 지연, 운동 실조증 및 출생[0060]

후 치사율을 포함하는 복잡한 인간 신경학적 표현형을 표현형모사했다.
11,19-21

 Wwox 모델과 인간 질병의 주요 세

포 및 분자 역할자에 대해 더 자세히 밝히기 위해, 신경 줄기 및 전구체(Nestin-Cre 사용, N-KO), 성숙한 뉴런

(Synaspin I-Cre; S-KO), 희소돌기아교세포(Olig2-Cre; O-KO) 또는 성상세포(GFAP-Cre; G-KO)에서 Wwox 결실을

포함하는 마우스 모델을 조건부로 생성했고, 이전에 설명한 Wwox-null 마우스와 함께 그들의 표현형 및 질병 메

커니즘을 연구했다.
19,20

 놀랍게도 신경 줄기 및 전구체(N-KO) 또는 신경 세포(S-KO 마우스)에서 Wwox를 삭제하면

3-4주까지 심각한 간질, 운동 실조증 및 조기 사망을 나타내며 Wwox-null 마우스에서 관찰된 표현형을 요약함이

밝혀졌다. S-KO 마우스의 분자 및 세포 변화를 특성화한 결과 WWOX의 비-세포 자율 기능으로 인해 현저한 저수

초화 및 성숙한 희소돌기아교세포의 수의 감소가 밝혀졌다. 또한, 인간 배아 줄기 세포(hESC)에서 WWOX의 완전

한 손실 및 인간 희소피질 회전타원체(OS)의 생성을 모델링하여 간질 및 저수초화에서 WWOX의 역할을 추가로 확

인했다. 이러한 발견은 CNS 생물학에서 WWOX의 중심 역할과 WWOX-관련 신경 장애를 치료하는 치료 가능성을 강

조한다.

재료 및 방법[0061]

세포 배양 및 플라스미드[0062]

WiBR3 hES 세포는 FGF/KOSR 조건에서 조사된 DR4 마우스 배아 섬유아세포(MEF) 피더 플레이트에서 5% CO2 조건[0063]

으로 유지되었다: 15% 녹아웃 혈청 대체물(KOSR, Gibco; 10828-028), 1% 글루타맥스(GlutaMax)(Gibco; 35050-
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038), 1% MEM 비-필수 아미노산(NEAA, Biological Industries; 01-340-1B), 1% 나트륨-피루베이트(Biological

Industries; 03-042-1B), 1% 페니실린-스트렙토마이신(P/S, Biological Industries; 03-031-113) 및 8 ng/mL

bFGF(Peprotech; 100-18B)이 보충된 DMEM-F12(Gibco; 21331-020 또는 Biological Industries; 01-170-1A). 배

지는 매일 갈아주었으며 배양액은 트립신 유형 C(Biological Industries; 03-053-1B)로 트립신 처리하여 5-7일

마다 계대했다. 트립신 처리 후 24-48시간 동안 hESCs를 Rho -연관 키나아제 억제제(ROCKi, Y27632로도 알려

짐)(Cayman; 10005583)로 10 μM 농도로 처리했다. hESC의 형질주입을 위해, 세포를 전기천공 24시간 전에 10

μM ROCKi에서 배양하였다. 트립신 C 용액을 사용하여 세포를 분리하고 총 100 μg DNA 작제물(pNTK-GFP와 1:5

비율로 혼합된 sgRNA 표적 엑손 1을 함유하는 px330 플라스미드)과 혼합된 PBS(Ca
2+
 및 Mg

2+
 포함)에 재현탁하고

진 펄서 엑셀(Gene Pulser Xcell) 시스템(Bio-Rad; 250V, 500 μF, 0.4 cm 큐벳)에서 전기천공되었다. 이어서

상기 언급된 조건에서 세포를 MEF 피더 층 상에 플레이팅하였다. 48시간 후, GFP-양성 세포를 분류하고 약 10일

후 집락 분리를 위해 MEF 피더 플레이트 상에 드문드문(10 cm 플레이트당 2,000개 세포) 플레이팅했다.

마우스[0064]

Wwox null 마우스의 생성은 이전에 문서화되었으며
19
 이 마우스는 FVB 배경에서 유지되었다. Wwox 게놈 유전자좌[0065]

의  엑손  1에  플랭킹하는  두  개의  loxp  부위(Wwox
flox/flox

)가  있는  마우스는  이전에  문서화되었다
22
.  현재

연구에서, 이 마우스를 사용하여 CNS 세포에서 조건부로 WWOX 발현을 제거했다. 네스틴(Nestin)(원래 Jax 라인

스톡: 003771, B6.Cg-Tg(Nes-cre)1Kln/J)의 프로모터 하에 트랜스제닉 Cre 재조합효소를 보유하는 마우스는 히

브리 대학-하다사 치과 의과 대학의 탈 버스틴-코헨(Tal Burstyn-Cohen) 박사의 관대한 선물이다. 시냅신(시냅

신) I-Cre(스톡: 003966, B6.Cg-Tg(Syn1-cre)671Jxm/J), Olig2-Cre(스톡:025567, B6.129-Olig2
tm1.1(cre)Wdr

/J) 및

GFAP-Cre(B6.Cg-Tg(Gfap-cre)77.6Mvs/2J) 마우스 계통은 미국 잭슨 연구소에서 구입하였다. 트랜스제닉 Cre 재

조합효소를  보유하는  Wwox
flox/flox

 마우스는  Wwox의  동형접합성  조건부  결실로  간주되고  N-KO(Wwox
flox/flox

;

Nestin-Cre
+
),  S-KO(Wwox

flox/flox
;  시냅신-Cre

+
),  O-KO(Wwox

flox  /flox
;  Olig2

cre/+
)  및  G-KO(Wwox

flox/flox
;  Gfap-

Cre
+
)로서 표현되었다. 모든 마우스는 꼬리/귀 DNA를 추출하여 특정 프라이머를 사용하여 PCR-유전자형을 결정

했다. 모든 조건부 모델은 유전적 배경이 혼합된 C57BL6/J;129sv에서 유지되었다. 모든 조건부 모델은 Rosa26-

loxp-STOP-tdTomato 리포터 대립유전자를 함유했다. 동물은 음식과 물에 자유롭게 접근할 수 있는 12시간-명/암

주기로 SPF 장치에서 유지되었다. 모든 동물 관련 실험은 히브리 대학 기관 동물 관리 사용 위원회(HU-IACUC)의

사전 승인에 따라 수행되었다.

DRG-OPC 공동-배양[0066]

DRG 뉴런과 OPC의 공동-배양 실험은 이전에 발표된 프로토콜
23
에 따라 수행되었다. 간단히 말해서, DRG 뉴런은[0067]

E13.5에서 마우스 배아로부터 분리되었다. 배아는 유전자형이 결정되었고 DRG는 차가운 L-15 배지에서 수집되었

다. 조직을 0.25% 트립신에서 해리하고 분쇄하고 원심분리하고 NB 배지(Neurobasal, B27 보충제, 0.5 mM L-글루

타민  및  페니실린-스트렙토마이신)에 재현탁했다.  사전-세척된  13  mm  직경의  유리  커버슬립을  4-웰  접시에

놓고, 해부 전에 마트리겔(Matrigel)(RT에서 1시간)로, 이어서 폴리-D-라이신(RT에서 30분)으로 코팅했다. 세포

를 NB 배지에 40,000개 세포/13 mm 커버슬립의 밀도로 플레이팅하고 37℃ 및 5% CO2의 가습 인큐베이터에서 유

지했다. 배양물을 DIV2, 4 및 6에서 플루오로데옥시우리딘으로 처리하여 비-신경세포를 제거하였다. 세포 배지

의 50%를 3일마다 교체하고 OPC를 DIV15에 첨가했다. OPC는 각각 P0-P2 마우스 새끼로부터 분리되었다. 피질을

얼음처럼 차가운 L-15 배지에서 분리하고 주사기(마우스 조직의 경우 19G에 이어 21G)를 사용하여 해리하고 분

쇄하고 원심분리한 다음 PDL-코팅된 플라스크에서 신경아교 플레이팅 배지(10% 태아 소 혈청, 페니실린 스트렙

토마이신을 함유하는 DMEM)에 재현탁했다. 신경아교세포는 37℃, 5% CO2의 가습 인큐베이터에서 유지되었고 세

포 배지의 50%는 3일마다 교체되었다. DIV10에서 플라스크를 격렬하게 흔들어 OPC를 분리한 다음 배양 접시에

빠르게 부착하여 성상세포를 고갈시키거나(37℃x3에서 10분), 정제된 OPC(200,000/커버슬립)를 DRG 뉴런 배양물

에 시딩하고 공동-배양 배지(B27 및 N2 보충제 함유 DMEM , 5 mg/ml N-아세틸-시스테인, 5 mM 포스콜린, 페니실

린-스트렙토마이신)에서 유지했다. 9-11일 동안 격일로 배지를 교체한 후 배양액을 고정하고 염색하여 분석하였

다.

  희소피질 회전타원체 생성 및 배양[0068]
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이전에 기술된
24
 바와 같이 hESC로부터 대뇌 오가노이드를 생성하였다. 간단히 말해서, 인간 WiBR3 세포는 유사[0069]

분열적으로 불활성화된 MEF에서 유지되었다. 프로토콜 시작 4-7일 전에 세포를 MEF-코팅된 60 mm 플레이트에 계

대하고 70-80% 컨플루언시(confluency)에 도달할 때까지 성장시켰다. 0일에 hESC 집락을 0.7 mg/ml 콜라게나제

D 용액(Sigma; 11088858001)을 사용하여 MEF에서 분리하고 2분 동안 트립신 유형 C를 사용하여 단일 세포 현탁

액으로 해리했다. 해리 후, 세포를 계수하고 20% KOSR, 1% 글루타맥스(GlutaMax), 1% NEAA, 1% P/S 및 100 μM

2-머캅토에탄올(Sigma; M3148)이 보충된 DMEM/F12와 10 μM 돌소모르핀(Dorsomorphin)(Sigma; P5499) 또는 100

nm LDN-193189(Axon medchem; Axon1509), 및 10 μM SB-431542(Sigma; S4317) 및 10μM Rocki가 보충된 hESCs

배지에 현탁시키고, 0.22 μm 필터를 통해 멸균시켰다. 배아체(EBs) 형성을 위해 10,000개의 세포를 초-저 부착

(ULA, ultra-low attachment) 96 v-웰 플레이트(S-Bio Prime; MS-9096VZ)의 각 웰에 시딩하였다. 돌소모르핀

/LDN-193189 및 SB-431542를 새로 첨가하여 6일까지 배지의 절반(웰당 약 100 μl)을 흡인 및 교체하여 매일 EB

에 공급했다.

7-50일에 사용된 모든 배지는 신경기저(Neurobasal) 배지(Gibco; 21103049 또는 Biological Industries; 06-[0070]

1055-110-1A), 2% B27 보충제(Gibco; 17504044), 1% 글루타맥스(GlutaMax), 1% P/S로 구성된 신경 배지(NM)를

기반으로 및 27일부터 0.22μm 필터를 통해 멸균된 1% 마트리겔(Matrigel)(Corning; 356231)을 기반으로 했다.

7일째에 배지의 약 75%를 20 ng/ml FGF-2 및 20 ng/ml EGF(Peprotech; AF-100-15)로 보충된 NM으로 구성된 EB-

확장(EBX) 배지로 교체했다. EBX 배지의 절반은 15일까지 매일 교체했고, 그 이후에는 배지의 절반을 격일로 교

체했다. 20일경에, 회전타원체는 96-웰 플레이트를 과도하게 성장시켰고, 따라서 24-웰 ULA(Corning; 3473)로

옮겼고,  26일까지  격일로  배지의  반을  교체했다.  27일에  회전타원체는  90  mm  멸균,  무처리  배양  접시

(Miniplast;  825-090-15-017)로  옮기고  배지를  20  ng/ml  BDNF(Peprotech;  450-02)  및  20  ng/ml  NT-

3(Peprotech; 450-03)가 보충된 NM로 구성된 신경-분화배지(NDM)로 변경하였다. 41일째에 배지를 보충 없이 NM

으로 변경했다.

51일  이후부터  모든  배지는  1%  B27  보충제,  1%  글루타맥스,  1%  P/S  및  1%  마트리겔이  보충된  신경기저[0071]

(Neurobasal) 배지를 포함하는 올리고 숙성 배지(OMM, Oligo Maturation Medium)을 기반으로 했으며 2일마다

절반의 배지를 교체했다.  OPC  확장을 위해,  51일에 배지를 10  ng/ml  PDGF-AA(R&D  systems;  221-AA)  및 10

ng/ml IGF-1(R&D systems; 291-G1)이 보충된 OMM으로 구성된 OPC 확장 배지(OEM)로 변경했고, 2일마다 배지의

절반을 교체했다. 희소돌기아교세포 분화를 위해, OMM에 40 ng/ml T3(Sigma; T2877)를 보충하여 올리고 분화 배

지(ODM)를 구성했다. 마지막으로, 71일 이후부터 회전타원체는 OMM에서 배양되었으며, 2일마다 완전한 배지로

교체했다.

프로토콜 전반에 걸쳐 회전타원체는 37℃ 및 5% CO2의 정적 조건에서 배양되었고, 성장 인자 및 사이토카인은[0072]

배지 변경 전에 신선하게 첨가되었으며, 회전타원체는 적어도 30일마다 한 번씩 새로운 플레이트로 옮겨졌다.

달리 명시되지 않는 한 모든 분석을 위해 동일한 배치의 오가노이드를 사용했다.

면역형광[0073]

상이한 유전자형(P17-P18)의 마우스를 CO2로 안락사시키고 2% PFA/PBS로 경심 관류시켰다. 해부된 뇌는 30분 동[0074]

안 얼음에 포스트 고정되었다. 면역형광을 위해 뇌를 4℃에서 밤새 30% 수크로스에서 인큐베이션한 다음 OCT에

임베딩하고 저온 유지 장치를 사용하여 절편화(12-14 μm)했다. 시상면 섹션을 PBS로 세척하고 0.5%의 트리톤

X-100을 함유하는 5% 염소 혈청으로 차단한 다음 실온에서 1시간 동안 인큐베이션한 다음 4℃에서 밤새 1차 항

체와 함께 인큐베이션했다. 그런 다음 섹션을 PBS로 세척하고 알렉사(Alexa) 형광단으로 태그된 해당 2차 항체

와 실온에서 1시간 동안 인큐베이션한 다음 PBS로 세척하고 봉입제(mounting medium)로 봉입했다.

희소피질 회전타원체 고정 및 면역염색은 이전에 설명한 대로 수행되었다
25
. 간단히 말해서, 오가노이드를 PBS에[0075]

서 3회 세척한 다음 4% 얼음처럼 차가운 파라포름알데히드에서 45분 동안 고정을 위해 옮기고 차가운 PBS에서 3

회 세척하고 30% 슈크로스 용액에서 밤새 평형화에 의해 냉동 보호했다. 다음 날, 회전타원체를 OCT에 임베딩하

고 드라이아이스에서 급속 냉동하고 라이카(Leica) CM1950 저온 유지 장치로 10 μm로 절단했다. 면역형광 염색

을 위해, 섹션을 실온으로 가온하고 재수 화를 위해 PBS에서 세척하고 PBS 중 0.1% 트리톤 X(PBT)에서 투과한

다음 5% 정상 염소 혈청(NGS), PBT 중에서 0.5% BSA를 함유하는 차단 완충액에서 1 시간 동안 차단시켰다. 그런

다음 섹션을 차단 용액에 희석된 1차 항체와 함께 밤새 4℃에서 인큐베이션했다. 그 다음날, 섹션을 0.05% 트윈

-20을 함유하는 PBS(PBST)에서 진탕하면서 3회 세척하고 2차 항체와 함께 1.5시간 동안 인큐베이션하였다. 슬라

이드를 흔들면서 PBST에서 4회 세척한 다음 면역형광 봉입제(DAKO; s3023)를 사용하여 봉입했다.
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룩솔 패스트 블루(Luxol Fast Blue) 염색[0076]

룩솔 패스트 블루(Luxol Fast Blue)(LFB) 염색은 노바 울트라 룩솔 패스트 블루(Nova Ultra luxol fast blue)[0077]

염색 키트를 사용하여 이전에 발표된 프로토콜
23
에 따라 수행되었다. 간략하게, 각 유전자형의 적어도 3마리 마

우스의 파라핀 임베딩된 뇌 섹션(6 μm)을 탈납하고 95%  에탄올로 재수화한 후 섹션을 LFB  용액(95% 에탄올

/0.5% 아세트산 중 0.1% LFB)에서 56℃에서 밤새 인큐베이션했다. 섹션을 95% 에탄올과 ddH2O에 이어 0.05% 탄

산리튬으로 30초 동안 세척한 다음 70% 에탄올로 회백질이 무색이고 백색질이 파란색으로 나타날 때까지 세척했

다. 그런 다음 섹션을 ddH2O로 헹구고 예열된 0.1% 크레실 바이올렛 아세테이트 용액으로 30-40초 동안 대비염

색했다. 마지막으로 섹션을 ddH2O로 헹구고 100% 에탄올과 자일렌으로 탈수하고 수지 매체로 봉입했다.

전자현미경[0078]

마우스를 마취시키고 4% PFA, 2.5% 글루타르알데히드 및 0.1 M 카코딜레이트 완충액을 함유하는 고정액으로 관[0079]

류시켰다. 뇌를 분리하고 고정액에서 밤새 실온에서 인큐베이션하고 이전에 설명한 대로 처리했다.
26
 샘플은 각

각 XF416 TVIP 카메라 또는 US4000 가탄(Gatan) 카메라가 장착된 FEI 테크나이(Tecnai) T12 투과 전자 현미경

또는 테크나이(Tecnai) F20 S/TEM을 사용하여 검사했다. 컴퓨터-지원 ImageJ 분석 소프트웨어를 사용하여 EM 현

미경 사진을 분석했다. g-비율을 계산하기 위해, 뇌량 또는 시신경의 EM 이미지에서 수초 축삭(~600, 마우스당

100개의 축삭, 유전자형당 n = 3)을 내부 축삭 직경을 전체 축삭 직경으로 나누어 분석했다.

이미지 획득 및 분석[0080]

LFB 염색된 섹션은 파노라마 디지털 슬라이드 스캐너(3DHISTECH)를 사용하여 이미지화되었다. 면역 염색 섹션은[0081]

파노라마 디지털 슬라이드 스캐너 또는 올림푸스 FV1000 공초점 레이저 스캐닝 현미경 또는 니콘 A1R+ 공초점

현미경을 사용하여 이미지화되었다. 피질 및 소뇌에서 CNP 및 MBP 염색의 형광 합 강도는 NIS 요소 소프트웨어

를 사용하여 계산되었다. 획득한 이미지는 관련 현미경 소프트웨어 프로그램인 캐이스뷰어(CaseViewer), F-10-

ASW 뷰어, NIS 요소를 사용하여 처리된다. ImageJ 소프트웨어를 사용하여 이미지를 분석했다. 유전자형에 대해

맹검 상태에서 이미지를 분석했으며 처리에는 밝기와 대비의 전반적인 변화가 포함된다.

자발적인 발작 기록[0082]

동물 시설에서 마우스를 모니터링할 때 자발적인 발작을 겪는 마우스를 모바일 카메라를 사용하여 기록했다. 자[0083]

발적인 발작 또는 비정상적인 활동(야생 달리기)이 Wwox 돌연변이 마우스에서 관찰되었다. 자발 발작의 지속 시

간(초)을 계산하여 제시했다, n = 6.

전기생리학[0084]

시냅신-Cre 재조합효소를 사용하여 뉴런에서 Wwox를 조건부로 결실시킨 마우스에서 전기생리학적 기록을 수행했[0085]

다.  S-대조군(Wwox
+/+
;  시냅신-Cre

+
),  S-HT(Wwox

+/flox
;  시냅신-Cre

+
)  및  S-KO(Wwox

flox/flox
;  시냅신-Cre

+
)  P13-

P17의 수컷 또는 암컷 마우스를 캐나다 동물 관리 협의회(CCAC)에서 설명한 지침에 따라 이러한 실험을 위해 인

도적으로 죽였다. 모든 수술 절차는 대학 건강 네트워크의 동물 관리 위원회의 지침에 따라 승인되고 수행되었

다.

생체내 준비. 인산염-완충 식염수(PBS)에 용해된 케타민-자일라진(10 mg/kg 자일라진이 포함된 100 mg/kg 케타[0086]

민)을  마우스에  복강내  주사했다.  페달  반사는  마취의  깊이를  결정하는  데  사용되었다.  마우스가  깊이

마취되면, 정위 프레임에 배치시켰다. 절개 부위의 두개골 바로 위에 국소 마취제(리도칸)를 주입한 다음, 짧은

시간(약 5분) 후에 피부를 제거하고 두개골을 노출시켰다. 드릴을 사용하여 두개골에 스코어링(score)한 다음

겸자 세트를 사용하여 껍질을 벗기고 피질 조직을 드러냈다. 벽이 얇은 유리 전극(직경 1.5, World Precision

Instruments)을 수직 풀러를 사용하여 당겼다. 이들은 PBS로 채워졌다. 전극은 브레그마(bregma)의 후방 1.6-2

mm와 정중선의 측면 4 mm에 위치했다. 신피질 피질 하부 뇌 및 해마 활동을 기록하기 위해 전극을 각 깊이에서

3분 동안 여러 깊이에 배치했다.

시험관내 준비. 마우스를 펜토바르비탈(50 mg/kg)로 마취시켰다. 마취의 깊이는 페달 반사를 사용하여 테스트되[0087]

었다. 마우스를 깊이 마취시킨 후 신속하게 목을 베고 뇌를 제거했다. 소뇌와 후각 구근을 제거하고 조직의 나

머지 부분을 248 수크로스, 26 NaHCO3, 10 글루코스, 2 KCl, 3 MgSO4-7H2O, 1.25NaH2PO4, 1CaCl2-2H2O를 함유하

는(mM로) 얼음처럼 차가운 수크로스 용액의 플랫폼 위에 꼬리 쪽이 아래로 향하게 놓았다. 신피질은 라이카
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1200 진동기(vibratome)를 사용하여 400-500 um 두께(0.6 mm/s 속도, 1mm 진폭)로 관상 절개되었다. 그 후, 절

편는 123 NaCl, 25 NaHCO3, 10 글루코스, 3.5 KCl, 1.3 MgSO4-7H2O, 1.2 NaH2PO4, 1.5 CaCl2-2H2O, pH 7.3-7.4를

함유하는(mM 단위) 인공 뇌척수액(ACSF)에서 인큐베이션되었다. 절편를 34℃에서 30분 동안 유지한 후, 실험 전

에 적어도 60분 동안 실온에서 제거했다. ACSF가 함유된 로칼 필드 de전위(LFP, Local Field Potential) 유리

전극(1.5 mm, World Precision Instruments)을 수직 풀러(Narishige, Japan PP-83)를 사용하여 당겨 신피질 층

II 및 III 또는 해마의 CA3 영역에 위치시켰다. 적절한 전극 배치를 위한 지침으로 올림푸스(Olympus) BX51 현

미경(OLY-150IR 카메라-비디오 모니터 장치)을 사용했다. 네트워크 흥분성을 평가하기 위해, 층 II/III의 기록

과 동일한 수직 열을 따라 배치된 양극성 동심원 텅스텐 전극을 사용하여 층 V 피질 또는 치상회 자극을 수행했

다. 광전 자극 격리 장치에 연결된 GRASS S88 자극기를 사용하여 30초마다 다양한 강도로 0.1 ms 지속 시간의

전류 펄스를 적용했다. S-대조군, S-HT 및 S-KO 마우스(100 μA)에 대한 최대 정상 상태 반응의 진폭을 비교했

다.

전력 스펙트럼 분석[0088]

먼저 최종 샘플링 주파수가 1000 Hz가 되도록 데이터를 데시메이트했다. 다음으로, 데이터는 60 Hz 및 해당 고[0089]

조파에서 노치 필터링되었다. 스펙트럼 전력은 빠른 푸리에 변환과 MATLAB에서 1 Hz의 빈 크기를 사용하여 분석

되었다. 각 동물에 대해 5초의 중첩으로 10초 창을 사용하여 300 μm 깊이에서 2.5분 동안 파워 스펙트럼을 평

균화했다. 파워 스펙트럼은 모든 대상체의 평균으로 플롯되었다.

희소피질 회전타원체의 전기생리학 기록[0090]

지정된 시점의 오가노이드를 3% 저온 겔화 아가로스(약 36℃)에 임베딩하고 얼음 위에서 5분 동안 인큐베이션한[0091]

후, 4℃에서 수크로스 용액(mM: 87 NaCl, 25 NaHCO3, 2.5 KCl, 25 글루코스, 0.5 CaCl2, 7 MgCl2, 1.25 NaHPO4,

75  수크로스)에서라이카 1200  진동기(vibratome)를 사용하여 400  μm로 절편화하였다. 절편를 인공 뇌척수액

(ACSF, mM: 125 NaCl, 25 NaHCO3, 2.5 KCl, 10 글루코스, 2.5 CaCl2, 1.5 MgCl2; pH 7.38, 300mOsm)에서 37℃

에서 30분 동안 인큐베이션한 다음 실온에서 1시간 동안 인큐베이션했다. 기록하는 동안, 절편는 기준선 조건에

서 관류된 카르보겐(95% O2, 5% CO2)과 함께 37℃에서 동일한 ACSF에서 인큐베이션되었다. 로컬 필드 전위(LFP)

및 전체-셀 패치 클램프 기록은 보로실리케이트 모세관 유리에서 끌어온 전극을 사용하여 수행되었으며 각 절편

의 외부 테두리에서 150 μm 깊이에 위치했다(도 6a 참조). LFP 전극은 ACSF로 채우고 패치 전극은 내부 용액으

로 채웠다. 데이터는 25,000 Hz의 샘플링 속도에서 멀티클램프(MultiClamp) 소프트웨어를 사용하여 기록되었다.

MATLAB  소프트웨어를 사용하여 데이터를 분석했다. 노이즈를 제거하기 위해 (1) 60 노치 필터(고조파 5개 포

함)와 (2) 기록 설정에서 변동을 제거하기 위해 0.1Hz 고역-통과 IIR 필터를 사용하여 트레이스를 필터링했다.

통계 분석[0092]

모든 그래프 또는 통계 분석은 엑셀 또는 그래프패드 프리즘(GraphPad Prism) 5를 사용하여 수행되었다. 실험[0093]

결과는 평균 ± SEM으로 표시되었다. 통계적 유의성을 테스트하기 위해 양측 언페어드 스튜던트 t-테스트를 사

용했다. 결과는 P<0.05일 때 유의한 것으로 간주하고, 그렇지 않으면 ns(유의성 없음)로 표시했다. 데이터 분석

은 유전자형에 대해 맹검 상태에서 수행되었다.

결과[0094]

신경 줄기/전구 세포 또는 뉴런 세포에서 Wwox의 조건부 결실은 Wwox null 표현형을 재현한다.[0095]

Wwox-null 마우스는 멘델 비율로 태어나고 야생형 한배새끼와 구별할 수 없다.
19,20

 생후 며칠 내에 마우스는 생[0096]

후 3-4주에 굴복할 때까지 성장 지연과 발작의 징후를 보이기 시작한다(도 1a-c). 이러한 표현형은 주로 2-4세

사이에 사망하는 WOREE/EIEE28 환자에서 관찰되는 것과 매우 유사하다.
10
 CNS에서 WWOX의 정확한 기능을 더 잘

이해하기 위해, 다른 영역에서 배아 뇌 발달 동안 WWOX의 높은 발현을 고려하여 뇌의 조건부 마우스 모델을 생

성했다.
8
 이를 달성하기 위해, Wwox

fl/fl
 마우스(loxP 부위 보유)

22
를 래트 네스틴(Nes)

27
의 프로모터 및 인핸서

하에서 Cre 재조합효소를 보유하는 트랜스제닉 마우스와 교배했고, 이는 배아 단계 E10.5에서 발현되고 N-KO 마

우스를 생성하는 뮤린 뇌의 신경 줄기/전구 세포에서 WWOX 절제를 촉진한다. WWOX 절제는 면역형광법을 사용하

여 N-KO 뇌에서 검증되었다. N-KO 마우스를 모니터링한 결과 Wwox null 마우스 표현형과 유사함이 드러났다. N-

KO 마우스는 멘델 비율로 태어났고 생후 2-3일까지 전체 발달 지연(도 1d, e)이 P7에서 명백하게 나타나기 시작

할 때까지 육안적 이상을 나타내지 않았다. 또한, N-KO 마우스는 Wwox null 마우스에서 관찰된 바와 같이 떨림/
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발작 및 운동실조(뒷다리 걸쇠 테스트에서 조정 부족)를 보였다. 모든(100%) N-KO 마우스는 출생 후 4주령에 사

망했다(도 1f). Wwox(Wwox
+/fl

, 네스틴-Cre+)의 하나의 온전한 대립유전자를 보유하는 마우스는 인간 개체의 이

형접합 보유자에서 신경학적 증상의 부재에 따른 가시적인 비정상적인 표현형을 나타내지 않았다. 이러한 표현

형은 CNS에서 WWOX의 중요한 역할을 나타내며 네스틴-양성 세포 및 그 자손에서의 이의 절제가 WWOX-설치류 모

델 및 인간 환자에서 관찰되는 복잡한 표현형에 책임이 있음을 암시한다.

네스틴 프로모터는 뉴런 및 신경아교세포 전구체에서 발현되기 때문에, 뉴런 및 신경아교세포에서 개별적으로[0097]

WWOX 절제의 효과를 해부했다. 먼저, E12.5에서 발현되고 특히 대부분의 분화된 뉴런에서 Wwox 결실을 초래하는

시냅신 I 유전자
28
의 프로모터 하에 Cre 재조합효소를 보유하는 트랜제닉 마우스 계통을 사용하여 뉴런 세포에서

Wwox를 조건부로 결실시켰다. 다른 세포가 아닌 뉴런의 특정 WWOX 절제는 대조군 마우스에 필적하는 S-KO 뇌 조

직의 희소돌기아교세포(OL)(CC1로 염색)에서 온전한 WWOX 수준을 관찰함으로써 검증되었다. 뉴런 세포에서 WWOX

의 조건부 절제에 대한 표현형 분석은 N-KO 및 Wwox null 마우스를 표현형 분석하여 3-4주령까지 성장 지연(도

1g, h) 및 조기 사망(도 1I)을 나타냈다. S-KO 마우스는 또한 P9에서 시작하여 몇 초에서 몇 분까지 통제되지

않는 자발적 강직성-간대성 발작을 보였다(68.5 ±13.4초; P14-P18의 n = 6). 또한, 이들 마우스는 조정 및 운

동실조  표현형의  결여를  나타냈다.  Wwox의  온전한  대립유전자  하나를  보유하는  이형접합체(Wwox
+/fl

,  시냅신

Cre+)는 어떠한 비정상적인 표현형도 나타내지 않았고 행동적으로 대조군 마우스와 구별할 수 없었다. S-KO 모

델의 표현형은 WWOX가 뉴런에서 필수적인 역할을 하고 그 결핍이 극적인 신경학적 표현형으로 이어진다는 것을

강력하게 나타낸다.

특정 뉴런 WWOX 기능을 확인하기 위해, 희소돌기아교세포(Olig2-Cre
+/-

 사용)
29
 및 성상세포(GFAP-Cre 사용)

30
에[0098]

서 WWOX 발현 제거의 결과를 조사했으며 표현형 이상은 관찰되지 않았다(도 1j-o). 희소돌기아교세포 및 성상세

포에서 WWOX의 조건부 결실 검증은 각각 CC1 및 GFAP에 대한 면역형광 염색에 의해 나타난다. 전체적으로, 이러

한 발견은 WWOX가 성상세포, 희소돌기아교세포 및 뉴런에 의해 발현되지만, 뉴런에서의 기능이 동물 생존 및

CNS 항상성에 중요하다는 것을 나타낸다.

Wwox의 뉴런 결실은 간질 발작을 일으킨다[0099]

S-KO 뇌의 간질 활동을 특성화하기 위해, 대조군(S-대조군) 및 이형접합체(S-HT)와 함께 뇌에서 전기생리학적[0100]

기록을 수행했다(도 2a-f). 이를 위해 마우스를 마취 상태에 놓고 감각 피질 위의 뇌 영역을 노출시키기 위해

개두술을 수행했다. 식염수를 함유하는 로컬 필드 전위(LFP) 전극을 사용하여 피질의 다양한 깊이에서 수동적으

로 기록했다. 구체적으로, 신피질의 표면층에서 S-KO는 S-대조군에 존재하지 않는 큰 진폭 폭발 활동을 나타냈

다(도 2a). 이러한 폭발은 피질하 구조에서는 관찰되지 않았으며, 이는 폭발 생성의 신피질 기원을 암시한다.

생체내에서 300 μm 기록 깊이에서 활동의 추가 특성화는 2.06 mV(2.01-3.09 mV, 25번째 백분위수 및 75번째 백

분위수)의 피크-대-최저 진폭과 함께 350 ms(206-472 ms, 25번째 및 75번째 백분위수)의 중앙 간질형 폭발 지속

시간을 보여주었고, 폭발 간 간격은 8.62초(6.25-21.27초, 25-75번째 백분위수)이다.

이러한 폭발은 급성 신피질 뇌 절편에서 얻은 LFP 기록에서도 관찰되었으며(도 2b), 신피질이 이러한 비정상적[0101]

인 폭발 방전의 생성자임을 보여준다. 전체적으로, 0% S-대조군 절편은 폭발을 보였고(7마리 동물에 걸쳐 n=11

절편 중 0), S-HT 동물로부터 절편의 17%는 폭발을 보였고(14마리 동물에 걸쳐 n=23 절편 중 4개), S-KO 동물로

부터 절편의 86%는 폭발이 나타났다(24마리 동물에 걸쳐 n=42 절편 중 36개).

S-KO 마우스는 신피질 회로의 흥분성 증가로 인해 큰 진폭 활동을 보였다. 이것을 평가하기 위해, 자발적 필드[0102]

활동에 대한 전력 스펙트럼 분석을 수행하고(도 2c, d), 층 V에서 전기적으로 유발된 자극에 대한 신피질의 층

II/III 필드 반응을 기록했다(도 2e, f). 자발적인 활동이 있는 트레이스는 생체내 및 시험관내 모두에서 델타

(<5Hz), 세타(5-9Hz), 알파(10-15Hz) 및 베타(15-30Hz) 리듬을 포함하는 넓은 주파수 대역 내에서 증가된 스펙

트럼 전력을 보여주었다(도 2c, d). 또한 시험관내 전기생리학적 유발된 필드 반응은 S-대조군 및 S-HT와 비교

하여 S-KO에서 더 컸다(도 2e, f). 더 큰 유발 반응과 증가된 스펙트럼 전력이 과흥분성에 대한 바이오마커이기

때문에, 이러한 결과는 S-KO 마우스의 향상된 신피질 흥분성을 입증했으며, 시험관내 데이터는 증가된 선천적

피질 과흥분성을 시사한다.

RNA-seq 및 단일 핵 RNA-seq(snRNA-seq)는 Wwox 돌연변이 모델에서 수초화 및 세포 교체의 전사체 변화를 밝혀[0103]

냈다.

WWOX의 뉴런 결실 시 관찰된 표현형의 기초가 되는 분자 변경을 해부하기 위해, P17에서 S-KO 및 S-대조군 마우[0104]
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스의 전체 피질 및 해마에서 대량 RNA 시퀀싱(RNA-seq)을 수행했다. 이 분석은 희소돌기아교세포에 특이적인 몇

가지 알려진 유전자 및 성상세포의 활성화를 포함한 간질 손상 동안 유발된 유전자의 차등 발현을 강조하는 두

유전자형 사이에서 총 730개의 상향조절된 유전자와 579개의 하향 조절된 유전자(P 값 <0.01, 배수 변화 >1.5)

를 밝혀냈다
31,32

. 중요하게도, 유전자 온톨로지(Gene Ontology, GO) 용어 분석은 뉴런의 수초화 및 외피화와 관

련된 유전자의 현저한 하향조절을 나타냈다. 유전자 집합 농축 분석(GSEA)은 또한 수초화와 관련된 유전자의 농

축이 S-대조군 마우스와 비교하여 S-KO에서 하향조절된다는 것을 밝혔다. S-KO 마우스의 피질과 해마로부터의

RNA-seq 데이터를 S-대조군과 비교하여 심층 분석한 결과, 희소돌기아교세포(OLs)의 성숙(Gjb1, Gjc2 및 Olig1)

미엘린 발달, 유지 및 기능에 관여하는 유전자의 상당한 하향 조절이 나타났다.
31,33-36

 (Ermn,  Ugt8a,  Plp1,

Otud7b, Mal, Eml1, Mobp, Hist1h2be, Cldn11, Mbp, Gal3st1, Fa2h, Gsn, Adamts4, Cnp, Mog, Oplalin, Enpp,

Mag 및 Myrf). 이들 연구 결과는 WWOX의 뉴런 절제가 수초화 과정에 영향을 미칠 수 있음을 암시했다.

관찰된 분자 변화가 WWOX 기능과 직접 연결되어 있는지 여부를 테스트하고 결과를 추가로 검증하기 위해, Wwox-[0105]

null 및 N-KO 모델의 전체 해마 조직에서 대량 RNA-seq를 수행하고 S-KO 모델과 비교했다. 세 가지 모델의 감독

되지 않은 클러스터링 분석은 미엘린 연관-유전자 및 OL 발달, 성숙 및 수초화 과정에 관련된 유전자의 상당한

하향조절을 나타냈으며, 샘플을 Cre-재조합효소의 프로모터가 아닌 WWOX  상태에 따라 그룹화했다. 상위 25개

DEG는 실제로 Cnp, Ugt8a, Plp1, Ermn, Otud7b, Mettl7a1, Prr18, Adamts4, Klhdc7a, Mobp, Cldn11 및 Mbp를

포함한 수초화와 관련된 전사물의 하향조절을 보여주었다. GSEA 및 GO 용어 분석은 수초화, 뉴런의 외피화 및

축삭 외피화와 관련된 상당한 음의 FDR 값을 보여주었다.

WWOX의  신경  손실의  분자  효과를  더  분석하기  위해,  S-KO  및  S-대조군  마우스의  해마에서  단일-핵  RNA-[0106]

seq(snRNA-seq) 분석을 수행했다. 각 세포 유형 또는 아형에 특이적인 유전자 세트의 발현 수준에 기반하여 상

이한  세포  집단  클러스터를  확인하였다
37-41

.  균일  다양체  근사화  및  투영(UMAP,  Uniform  Manifold

Approximation  and  Projection)  분석은 S-대조군과 비교하여 S-KO에서 성숙한 수초성 희소돌기아교세포 세포

(15%),  COP(committed  oligodendrocyte  progenitors)(68%)의 수가 감소하고 희소돌기아교세포 전구세포(OPC,

150%)의 수가 더 많은 것으로 나타났다.  종합적으로, 대량 RNA-seq 및 snRNA-seq 분석은 모두 WWOX의 뉴런 결

실의 잠재적인 비-세포 자율 효과를 나타내는 희소돌기아교세포의 손상된 성숙을 밝혀냈다.

뉴런 WWOX 절제는 저수초화, 희소돌기아교세포 성숙 감소 및 축삭 전도도 손상을 초래한다.[0107]

다음으로 OL 특이적 유전자의 전사체의 변화가 S-KO 마우스 뇌와 다른 Wwox 돌연변이 모델의 수초화에 영향을[0108]

미치는지 조사했다. 이를 테스트하기 위해, P18에서 얻은 뇌의 시상면 섹션을 CNPase(CNP) 및 미엘린 염기성 단

백질(MBP)과 같은 미엘린 마커에 대해 면역염색했다. 면역형광 분석은 연령-일치 S-대조군과 비교하여 S-KO 뇌

조직에서 저수초화를 나타내는 두 미엘린 마커의 두드러진 감소된 염색을 보여주었다. 감소된 미엘린 염색은 S-

대조군과 비교하여 S-KO의 피질, 소뇌, 미상핵 조가비핵, 핌브리아 및 뇌궁을 포함하는 뇌의 다른 영역에서 관

찰되었다. CNP 및 MBP 염색의 형광 강도의 정량화는 S-KO의 피질 및 소뇌에서 현저한 감소를 나타냈다(도 3a,

c). 또한, P18 연령에서 S-KO 뇌의 룩솔 패스트 블루(LFB) 염색은 연령 일치 대조군과 비교하여 백질 트랙에서

저수초화를 보였다. 또한, OL 성숙 및 수초화 유전자의 발현 수준은 상응하는 대조군 조직과 비교하여 P18에서

피질의 정량적 실시간 PCR(qRT-PCR)에 의해 평가된 바와 같이 S-KO에서 감소하였다. 특히, Pdgfra 및 Cspg4와

같은 초기 OPC 마커 유전자는 약간 더 높았으며, 이는 OL의 성숙에 특정한 결함을 시사한다.

다음으로, S-KO의 뇌 조직에서 저수초화와 연관된 세포 변화를 평가했다. CC1(성숙한 OL의 마커) 및 항-PDGFRα[0109]

(OPC)를 사용한 면역염색은 연령 일치 대조군과 비교하여 CC1 양성 세포에서 2배 감소를 보였고 S-KO 뇌의 뇌량

(도 3e)에서 훨씬 더 많은 OPC를 나타냈다. 또한, 성숙한 OL로의 OPC 전이를 테스트하기 위해 NG2 및 CC1에 대

한 뇌 섹션을 면역염색하고 S-KO 조직의 뇌량 및 소뇌에서 이중 양성 세포의 수가 감소하여 OPC가 성숙한 OL로

분화되는 결함을 추가로 확인했다. 주목할 점은 CC1 및 절단된 카스파제 3에 대해 염색되었을 때 S-KO 조직에서

상당한 OL 세포 사멸이 관찰되지 않았다는 것이다. N-KO 뇌 조직 및 Wwox null의 뇌 조직에서 저수초화 및 OL

성숙 결함의 유사한 결과가 관찰되었다.

S-KO 마우스에서 관찰된 저수초화 표현형을 더 평가하기 위해, P17에서 뇌량과 시신경의 전자 현미경 검사를 수[0110]

행했다. 전자현미경 이미지는 연령 일치 S-대조군과 비교하여 S-KO의 뇌량의 수초화 축삭 수의 실질적인 감소

(약 3.5-4배) 및 시신경에서 무수 축삭의 상당히 더 큰 수(약 6배)를 보인다(도 4a). 뇌량에서 수초화축삭 수

(S-대조군, 평균=180±40, S-KO, 평균=55±35) 및 시신경에서 무수초화 축삭 수(S-대조군, 평균=55±20, S-KO,

평균=270±60)는 시야(FOV)당 계산되며 도 4b에 표시된다. 또한, 수초화 축삭의 g-비율을 계산하고 연령 일치
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대조군과 비교하여 S-KO 뇌량과 시신경에서 상당히 높은 비율을 관찰하여 미엘린 두께가 감소했음을 의미한다

(도 4c).

관찰된 저수초화가 축삭 전도도를 지연시키고 기능적 결손을 유발
42,43

할 수 있는지 여부를 테스트하기 위해, 뇌[0111]

량을 자극하고 시험관내 절편 준비에서 신피질 층 V에서 기록했다. 손상된 수초화와 일치하는 대조군의 것(도

4d-i)과 비교하여 S-KO에서 신경 전도도의 상당한 지연 시간을 발견했다. 도 4d에서 볼 수 있듯이, N1과 N2의

진폭 비는 축삭 전파의 응답 지연 시간이 더 길고(도 4d-ii, iii) 유발 전위의 피크 진폭이 상당히 낮다.

뉴런 WWOX는 OPC의 성숙 희소돌기아교 세포로의 분화를 촉진한다[0112]

지금까지  결과는  성숙한  뉴런에서  WWOX의  절제가  OPC의  분화  장애로  인해  저수초화를  초래한다는  것을[0113]

의미한다. 뉴런 WWOX의 비-세포 자율 기능이 OPC의 성숙한 OL로의 분화를 시험관내에서 조절하는지 여부를 추가

로 테스트하기 위해, WT 또는 Wwox null 마우스에서 분리된 후근 신경절(DRG) 뉴런이 있는 야생형 OPC 간의 공

동 배양 검정을 수행했다. 놀랍게도, Wwox null DRG로 배양된 OPC는 WT-DRG에 시딩된 OPC에 비해 수초화 OL로의

분화가 현저히 감소한 것으로 나타났다(도 5). 흥미롭게도, 보상 효과를 암시하는 이러한 조건에서 사전-수초화

OL의 수가 증가하는 것을 관찰했다(도 5).

이러한 결과는 희소돌기아교세포(O-KO)에서 Wwox 특이적 결실이 출생 후 초기에 수초화의 변화를 일으키는지 여[0114]

부를 결정하도록 촉진했다. 이를 위해, P17에서 O-KO 및 대조군 한배새끼를 MBP 염색을 조사했으며 큰 변화를

발견하지 못했다. 전반적으로, 이러한 결과는 뉴런 WWOX 절제가 저수초화를 초래하며, 이는 OPC가 성숙한 희소

돌기아교세포로 분화 장애를 일으킨 결과일 가능성이 있음을 나타낸다.

인간 희소피질 회전타원체에서 WWOX 결실 모델링은 과흥분성 및 저수초화를 나타낸다.[0115]

다음으로 배아 줄기 세포(hESC)에서 WWOX 손실을 모델링하고 희소피질 회전타원체(OS)로 알려진 인간 뇌 오가노[0116]

이드를 생성하여 연구 결과의 인간 관련성을 평가하고자 했다. 이 회전타원체는 뇌의 세포 구조와 집단-간 상호

작용을 모델링하고 인간에서 관찰되는 자연적인 수초화 과정을 모방하는 기능적 뉴런 및 아교세포로 구성된다.

인간 뉴런 활동 및 수초화에 대한 WWOX 손실의 영향을 연구하기 위해, CRISPR/Cas9 시스템을 활용하여 WiBR3

hESC 계통에서 WWOX를 녹아웃했다. WT(OS-WT) 및 WWOX-KO hESC(OS-WWOX-KO) 모두로부터의 OS는 최근 발표된 프

로토콜
24
에 따라 생성되었다.

OS의 기능적 특성을 특성화하기 위해, 15주 된 오가노이드 절편에서 전체-셀 패치 및 로컬 필드 전위 기록(LF[0117]

P)을 수행했다(방법에서 설명한 대로). LFP 및 패치 전극은 필드 및 단일-셀 기록을 비교하기 위해 10-15 μm

떨어져 배치되었다(도 6a). OS-WT 및 OS-WWOX-KO 계통 모두에서 패치된 세포의 휴식 막 전위(RMP)가 전형적인

성숙한 뉴런보다 덜 음성임을 발견했으며, 이는 이러한 세포가 여전히 발달 과정에 있음을 시사한다(도 6b). 프

레 등(Pre 등)
44
이 이전에 언급한 바와 같이, iPSC-유래된 뉴런의 RMP는 2D 배양에서 성장할 때 48일에서 55일

사이에 건강한 세포에서 -50mV에 도달하는 성숙 동안 더 음수가 된다. 상대적으로, 우리의 회전타원체는 105일

(15주)경에 유사한 RMP를 보여주었다. -50 mV에 도달하는 데 걸리는 시간의 차이는 3D 회전타원체와 2D 배양 간

의 발달 차이로 인한 것 같다. OS-WWOX-KO 세포는 WT보다 훨씬 더 탈분극된 RMP를 나타내어, OS-WWOX-KO의 발달

지연을 시사한다. LFP 기록에서, 저주파수 범위인 0.5-7.9 Hz에서 눈에 띄는 피크를 관찰했다. 진동 활동은 곡

선 아래 면적으로 정량화되었으며(도 6c, d), 이는 관심 주파수에 비해 OS-WWOX-KO의 경우 훨씬 더 높았다. 샘

플 기록 및 해당 시간-주파수 스펙트로그램에서 볼 수 있듯이 신호 특성의 차이도 관찰되었다. 전반적으로, 저-

주파수 활동, 특히 OS-WT에는 없는 OS-WWOX-KO의 델타 및 세타 범위에서 증가가 있다. 증가된 저-주파수 활동은

일반적으로 발작과 같은 간질 활동
45
에 기인하며 발달하는 회전타원체에서 OS-WWOX-KO 표현형의 초기 징후를 밝

히고 인간 환자 및 Wwox-null 마우스 표현형의 데이터와 일치한다.

희소돌기아교세포 상태를 평가하기 위해, 이전에 설명한 대로 희소돌기아교세포와 미엘린 발달 및 성숙에 대한[0118]

타임라인을 따랐다.
24
 먼저, 성숙한 OL이 관찰되는 첫 번째 시점인 OS 14주에 CC1 및 항-PDGFRα에 대해 면역염

색했다. 염색 결과 비슷한 비율의 OPC가 나타났지만, CC1
+
의 수는 OS-WT에 비해 OS-WWOX-KO에서 감소했다. 다음

으로 미엘린 단백질 CNP 및 OPC 마커 NG2에 대한 염색에 의해 미엘린이 예상되는 첫 번째 시점인 20주에 OL 및

OPC를 검사했다. NG2
+
 세포에서는 명백하지 않은 CNP

+
 세포의 현저한 감소를 발견했으며, 이는 감소된 수의 OL

및 저수초화 둘 다 시사한다. 마지막으로, 콤팩트하고 성숙한 미엘린이 기술된 시점인 30주 OS를 조사했다.
24
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OS-WT에서, WWOX 발현은 Tuj
+
 세포에서 두드러졌다. 이 단계에서 OS-WWOX-KO는 MBP 및 CNP 모두의 염색이 현저

히 감소한 것으로 나타났으며(도 6e), 이는 전사 수준으로도 뒷받침되었다. 흥미롭게도, SOX10 및 PDGFRα와 같

은 OPC에 대한 초기 마커의 RNA 수준이 OS-WWOX-KO에서 약간 증가한다는 것을 발견했다. 또한, 전자 현미경 이

미지는 37주에 조사했을 때 OS-WWOX-KO에 비해 OS-WT에서 더 많은 수초화 축삭을 나타냈다(도 6f, g). 전반적으

로, 인간 모델에서의 이러한 발견은 두뇌의 WWOX 손실의 의미에 관한 마우스 데이터와 일치하며, 미엘린의 생리

학적 발달 및 간질의 병리학적 발달에서 중요한 역할을 지원한다.

논의[0119]

WWOX가 뇌의 항상성을 유지하는 데 중요한 역할을 한다는 몇 가지 증거가 있지만, CNS에서 WWOX의 정확한 세포[0120]

역할은 아직 밝혀지지 않았다. 현재 연구에서, 복잡한 표현형에 기인하는 WWOX의 이전에 알려지지 않은 세포 역

할을 공개했다.

WWOX 발현은 CNS의 뉴런, 희소돌기아교세포 및 성상세포에서 발견된다.
46
 Wwox null 마우스에서 결함에 기여하는[0121]

세포 유형을 확인하기 위해, 다른 신경 집단에서 유전자를 체계적으로 돌연변이시키기로 결정했다. 신경 줄기

세포 및 전구체 또는 성숙한 뉴런에서 WWOX의 조건부 결실은 성장 지연, 간질 발작, 운동 실조 및 조기 사망을

포함하는 Wwox null 표현형을 재현했다. WWOX 환자
10,13-18

의 문서화된 EEG 기록과 일치하여, WWOX의 뉴런 결실이

신피질에서 과흥분성 및 자발적인 간질 활동과 관련이 있음을 발견했다.

WWOX의 뉴런 결실 분석에서 가장 눈에 띄는 발견 중 하나는 현저한 저수초화 표현형이다. 이 놀라운 표현형은[0122]

처음에 대형 RNA-seq 및 snRNA-seq를 사용하여 관찰되었으며 나중에는 풍부한 핵 전사체로 제한되었다. 이러한

관찰은 다른 조직 구획의 면역 형광 및 전자 현미경 사진을 사용하여 추가로 확인되었다. 전반적으로, 이러한

결과는 MRI 이미지에서 관찰된 대부분의 WOREE 어린이의 백질 트랙 및 얇은 뇌량에서 문서화된 지연된 수초화와

일치한다.
10,13-18

 세포 수준에서, 이 수초화 결함이 성숙한 OL의 수가 감소된 결과임을 발견했다. 뉴런-특이적

Wwox 녹아웃 뇌에서 증가된 OPC 수를 감지했기 때문에, 이 감소는 분화 결함을 나타낼 가능성이 높다. 흥미롭게

도, OPC의 OL로의 성숙 및 수초화 분화를 긍정적으로 조절하는 WWOX의 비-세포 자율 기능에 대한 시험관내 및

생체내 증거를 제시한다.

WWOX  기능이 주로 뉴런에 중요하다는 것을 추가로 검증하기 위해, 특히 희소돌기아교세포 또는 성상세포에서[0123]

Wwox를 제거했다. 흥미롭게도, 어느 세포 유형에서든 Wwox 결실는 이러한 표현형으로 이어지지 않았다. 함께 이

러한 발견은 뉴런에서 WWOX의 비-세포 자율적 역할이 OPC의 희소돌기아교세포로의 분화에 어떤 식으로든 영향을

미친다는 것을 나타내지만, 다른 신경학적 장애에서 희소돌기아교세포 또는 성상세포에서 WWOX의 세포 자율 기

능을 배제할 수는 없다. 전체적으로 본 발견은 CNS 생물학에서 뉴런 WWOX의 중요하고 새로운 역할을 강조한다.

본 결과는 Wwox 돌연변이 마우스에서 뉴런의 과흥분성과 저수초화가 주요 결함임을 분명히 보여준다. 이 두 가[0124]

지 표현형이 반드시 상호 배타적인 것은 아니다. 간질의 백질 영상화에 대한 최근 검토에서, 비정상적인 미엘린

함량과 연관된 신경학적 장애는 간질 발작에 대한 더 높은 감수성을 동반한다고 제안되었다.
47
 탈수초화 또는 저

수초화는 실제로 난치성 소아 간질과 동물 간질 모델에서 흔히 발견되는 현상이다.
48
 저수초 또는 탈수초화가 국

소 과흥분을 유발하는 이유는 아직 명확하지 않다. WWOX 결핍이 신경 활동의 불균형과 WOREE 증후군의 관찰된

복합 표현형으로 이어지는 수초화를 포함하여 CNS의 여러 기능에 영향을 미칠 수 있다고 믿는다.

OPC로부터 희소돌기아교세포의 분화는 CNS에서 다수의 내인성 및 외인성 요인에 의해 조율된다.
49-51

 증가하는 증[0125]

거는 뉴런 활동 및 글루타메이트 신호가 발달 동안 OPC 이동, 증식, 분화 및 수초화를 촉진할 수 있음을 보여준

다.
52,53

 뉴런 WWOX가 뉴런 활동 또는 대체 메커니즘에 의해 희소돌기아교세포 분화에 영향을 미치는지 확인해야

한다. WWOX는 주요 단백질과의 물리적 상호 작용을 통해 Wnt/β-카테닌
54-56

, TGFβ/SMAD
57,58

 및 DNA 손상 반응
6,59

을 포함한 많은 신호 경로를 조절하는 것으로 밝혀졌고 WWOX 기능 상실이 이러한 중요한 경로를 탈조절하고 CNS

항상성에 영향을 미칠 수 있는지 여부는 아직 탐구해야 할 부분으로 남아있다.

최근 몇 년 동안, 뇌 오가노이드는 인간 질병을 모델링할 수 있는 능력으로 인해 과학계에서 많은 관심을 받았[0126]

다.
60-64

 뇌  오가노이드에서  WWOX  결핍  모델링은  Wwox  돌연변이  마우스에서  관찰된  표현형  중  몇  가지를

요약했다. 이를 통해 저-주파수 범위에서 증가된 전력으로 나타나는 간질 활동을 모델링할 수 있었다. 이 범위
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는 간질과 관련된 델타파 및 세타파에 해당한다.
45
 셀-패치(Cell-patch) 기록은 OS-WWOX-KO 뉴런에서 탈분극된

RMP를 나타냈으며 이는 지연된 발달을 암시하고 흥분 증가를 설명할 수 있다. 흥미롭게도, 뉴런 변화는 이르면

15주차에 관찰되었는데, 이 시점은 문헌에서 여전히 미엘린이 부족한 것으로 기술되었던 시점이었다. 이러한 데

이터는 질병 발달에서 뉴런 WWOX 발현의 중요한 역할 개념을 뒷받침하는 과흥분성 조절에서 WWOX의 역할을 시사

한다.

WWOX 결핍 뇌 오가노이드는 또한 Wwox-돌연변이 마우스에서 관찰된 저수초화 결함을 재현했다. 표현형은 진행성[0127]

인 것으로 밝혀졌고, 결국 미엘린 염색이 명백히 감소하고 무수초화 축삭이 많아져 저수초화를 암시한다. 전반

적으로, 이 시스템의 결과는 OL에서 WWOX의 기능과 인간의 수초화 기능을 추가로 지원한다.

전체적으로 본 연구 결과는 뉴런 WWOX 결핍이 과흥분성과 수초화 결함을 초래한다는 것을 나타낸다.[0128]

참조문헌[0129]

[0130]
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[0136]

실시예 2: 신생아 뉴런 WWOX 유전자 치료는 Wwox null 표현형을 구제한다.[0137]

최근 몇 년 동안, 중추 신경계(CNS)의 항상성 조절에 WWOX 기능을 연결하는 증거가 제안되었다.
9,10

 WWOX 유전자[0138]

의 생식계열 열성 돌연변이(미스센스, 넌센스 및 부분/완전 결실)는 두 가지 주요 표현형, 즉 SCAR12(척수소뇌

운동실조증, 상염색체 열성-12, OMIM 614322) 및 WOREE 증후군(WWOX-관련 간질성 뇌병증)과 관련이 있는 것으로

밝혀졌고, 후자는 발달 및 간질성 뇌병증-28(DEE28, OMIM 616211)로도 알려져 있다.
9
 WOREE는 조기 미성숙 정지

코돈 또는 WWOX의 완전한 소실을 보유하는 어린이에게서 관찰되는 복잡하고 파괴적인 신경 장애이다.
11  

WOREE의

임상 스펙트럼에는 심한 발달 지연, 다양한 발작 증상(강직성, 간대성, 강직성-간대성, 근간대성, 영아 경련 및

부재)을 동반한 중증 간질의 조기-발병이 포함된다. 영향을 받은 환자의 대부분은 눈을 마주치지 않고 앉거나

말하거나 걸을 수 없다.
9
 WOREE 증후군은 현재의 항경련제에 반응하지 않으므로, WOREE 증후군이 있는 어린이를

돕기 위한 대체 치료법을 개발하는 것이 시급하다. 주로 WWOX의 미스센스 돌연변이로 인해 SCAR12가 있는 어린

이는 운동 실조증과 간질을 포함한 더 가벼운 표현형을 나타낸다.
12
 SCAR12의 간질은 항경련제로 치료할 수 있지

만, 어린이는 여전히 운동 실조증을 나타내고 지적 장애가 있다. 또한, WWOX 돌연변이는 고부정뇌파을 동반한

간질 경련이 특징인 웨스트 증후군 환자에게서 기록되었다.
13
 WWOX 유전자 돌연변이를 지닌 어린이의 뇌는 자기

공명영상(MRI)으로 평가한 결과 비정상적인 것으로 밝혀졌다. 뇌량의 저형성, 진행성 대뇌 위축, 수초화 지연

및 시신경 위축과 같은 뇌 이상이 대부분의 경우에 보고되었다. WWOX의 돌연변이 또는 WWOX 기능의 상실이 어떻

게 이러한 CNS-연관 이상을 유발할 수 있는지는 거의 알려져 있지 않다.

인간 WWOX(hWWOX)와 뮤린 Wwox(mWwox) 사이에는 현저한 유사성이 있다. 사실, 인간 WWOX 단백질 서열은 뮤린[0139]
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WWOX 단백질 서열과 93% 동일하고 95% 유사하다. 놀랍게도, 설치류 모델(마우스 및 래트)에서 Wwox 기능의 표적

손실은 심각한 간질 발작, 성장 지연, 운동 실조 및 조기 사망을 포함하는 복합 인간 신경학적 표현형을 나타낸

다.
12,14,15

 Wwox null 마우스는 손상된 뼈 대사 및 스테로이드생성과 연관된 표현형도 나타낸다.
16,17

 본 개시내용

의 실시예 1은 신경 줄기 세포 및 전구체(N-KO) 또는 뉴런 세포(S-KO 마우스)에서 뮤린 Wwox의 조건부 절제가

심각한 간질, 운동실조 및 3-4주에서 조기 사망을 야기함을 보여주며, Wwox-null 마우스에서 관찰된 표현형을

요약한다. 이러한 결과는 뉴런 기능에서 WWOX의 중요한 역할을 강조하고 Wwox  null  마우스의 뉴런 구획에서

WWOX 발현을 복원하면 관찰된 표현형을 역전시킬 수 있는지 여부를 테스트하도록 자극했다. 이를 위해, 아데노-

연관 바이러스(AAV) 벡터를 사용하여 WWOX 발현을 복원했다. mWwox 또는 hWWOX 열린 해독틀을 보유하고 인간 뉴

런 시냅신 I 프로모터에 의해 구동되는 AAV 벡터가 Wwox null 표현형을 역전시킬 수 있음을 입증했다. AAV9-시

냅신 I-WWOX의 단일 뇌실내(ICV) 주사는 Wwox null 마우스의 성장 지연, 간질 발작, 운동실조 및 조기 사망을

구제했다. 또한, WWOX 복원은 수초화를 개선하고 Wwox null 마우스의 비정상적인 행동 변화를 역전시켰다. 전반

적으로, 이러한 놀라운 결과는 WWOX 유전자 요법이 WOREE 및 SCAR12를 가진 어린이에게 유망한 치료 방법이 될

수 있음을 나타낸다.

결과[0140]

뉴런 WWOX의 복원은 Wwox null 돌연변이 마우스의 성장 지연 및 출생 후 치사율을 구제한다[0141]

실시예 1에서, 뉴런에서의 WWOX의 조건부 절제가 성장 지연, 자발적인 간질 발작, 운동실조 및 3-4주에서의 조[0142]

기 사망을 포함하는 Wwox null 마우스를 표현형모사함을 보여준다. 이러한 결과는 WWOX가 CNS의 항상성을 조절

하는 핵심 뉴런 유전자임을 의미한다. 이러한 놀라운 발견에 힘입어 Wwox-null 마우스에서 WWOX의 뉴런-특이적

인 발현이 이들 마우스 및 연관 표현형의 치사율을 구제할 수 있는지 여부를 다루고 싶었다. 뮤린 Wwox(mWwox)

또는 인간 WWOX(hWWOX), 인간 시냅신-I(hSynI) 프로모터에 의해 구동되는 cDNA(도 8a)를 발현하기 위해 아데노-

연관 바이러스(AAV) 벡터를 설계하고 이를 AAV9 혈청형으로 패키징했으며, 이는 높은 CNS 향성을 가지며 CNS-기

반 유전자 치료 시험에 사용되었다.
22,24

 IRES-EGFP 서열은 Wwox/WWOX 서열의 다운스트림에 클로닝되어 발현 추적

이  가능하다.  AAV9-hSynI-mWwox-IRES-EGFP(AAV9-hSynI-mWwox)의  성공적인  전달은 시냅신-I-양성 비분열/성숙

뉴런에서 온전한 WWOX  단백질의 발현으로 이어져야 한다. 대조군으로, AAV9-hSynI-EGFP를 사용했다. WWOX  및

GFP의 발현은 일차 Wwox-null 후근 신경절(DRGs) 뉴런을 시험관내에서 바이러스 입자로 감염시킴으로써 초기에

검증되었다.

그런 다음 생체 내에서 AAV의 발현과 기능을 평가했다. AAV9-hSynI-mWwox 또는 AAV9-hSynI-EGFP의 바이러스 입[0143]

자(2x10
10
/반구)를 출생 시(P0) Wwox null 마우스의 뇌실내 영역에 주입하여 뇌 전체에 걸쳐 뉴런의 광범위한 형

질도입을 달성했다.
25,26

 희소돌기아교세포(CC1-양성 세포)가 아닌 뉴런의 전이유전자의 성공적인 발현은 항-NeuN

및 항-WWOX 항체를 사용한 면역형광에 의해 검증되었다.

처리된 마우스의 모니터링은 AAV9-hSynI-mWwox를 주입한 마우스가 정상적으로 성장하고(도 7b), 점진적으로 체[0144]

중이 증가하고(도 7c) 6-8주령까지 야생형과 구별할 수 없음을 보여주었다. AAV9-hSynI-EGFP-주입된 마우스는

Wwox null 마우스와 유사한 표현형을 나타냈다(도 7c). Wwox null 및 AAV9-hSynI-EGFP-주입된 마우스는 2주째

부터 사망할 때까지 저혈당 상태인 반면, AAV9-hSynI-mWwox-주입된 마우스는 야생형 마우스와 비교했을 때 정상

적인 혈당 수치를 보였다(도 7d).  놀랍게도, 구제된 모든 마우스는 Wwox  null  또는 AAV9-hSynI-EGFP-주입된

Wwox null 마우스와 비교하여 중앙 생존 기간이 240일로 더 오래 살았다(p 값 <0.0001)(도 7e). mWwox를 hWWOX

cDNA로 교체했을 때도 유사한 성과와 결과가 얻어졌지만, 지금까지 최대 100일 동안 이 마우스를 추적했다(도

7f). 특히, 구제된 마우스는 활동적이었고 수컷과 암컷 모두 번식력이 있었다. Wwox null 마우스는 이전에 고환

레이딕(Leydig) 세포가 부족한 것으로 나타났기 때문에
16
, 다음으로 WWOX 뉴런 복원이 이 표현형을 구제하고 실

제로 P17 AAV9-hSynI-mWwox-처리된 마우스에서 손상되지 않은 레이딕(Leydig) 세포를 발견하는지 확인했다. 뼈

성장 결함은 또한 이전에 Wwox 돌연변이 마우스에서 문서화되었으므로
17,27-30

, 구제된 마우스의 뼈를 검사하고 피

질 뼈가 WT 마우스와 비슷한 크기와 두께임을 관찰했다. 이러한 결과는 WWOX의 뉴런 복원이 Wwox null 마우스의

비정상적인 표현형을 구제하기에 충분할 수 있음을 의미한다.

WWOX의 뉴런 복원은 Wwox null 마우스의 과흥분성을 감소시킨다.[0145]

Wwox null 돌연변이는 자발적 재발성 발작을 나타낸다.
12,14,18,31

 구제된 마우스에서 자발적인 발작이 관찰되지 않[0146]
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았기  때문에,  다음으로  셀-부착  전기생리학  기록을  수행하여  P21-22  야생형(WT),  Wwox  null(KO)  및  AAV9-

hSynI-mWwox-주입된 Wwox null 마우스(KO+AAV9-Wwox)의 뇌에서 간질 활동을 결정했다. 예상대로, KO 새끼는 심

각한 과잉행동을 보였다. 활동 전위의 자발적 발화를 갖는 대표적인 트레이스가 도 8a에 나와 있다. 명확한 과

흥분성은 대표적인 트레이스(WT, KO+AAV9-Wwox 및 KO)에서 확인할 수 있다. KO 두뇌의 활동은 일반적으로 활동

전위의 폭발을 초래했으며 전반적으로 발화율이 급격히 증가했다. 20 WT, 20 KO+AAV-Wwox 및 30 KO 기록된 뉴런

에 대한 평균 발화율은 WT 새끼에 비해 KO 새끼에서 약 6배 더 높았다(p=2.6e-7). KO+AAV-Wwox와 WT 새끼 사이

에 평균 발화율의 유의한 차이는 관찰되지 않았다.

KO 마우스가 4주 이내에 사망했기 때문에, 성체 KO 마우스에서 생체내 기록을 수행할 수 없었다. 따라서 성체[0147]

WT 및 KO+AAV9-Wwox 마우스에서만 셀 부착 생체내 기록을 수행했다(도 8b). WT 및 KO+AAV9-mWwox에 대한 대표

적인 트레이스가 표시되고 60 WT 및 60 KO+AAV9-mWwox 뉴런에 대한 평균 발화율이 표시된다(도 8b). 성체 WT와

KO+AAV9-mWwox  대뇌 피질 뉴런의 발화율에는 유의한 차이가 없었다. 이러한 결과는 AAV9-hSynI-mWwox가 WWOX

손실로 인한 간질 발작을 예방할 수 있음을 나타낸다.

WWOX의 뉴런 복원은 OPC 분화를 촉진하여 Wwox null 마우스에서 수초화를 향상시킨다.[0148]

실시예 1은 WWOX 손실과 저수초화를 연관시켰다. 사실, 뉴런 WWOX 절제는 희소돌기아교세포 전구세포(OPC)의 분[0149]

화를 손상시키는 비-세포 자율 기능을 초래하는 것으로 나타났다. 따라서, 다음으로 AAV를 사용하여 WWOX의 뉴

런 복원이 Wwox null 마우스에서 저수초화 표현형을 구제할 수 있는지 여부를 테스트했다. 항-MBP 항체를 사용

한 P17 시상 뇌 조직의 면역형광 분석은 대조군 바이러스를 주사한 Wwox null 마우스와 비교하여 구제된 AAV9-

hSynI-mWwox 처리된-마우스 뇌의 모든 부분(피질, 해마 및 소뇌)에서 개선된 수초화를 나타냈다(도 9a). 또한,

이 개선된 수초화가 뉴런 WWOX의 비-세포 자율 기능에 의해 OPC의 성숙한 희소돌기아교세포로의  분화 증가와

관련이 있는지 여부를 테스트했다. 예상한 바와 같이, 뉴런에서 AAV9-매개 WWOX 발현은 CC1(성숙한 희소돌기아

교세포에 대한 마커) 및 항-PDGFRα(OPC에 대한 마커)로 면역염색에 의해 평가된 바와 같이 OPC의 성숙한 희소

돌기아교세포로의 분화를 증가시켰다(도 9b). 뇌량에서 CC1 및 OPC의 정량화는 P17에 대조군 바이러스를 주사한

KO 마우스와 비교하여 구제된 마우스에서 성숙한 희소돌기아교세포의 수가 상당히 증가함을 보여주었다(도 9c).

WWOX의 뉴런 복원 후 개선된 수초화의 발견을 추가로 검증하기 위해, P17 및 성체 마우스에서 뇌량에 대한 전자[0150]

현미경(EM) 분석을 수행했다. 놀랍게도, AAV9-hSynI-mWwox를 사용한 WWOX의 뉴런 복원은 뇌량의 P17에서 KO에

비해 수초화 축삭의 수를 증가시켰다. 또한, 계산된 g-비율은 대조군 KO 마우스와 비교하여 뉴런 WWOX 복원 시

미엘린 두께가 증가했음을 나타낸다. 또한 성체(6개월) 구제된 마우스의 뇌량과 시신경의 EM 이미지에서 수초화

가 개선된 것으로 나타났다. P17 및 6개월에서 KO+AAV-Wwox 및 WT 뇌량의 미엘린 두께를 비교할 때 g-비율에서

약간의 차이를 관찰했다.

WWOX 뉴런 복원은 불안을 감소시키고 운동 기능을 향상시킨다.[0151]

다음으로 뉴런에서 WWOX를 복원한 후 Wwox null 마우스의 행동 변화를 조사했다. 안타깝게도 Wwox null 마우스[0152]

의 열악한 상태와 조기 사망으로 인해 행동을 평가할 수 없었다. 구제된 마우스에서 불안과 운동 조정을 검사하

기 위해, 야외, 고가식 십자 미로(EPM) 및 회전막대 테스트를 수행했다(도 10a-e). 놀랍게도, 8-10주에 구제된

마우스(수컷 및 암컷)의 야외에서 야생형에서 보이는 유사한 추적 패턴을 관찰했으며, 이는 WWOX 복원이 Wwox

null 마우스의 불안을 감소시킨다는 것을 나타낸다. 또한 야외 트랙에서 이동한 속도와 총 거리는 WT 마우스와

매우 유사했다(도 10b,  c).  또한,  구제된 암컷 및 수컷 마우스는 EPM에서 거의 정상적인 행동을 보였다(도

10d). 구제된 마우스의 운동 조정을 확인하기 위해 회전막대 테스트를 수행했다. 결과는 구제된 마우스가 학습

능력을 나타내는 시험 3에서 WT 생쥐와 유사한 운동 조정을 가지고 있음을 보여주었다. 전체적으로, 이러한 결

과는 Wwox null 마우스에서 뉴런 WWOX 재-발현이 활동 및 정상적인 행동을 회복함을 시사한다.

논의[0153]

이 실시예에서 뉴런에서 WWOX를 복원하고 이 복원의 치료 가능성을 평가하는 것을 목표로 했다. 이 연구에서,[0154]

Wwox-null 마우스 모델에서 복잡한 신경병증을 치료하기 위해 성숙한 뉴런에 WWOX의 표적 유전자 전달을 위해

AAV9 벡터를 활용했다. 뉴런 프로모터 시냅신-I 하에 mWwox 또는 hWWOX cDNA를 신생 Wwox null 마우스의 뇌에

주입했고 이 치료가 WWOX 결핍의 표현형을 역전시킬 수 있음을 보여주었다.

CNS 항상성 조절에서 WWOX의 역할은 WWOX 유전자의 핵심 기능으로 부상하고 있다. WWOX의 결핍은 많은 신경학적[0155]

장애와 관련이 있다.
9,10

 특히 흥미로운 것은 WOREE 증후군으로, 중앙 생존 기간이 1-4년인 조기 사망을 유발하
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는 파괴적이고 복잡한 신경계 질병이다.
9,10

 WOREE 어린이는 현재의 항간질제(AED)에 반응하지 않으므로 새로운

치료 전략을 개발하기 위해 의료 및 과학계에 도전하고 있다. AAV9-WWOX를 WOREE 증후군 환자의 뇌에 전달하는

것이 이러한 환자에게 도움이 될 새로운 유전자 치료법이 될 수 있다고 믿는다.

Wwox null 마우스의 뇌에 AAV9-SynI-WWOX를 전달한 효과는 놀라웠다. 첫째, WWOX 뉴런 전달은 자발적인 발작 및[0156]

운동 실조 없이 마우스의 정상적인 성장과 생존을 회복했다. 또한, WWOX의 뉴런 복원이 셀-부착 기록에서 과흥

분성을 감소시킨다는 것을 보여주었다. 두 번째로, 뉴런 WWOX 복원은 뇌의 모든 영역의 수초화를 개선하여 OPC

성숙에 대한 WWOX 뉴런 비-세포 자율 기능의 이전 관찰을 추가로 확인했다(실시예 1). 참고로, 수초화 과정을

조절하는 희소돌기아교세포-특이적인 WWOX 기능에 기인할 수 있는 구제된 마우스와 WT 마우스 사이에는 여전히

약간의 차이가 있다. 셋째, WWOX 복원은 구제된 마우스의 전반적인 행동을 개선했다. 이러한 발견은 자폐증
9-

11,33,34
 및 아마도 다른 행동-연관 장애를 조절하는 WWOX의 제안된 역할이 WWOX의 적절한 뉴런 기능에 의해 주도

된다는 것을 시사할 수 있다.

뉴런 WWOX  전달의 또 다른 흥미로운 결과는 Wwox  null  마우스에서 WWOX  결핍과 관련된 저혈당증의 가역성이[0157]

다.
35,36

 이러한 결과는 글루코스 대사 및 기타 대사 기능의 CNS 조절에서 WWOX의 중심 역할과 일치한다.
37-40

 흥미

롭게도, 골격근에서 Wwox의 표적 결실은 글루코스 항상성 장애를 초래했으며
41
 이 효과는 WWOX의 세포- 자율 기

능과 연결되었다.

또 다른 특이한 관찰은 구제된 마우스는 또한 번식력이 있었고 번식할 수 있었다는 것이다. Wwox null 마우스가[0158]

손상된 스테로이드생성을 나타내는 것으로 나타났음을 감안할 때
16,29,42

, 현재 발견은 CNS에서 WWOX의 기능이 조

직 수준 기능을 중첩하고 있음을 의미한다. 전체적으로, 이러한 발견은 WWOX가 기관 수준과 유기체 수준 모두에

서 다면적 기능을 가질 수 있음을 시사한다.

WWOX는 모든 뇌 영역에서 도처에 존재하는 식으로 발현된다.
10,43,44

 현재 관찰은 성상세포 및 희소돌기아교세포와[0159]

같은 다른 뇌 세포 유형에서 WWOX  발현이 필요하지 않다는 것을 의미하지 않는다. 희소돌기아교세포 병리와

WWOX 기능을 연결하는 증거가 나타나기 시작했지만
45-49

, 희소돌기아교세포에서 WWOX의 세포-자율 기능에 대해서

는 알려진 바가 적다. 뉴런에서 WWOX 발현이 희소돌기아교세포 성숙을 조절하고 성상교세포증을 길항한다
50
는 사

실은 심층 분석이 필요한 CNS 생리학 및 병리생리학에서 WWOX의 복잡한 기능을 암시한다.

WWOX 유전자는 처음에 추정되는 종양 억제자로 클로닝되었다.
51,52

 실제로 다양한 동물 모델(
15
에서 검토)에 대한[0160]

수많은 연구 작업과 인간 암 환자에 대한 관찰
1,27,39,53-57

에서 WWOX를 종양 억제자로 제안했다. WWOX의 복원이 뇌

로 제한된다는 점을 감안할 때, WWOX 발현이 부족한 다른 조직이 종양 발달에 더 취약할 것이라고 가정했다. 주

목할 점은 조사한 AAV9-hSynI-mWwox로 치료한 제한된 수의 성체 Wwox-null 마우스(6-8개월령, n=6)에서 총체적

인 종양 형성을 감지하지 못했다는 것이다. 동물 모델에서 종양 형성을 촉진하기 위해 여러 조직에서 Wwox 체세

포 제거가 필요하다는 점을 고려하면 이것은 놀라운 일이 아니다.
28,39,58,59

Wwox null 마우스의 제한된 수명과 열악한 조건으로 인해 수명 초기에 이 마우스를 치료해야 했다(P0). 그럼에[0161]

도 불구하고, 출생 후 Wwox-null 마우스를 치료하려는 시도는 앞으로 탐색되어야 한다. 현재 연구 결과는 AAV

벡터를 사용하는 신생 마우스의 WWOX 복원이 WWOX 결핍과 관련된 표현형을 역전시킬 수 있음을 나타낸다. 이 개

념-증명이 치명적이고 종종 불응성인 WOREE 증후군으로 고통받는 어린이에 대한 가능한 유전자 치료 임상 시험

의 토대를 마련할 것이라고 생각한다.

재료 및 방법[0162]

플라스미드 벡터[0163]

뮤린 Wwox 또는 인간 WWOX cDNA는 pAAV에서 인간 시냅신 I의 프로모터 하에 클로닝되었고 이 벡터는 AAV9 혈청[0164]

형(Vector Biolabs, Philadelphia, USA)으로 패키징되었다. 맞춤형 AAV9-hSynI-mWwox-IRES-EGFP, AAV9-hSynI-

hWWOX-2A-EGFP 및 AAV9-hSynI-EGFP 바이러스 입자는 벡터 바이오랩(Vector Biolabs) 또는 예루살렘 히브리 대

학의 벡터 핵심 시설(Vector Core Facility)에서 입수하였다.

마우스[0165]
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Wwox null
(-/-)

 마우스(KO)의 생성은 이전에 보고되었으며
16
 이 마우스는 FVB 배경에서 유지되었다. 이형접합체

(+/-
[0166]

)
 마우스는 Wwox null 마우스를 얻기 위한 번식에 사용되었다. 동물은 음식과 물에 자유롭게 접근할 수 있는 12

시간 명/암 주기로 SPF 장치에서 유지되었다. 모든 동물-관련 실험은 히브리 대학-기관 동물 관리 사용 위원회

(HU-IACUC)의 사전 승인에 따라 수행되었다.

P0 Wwox null 마우스에 AAV 입자의 뇌실내(ICV) 주입[0167]

공개된  프로토콜
25
에  따라  AAV9-hSynI-mWwox-IRES-EGFP(AAV9-WWOX)  또는  AAV9-hSynI-EGFP(AAV9-GFP)를  Wwox[0168]

null 마우스에 자유형 두개내 주사했다. 간단히 말해서, 신생이 태어난 후, Wwox null 마우스를 식별하기 위해

PCR 유전자형을 검사했다. Wwox null 신생을 건조된 평평하며 차가운 표면에 놓아 마취시켰다. 마취된 새끼의

머리를 70% 에탄올에 적신 면봉으로 부드럽게 닦았다. 분배된 액체의 가시화를 가능하게 하기 위해 트리판 블루

0.1%를 바이러스에 첨가하였다. 주사 부위는 람다 봉합선에서 각 눈까지 거리의 2/5 지점에 위치했다. 주사기

(바이러스가 미리 로드됨)를 두개골 표면에 수직으로 잡고 바늘을 약 3mm 깊이로 삽입했다. 약 1 μl(2 x 10
10

GC/반구) 바이러스를 33G 베벨 바늘(World Precision Instruments)이 있는 나노필(NanoFil) 주사기를 사용하여

분배했다. 다른 반구도 같은 방식으로 주입되었다. 주입된 새끼는 깨어날 때까지 온열 패드 위에 올려놓은 다음

어미 우리로 옮겼다. 표현형을 평가하기 위해 각각의 주사된 마우스를 성장, 이동성, 발작, 운동실조 및 일반적

인 상태에 대해 주의 깊게 모니터링했다.

체중 및 혈당 수치[0169]

도면에 표시된 대로 마우스의 체중을 정기적으로 측정했다. 혈당을 모니터링하기 위해 마우스 꼬리 끝을 가위로[0170]

찢고 아큐-첵크 혈당측정기(Accu-Check glucometer)(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)를 사용하여 소량

의 혈액을 채취(mg/dL)하였다.

면역형광[0171]

상이한 유전자형 및 처리 군(P17-P18)의 마우스를 CO2로 안락사시키고 2% PFA/PBS로 경심장 관류시켰다. 해부된[0172]

뇌는 30분 동안 얼음에 후고정된 후 4℃에서 밤새 30% 수크로스에서 밤새 인큐베이션되었다. 그런 다음 OCT에

임베딩하고 저온 유지 장치를 사용하여 절단(12-14 μm)했다. 시상면 섹션을 PBS로 세척하고 0.5% 트리톤 X-100

을 함유한 5% 염소 혈청으로 차단한 다음 실온에서 1시간 동안 인큐베이션한 다음 4℃에서 밤새 일차 항체와 함

께 인큐베이션했다. 그런 다음 섹션을 PBS로 세척하고 알렉사(Alexa) 형광단으로 태그된 해당 2차 항체와 실온

에서 1시간 동안 인큐베이션한 다음 PBS로 세척하고 봉입제로 봉입했다.

전기생리학 수술 절차[0173]

케타민/메데토미딘(i.p; 100 및 83 mg/kg, 각각)을 사용하여 마우스를 마취시켰다. 마취의 효과는 발가락 핀치[0174]

반사의 부재로 확인되었다. 보충 용량은 전기 생리학 절차 동안 마취를 유지하기 위해 초기 용량의 1/4로 약 1

시간마다 투여되었다. 모든 수술 및 실험 동안 발열 패드(37℃)를 사용하여 체온을 유지하였다. 두개골을 노출

시키기 위해 피부를 제거했다. 맞춤형 금속 핀을 치과용 시멘트를 사용하여 두개골에 부착하고 맞춤형 스테이지

에 연결했다. 생검 펀치(Miltex, PA)를 사용하여 두개골에 작은 구멍(직경 3 mm 개두술)을 만들었다.

셀 부착된 기록[0175]

블라인드 패치-클램프 기록으로 셀-부착 기록을 얻었다. 수직 2단계 풀러(PC-12, Narishige, EastMeadow, NY)[0176]

에서 필라멘트형, 얇은 벽, 보로실리케이트 유리(외경, 1.5 mm, 내경, 0.86 mm, Hilgenberg GmbH, Malsfeld,

Germany)에서  전극(약  7MOhm)을  당겼다.  전극을  다음을  함유하는  내부  용액으로  채웠다:  140  mM

K-글루코네이트, 10 mM KCl, 10 mM HEPES, 10 mM Na2-포스포크레아틴 및 0.5 mM EGTA, KOH로 pH 7.25로 조정.

전극은 45도 각도로 삽입되었고 깊이는 300 μm에 도달했다. 전극 위치는 브레그마 후방 1.6-2 mm 및 정중선 측

면 4 mm에 위치한 뇌 표면을 대상으로 했다. 전극을 배치하는 동안 피펫 저항이 10-200 MOhm으로 증가하면 대부

분의 경우 활동 전위(스파이크)가 나타난다. 단일 스파이크의 감지가 기록을 시작하는 기준이었다. 모든 기록은

전류  클램프  모드(Multiclamp  700B,  Molecular  Devices)에서  세포내  증폭기로  획득하고  10  kHz(CED  Micro

1401-3, Cambridge Electronic Design Limited)에서 획득하고 고역 통과 필터로 필터링했다. 평균 발화율의 계

산을 위해, 기록된 각 셀에 대해 4분 기록 기간 동안의 발화율을 계산하였다. 기록된 군 간의 통계적 유의성을

평가하기 위해 2-샘플 t-테스트를 사용했다.
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전자현미경[0177]

마우스를 마취시키고 0.1 M 나트륨 카코딜레이트 완충액, pH 7.3에 2% 파라포름알데히드 및 2.5% 글루타르알데[0178]

히드(EM 등급)를 함유하는 고정액으로 관류시켰다. 뇌를 분리하고 실온에서 2시간 동안 동일한 고정액에서 인큐

베이션한 다음 처리될 때까지 4℃에 보관했다. 채취한 조직(뇌량, 시신경)을 나트륨 카코딜레이트로 4회 세척하

고 1% 사산화오스뮴, 1.5% 나트륨 카코딜레이트 중 칼륨 페리시아니드로 1시간 동안 후고정하고 동일한 완충액

으로 4회 세척하였다. 그런 다음, 조직 샘플을 일련의 등급별 에탄올 용액(30, 50, 70, 80, 90, 95%)으로 각 10

분 동안 탈수한 다음 100% 에탄올로 각 20분 동안 세 번 탈수한 다음 프로필렌 옥사이드를 두 번 교체했다. 그

런 다음 조직 샘플에 일련의 에폭시 수지(25, 50, 75, 100%)를 각각 24시간 동안 침투시키고 60℃ 오븐에서 48

시간 동안 중합했다. 블록을 울트라마이크로톰(Ultracut E, Riechert-Jung)으로 절단하고 80 nm의 섹션을 얻어

우라닐 아세테이트와 납 시트레이트로 염색했다. 섹션은 조엘(Jeol) JEM 1400 Plus 투과전자현미경을 이용하여

관찰하였고 사진은 가탄 오리우스(Gatan Orius) CCD 카메라를 이용하여 촬영하였다. 컴퓨터 지원 ImageJ 분석

소프트웨어를 사용하여 EM 현미경 사진을 분석했다. g-비율을 계산하기 위해 뇌량의 EM 이미지에서 수초화 축삭

(약 300, 마우스당 100개의 축삭, 유전자형당 n = 3)을 내부 축삭 직경을 전체 축삭 직경으로 나누어 분석했다.

야외 테스트[0179]

야외 테스트는 이전에 발표된 프로토콜에 따라 수행되었다.
60
 간단히 말해서, 마우스를 50 x 50 x 33cm 경기장의[0180]

모서리에 놓고 6분 동안 자유롭게 탐색할 수 있도록 했다. 경기장 중앙은 경기장 중앙에 있는 25 x 25 cm 정사

각형으로 정의되었다. 중앙과 경기장 둘레에서 보낸 속도와 시간을 측정했다. 야외에서 테스트된 마우스는 추적

소프트웨어(Ethovision 12)가 있는 컴퓨터에 연결된 비디오 카메라를 사용하여 기록되었다.

고가식 십자 미로 테스트[0181]

테스트 장치는 16 cm 테두리로 둘러싸인 두 개의 닫힌 팔에 수직이고 서로 가로질러 1cm 높이 테두리로 둘러싸[0182]

인 두 개의 열린 팔(30 x 5 cm)로 구성되어 있으며 모두 바닥에서 75 cm 높이에 있다. 마우스를 미로에 넣고 5

분 동안 탐색하도록 허용했다. 열린 팔과 닫힌 팔 모두에서 방문 기간이 기록되었다.
60

회전막대 테스트[0183]

각 동물은 회전 속도가 분당 5회(rpm)에서 40 rpm으로 99초 동안 증가한 회전 막대 위에 놓였다. 각 동물에 대[0184]

한 테스트는 20분 간격으로 3회 시험으로 이루어졌다. 장치에서 떨어지는 시간(지연 시간)은 각 동물에 대한 각

시도에 대해 기록되었다. 실험 시작 후 240초까지 동물이 장치에서 떨어지지 않으면 실험을 종료했다.
61

이미지 획득 및 분석[0185]

면역 염색된 섹션은 파노라마 디지털 슬라이드 스캐너 또는 올림푸스 FV1000 공초점 레이저 스캐닝 현미경 또는[0186]

니콘 A1R+ 공초점 현미경을 사용하여 이미지화되었다. 획득한 이미지는 각각 케이스뷰어(CaseViewer), F-10-ASW

뷰어 및 NIS 요소와 같은 관련 현미경 소프트웨어 프로그램을 사용하여 처리되었다. ImageJ 소프트웨어를 사용

하여 이미지를 분석했다. 유전자형에 대해 맹검 상태에서 이미지를 분석했으며 처리에는 밝기와 대비의 전반적

인 변화가 포함되었다.

통계 분석[0187]

모든 그래프 및 통계 분석은 엑셀 또는 그래프패드 프리즘(GraphPad Prism) 5를 사용하여 수행되었다. 실험 결[0188]

과는 평균 ± SEM으로 표시되었다. 통계적 유의성을 테스트하기 위해 양측 언페어드 스튜던츠 t-테스트를 사용

했다. 결과는 p<0.05일 때 유의한 것으로 간주하고, 그렇지 않으면 ns(유의성 없음)로 표시했다. 데이터 분석은

유전자형에 대해 맹검 상태에서 수행되었다. 샘플 크기와 p 값은 도면 범례에 표시된다.
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참조문헌[0189]

[0190]

공개특허 10-2023-0051223

- 38 -



[0191]

공개특허 10-2023-0051223

- 39 -



[0192]

공개특허 10-2023-0051223

- 40 -



[0193]

공개특허 10-2023-0051223

- 41 -



[0194]

공개특허 10-2023-0051223

- 42 -



[0195]

공개특허 10-2023-0051223

- 43 -



[0196]

공개특허 10-2023-0051223

- 44 -



[0197]

실시예 3: 뇌 오가노이드를 이용한 유전성 간질성 뇌병증 모델링[0198]

도입[0199]

간질은 재발성 발작의 발달에 대한 만성 소인을 특징으로 하는 신경 장애이다(Fisher 등, 2014;  Aaberg  등,[0200]

2017). 간질은 전 세계적으로 약 5천만 명에게 영향을 미치며 소아에서 가장 빈번한 만성 신경 질병으로 간주된

다(Aaberg 등, 2017; Blumcke 등, 2017). 생후 초기 발작의 약 40%는 이전에 초기 유아 간질 뇌병증(EIEE)으로

알려진 발달 및 간질 뇌병증(DEE)에 의해 설명된다(Howell 등, 2021). 이들은 난치성 간질 활동 및 손상된 대뇌

및 인지 기능을 특징으로 하는 발달 중인 뇌의 병리이다(Lado 등, 2013; Shao & Stafstrom, 2016; Nashabat

등, 2019; Howell 등, 2021). 여러 유전자가 DEE를 유발하는 것과 관련이 있다(McTague 등, 2016). 최근 몇 년

동안,  WWOX  유전자의 상염색체 열성 돌연변이는 DEE의  발병기전에서의 역할에 대해 점점 더 인식되고 있다

(Piard 등, 2018; Nashabat 등, 2019). 염색체 취약 부위 FRA16D에 걸쳐 있는 종양 억제자 WWOX는 뇌에서 높게

발현되어 중추신경계(CNS) 항상성에 중요한 역할을 한다(Abu-Remaileh 등, 2015). 2014년에, WWOX는 상염색체

열성 척수소뇌 실조증-12(SCAR12)(Gribaa 등, 2007; Mallaret 등, 2014) 및 WWOX-관련 간질성 뇌병증(WOREE 증

후군, DEE28이라고도 함)(Abdel-Salam 등, 2014; Ben-Salem 등, 2015; Mignot 등, 2015)에 연루되었다. 두 장

애 모두 발작, 지적 장애, 성장 지연 및 경직을 포함한 다양한 신경학적 증상과 관련이 있지만, 중증도, 발병

및 기저의 돌연변이  유형에 따라 다르다. WOREE 증후군은 더 공격적인 것으로 간주되며 이르면 1.5개월에 나타

나고 더 극단적인 유전적 변화와 연관된다(Banne 등, 2021). 이 관찰은 두 증후군이 연속체로 간주될 수 있음을

의미할 수 있다. 발작과 함께 WOREE 증후군 환자는 전반적인 발달 지연, 진행성 소두증, 특정 CNS 구성 요소의

위축 및 조기 사망을 나타낼 수 있다. 그러나 WOREE 증후군의 표현형 스펙트럼은 광범위하며 환자마다 증상이

다르다. 예를 들어 일부 환자에서 소두증이 보이지만 다른 많은 환자는 이 상태를 나타내지 않는다(Piard 등,

2018).

설치류에서 WWOX 기능 손실의 모델링이 포유류 뇌에서 WWOX의 역할에 대해 약간의 희망을 주지만(Aqeilan 등,[0201]

2007, 2008; Suzuki 등, 2009; Mallaret 등, 2014; Tanna & Aqeilan, 2018; Tochigi 등, 2019), 특정 환자의

유전적 배경과 뇌 발달은 마우스에서 모델링할 수 없고, 고유하며 환자-유래 유도 만능 줄기 세포(iPSCs)에 유

지된다. WWOX 돌연변이가 있는 환자를 포함하여 DEE 뇌 샘플의 가용성의 이해가능한 부족을 우회하기 위한 노력
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의 일환으로, 인간 PSC에서 WOREE 및 SCAR12 증후군이 있는 환자에서 볼 수 있는 유전적 변화를 요약하기 위해

게놈 편집 및 재프로그래밍 기술을 활용했다. 그런 다음 뇌의 공간 조직 및 세포 유형 형성의 많은 부분을 요약

하고 시험관내에서 뉴런 기능을 갖는 뇌 오가노이드, 3D 뉴런 배양을 생성했다(Amin & Pasca, 2018; Sidhaye &

Knoblich, 2020). 이를 통해 2D 세포 배양보다 생체내 인간 생리학을 더 잘 나타내는 시스템에서 CNS 및 복잡한

회로의 발달 및 성숙의 특징을 모델링할 수 있었다. 이 플랫폼을 사용하여 신경 세포 집단, 피질 형성 및 전기

활동의 심각한 결함을 식별하고 가능한 구제 전략을 테스트했다. 이 접근 방식은 CNS의 WWOX 생리학 및 병리생

리학에 대한 더 깊은 이해로 이어져 보다 적절한 치료법을 개발하기 위한 토대를 마련하고 다른 인간 간질 질병

을 모델링하기 위해 인간 뇌 오가노이드를 사용하는 개념을 지원한다.

결과[0202]

WWOX 녹아웃 대뇌 오가노이드의 생성 및 특성화[0203]

DEE의 병인을 밝히기 위해, 뇌 오가노이드를 사용하여 WOREE 증후군을 프로토타입 모델로 연구했다. 제어된 유[0204]

전적 배경에서 인간 두뇌의 발달에서 WWOX의 역할은 CRISPR/Cas9 시스템을 사용하여 WiBR3 hESC 계통의 WWOX 녹

아웃(KO) 클론을 생성하여 조사되었다(Abdeen 등, 2018). 면역블롯 분석을 사용하여 이들 계통에서 WWOX 발현을

평가했다. 검증 과정에서 일관되게 감지할 수 없는 WWOX 단백질 수준을 보인 두 개의 클론, 즉 WWOX-KO 계통

1B(WKO-1B, 여기서 KO1) 및 WKO-A2(여기에서 KO2)를 선택했다. 이들 클론은 각각 핵형 분석 및 기형종 검정을

사용하여 유전적 안정성 및 만능성에 대해 평가되었다. 생어(Sanger) 시퀀싱은 엑손 1에서 WWOX의 편집을 확인

했다. 또한 WWOX의 세포-자율 기능을 확인하기 위해, WWOX cDNA를 WWOX-KO1 hESC 계통의 내인성 AAVS 유전자좌

로 복원하고 표현형의 가역성을 조사했다. KO1-AAV4 계통은 검증 과정에서 강력하고 안정적인 WWOX 발현을 위해

CO를 생성하기 위해 선택되었으며 여기서부터 W-AAV라고 지칭한다. 이들 계통은 배양 기간 전체에 걸쳐 형태 및

증식 면에서 부모 세포주(WiBR3 WT)와 실질적으로 구별할 수 없었다.

WWOX의 고갈이 3D 맥락에서 대뇌 발달에 미치는 영향을 조사하기 위해 확립된 프로토콜을 사용하여 hESC를 대뇌[0205]

오가노이드(CO)로 분화시켰다(Lancaster 등, 2013; Lancaster & Knoblich, 2014). 모든 유전자형의 CO는 모든

단계에서 비슷한 총체적 형태와 발달을 보였다. 다음으로, 오가노이드에서 발견되는 두 가지 주요 개체군, 뉴런

전구  세포  및  뉴런의  마커로  공동  염색하여  서로  다른  시점에서  발달  중인  뇌에서  WWOX의  발현  패턴을

조사했다. 10주차에, WWOX 발현은 SOX2
+
 세포로 구성된 뇌실-유사 영역(VZ)에 특이적으로 국한되었으며, 이는

주변 세포가 아닌 뇌의 전구체인 방사형 신경아교세포(RG)에 해당한다. 이 발견은 마우스 피질 발달의 초기 단

계에서 제한된 WWOX 발현을 보여주는 이전 연구와 일치한다(Chen 등, 2004). VZ에서 WWOX-발현 세포의 정체를

확인하기 위해, 심실 방사형 신경아교세포(vRG)에서 특이적으로 발현되는 크리스탈린 알파 B(CRYAB)를 공동염색

하여(Pollen 등, 2015) 이들 세포에서 WWOX 발현을 확인하였다(도 11b). 또한 VZ 구조가 소실된 24주와 같은 후

기 시점에서도 WWOX 발현은 주로 SOX2
+
 세포에서 발견된다. 중요한 것은 WWOX 발현이 WWOX-KO 계통에서 생성된

CO에서 관찰되지 않았지만, SOX2 및 뉴런-특이적 클래스 III β-튜불린(TUBB3 또는 TUJ1)과 같은 다른 마커의

유사한 수준의 발현이 관찰되었다(도 11b). 흥미롭게도, WWOX 발현이 인간 유비퀴틴 프로모터(UBP)에 의해 구동

되는 W-AAV CO는 예상대로 VZ에서 높은 WWOX 수준을 나타내었지만, 다른 세포 집단도 두드러진 WWOX 발현을 보

였다.

다음으로, 일부 환자에서 관찰된 소두증 표현형을 해결하기 위해, 배양 기간 동안 오가노이드의 직경을 측정했[0206]

는데 큰 차이가 없었다. 이로 인해 조직학적 대뇌 구조의 발달을 조사하게 되었다. WT 오가노이드에서, SOX2
+

세포로 구성된 VZ는 중간 전구체(IP; TBR2
+
 세포, EOEMS라고도 함)로 둘러싸여 뇌실하 영역(SVZ)의 존재를 표시

한다. 이 층 외부에는 주로 뉴런(NeuN
+
 세포)으로 구성된 피질판(CP)이 있다. 10주차 CO에서 VZ 및 주변 구조의

구성 또는 형성에 눈에 띄는 차이가 관찰되지 않았으며(도 11c), 이는 이러한 집단의 유사한 비율을 시사한다.

이것은 또한 전구체 마커(SOX2 및 PAX6) 및 뉴런 마커 TUBB3(도 11c)의 RNA 발현 수준을 측정함으로써 뒷받침되

었다. 이 놀라운 관찰로 인해 CO에서 발견되는 두 가지 주요 뉴런 하위 집단인 글루타메이트성(glutamatergic)

(소포성 글루타메이트 수송체 1,  VGLUT1로 표시됨) 및 GABA성(GABAergic) 뉴런(글루탐산 탈카복실라아제 67,

GAD67로 표시됨)을 추가로 조사하게 되었다. 면역염색은 VGLUT1 발현이 유사하게 유지되었지만, WT와 비교하여

KO CO에서 GAD67의 발현이 현저하게 증가한 것으로 나타났다. 대조적으로, WWOX 복원(W-AAV)은 이러한 불균형을

상당히 역전시켰다(도 11d). SLC17A6 (VGLUT2), SLC17A7 (VGLUT1), GAD1 (GAD67) 및 GAD2 (GAD65)의 RNA 수준

은 동일한 경향을 따랐다.
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이러한 결과는 인간 배아 발달 동안, WWOX 발현이 VZ의 정점 층의 세포로 제한되고 WWOX 고갈이 VZ-SVZ-CP 구조[0207]

에 영향을 미치지 않았지만 글루타메이트성 및 GABAergic 뉴런 사이의 균형을 방해했음을 시사한다.

WWOX-고갈된 대뇌 오가노이드는 과흥분성과 간질 활성을 나타냈다[0208]

대뇌 오가노이드는 이전에 전기생리학적 기능성을 보여준 뉴런을 생성한다(Trujillo 등, 2019). WWOX-KO CO의[0209]

기능적 특성을 특성화하기 위해, 7주 CO 절편에서 로컬 필드 전위 기록(LFP)을 수행했다. 전극은 절편 준비에

의해 잠재적으로 손상될 수 있는 영역을 피하기 위해 절편 가장자리에서 150 μm 떨어진 곳에 위치했다(데이터

는 표시되지 않음). WT 및 KO CO의 샘플 트레이스는 기준선 조건 하에서 두 계통 사이의 눈에 띄는 차이를 나타

내었다(도 12a, 왼쪽). 필드 기록의 평균 스펙트럼 전력은 0.25-1 Hz에서 KO CO의 전력이 전반적으로 증가했으

며 일반적으로 느린 파장 진동(SWO, < 1Hz)(도 12b)으로 표시되었고 30-79.9 Hz 고주파수 범위에서 감소했다.

진동 전력(OP)은 기준선 조건 하에서 WT 계통보다 상당히 더 높은 곡선 아래 영역으로 정량화되었다(도 12c).

시간이 지남에 따라 KO 계통의 OP는 크게 감소한 반면, WT 계통의 OP는 그대로 유지되어 KO 계통의 발달 지연을

시사했다.

KO 계통의 과흥분성을 추가로 측정하기 위해, 발작 유도에 일반적으로 사용되는 경련제인 100 μM 4-AP를 기록[0210]

중에 절편에 적용했다. 4-AP는 WT 및 KO 계통 모두에 대한 LFP 기록의 변화를 보여주었지만(도 12a, 오른쪽),

KO 계통은 현저하게 증가된 활동을 나타냈으며, 이는 WT 트레이스에는 없었다. 스펙트럼 전력에 대한 4-AP의 효

과는 첨가한 지 5분 후에 분명해졌다. 4-AP가 있는 상태에서 WT 및 KO 계통 모두에 대한 샘플 트레이스의 교차-

주파수 커플링은 이전에 발작 하위상태를 특성화하고 분류하는 데 사용된 속성인 δ: HFO 주파수 쌍의 증가를

나타냈다(Guirgis 등, 2013). 중요하게도, WWOX cDNA를 함유하는 렌티바이러스의 형질도입은 평균 전력 스펙트

럼 밀도와 관련하여 KO 계통의 회복을 가져왔다(도 12d 및 e).

WWOX-고갈된 대뇌 오가노이드는 손상된 성상세포생성 및 DNA 손상 반응을 나타냈다[0211]

뇌에서 흥분성 활동과 억제성 활동 사이의 불균형이 발작의 주요 메커니즘이라는 것이 널리 받아들여지고 있지[0212]

만, 이것이 반드시 뉴런이 관련된 유일한 집단이라는 것을 의미하지는 않다. 간질 환자의 뇌 샘플이 염증, 성상

세포 활성화 및 신경아교증의 징후를 보인다는 것은 잘 알려져 있으며(Cohen-Gadol 등, 2004; Thom, 2009), 일

부 경우에서 유일한 조직병리학적 소견일 수 있다(Blumcke 등, 2017 ). 이 현상이 급성 손상의 결과인지 발작의

원인인지는 여전히 논쟁의 여지가 있다(Vezzani  등,  2011;  Robel  등,  2015;  Rossini  등,  2017;  Patel  등,

2019). 또한 최근 연구에서는 Wwox-null 마우스의 뇌에서 성상교세포증을 입증했다(Hussain 등, 2019).

이를 해결하기 위해, 면역형광 염색을 사용하여 15주 및 24주 CO에서 성상아교세포 마커인 신경교 섬유성 산성[0213]

단백질(GFAP) 및 S100 칼슘-결합 단백질 B(S100β)를 시각화했다(도 13a-c). 이것은 시간이 지남에 따라 진행되

고 W-AAV CO에서 부분적으로 역전된 WWOX-KO CO에서 성상세포의 현저한 증가를 나타냈다. 이는 20주 CO의 면역

블롯 분석에 의해 추가로 뒷받침되었다. GFAP는 또한 15주차에 풍부하지만 24주차에는 감소하는 RG(Middeldorp

등, 2010)를 표시하여, 초기 단계에서 잡음의 원인이 될 수 있다는 점에 주목할 만하다.

성상세포는 뇌에 있는 두 가지 별개의 세포 집단, 즉 신경발생에서 성상세포발생으로 전환하는 RG 세포 또는 성[0214]

상세포 전구 세포(APC)에서 발생한다(Zhang 등, 2016; Blair 등, 2018). 성상세포 마커의 이러한 차이를 추적하

기 위해, 6주 및 10주 된 CO를 비교했다. WT 오가노이드에서 성상세포 마커가 검출되지 않는 6주차 CO에서 VZ에

서 S100β의 상당한 발현이 관찰되었음을 발견했다(도 13d). 10주차에, WT와 KO 오가노이드 모두에서 S100β의

발현을 관찰했지만, 세포 증식 마커 Ki67로 공동 염색을 수행했을 때 유사한 아교세포 증식을 암시하는 이중-양

성 세포에서 유의미한 차이를 감지하지 못했다. SOX2
+
 핵과 함께 Ki67

+
 핵의 정량화는 WWOX-KO와 비교하여 WT에

서 SOX2의 비율이 온전하게 유지되었지만(WT에서 18.5%, 95% CI = 14.2-22.81; KO에서 19.5%, 95% CI = 15.29-

22.81),  증식  세포의  비율(WT에서  9.5%,  95%  CI  =  6.63-12.35;  KO에서  4.9%,  95%  CI  =  2.76-7.13)  및

Ki67
+
/SOX2

+
 이중-양성 세포의 비율이 감소했다(WT에서 51.83%, 95% CI = 41.18-62.48; KO에서 27.09%, 95% CI

= 14.1-40.1). 이러한 결과는 WWOX 손실 시 SOX2
+
 세포의 전체 증식이 감소하지만, VZ 외부의 총 RG 양은 영향

을 받지 않아 성상세포의 출처에 대한 의문을 제기한다는 것을 의미한다.

KO CO에서 vRG의 이러한 독특한 행동은 WWOX가 직접 관여하는 것으로 알려진 신호 경로인 생리학적 DNA 손상 반[0215]

응(DDR)을  조사하여  이의  기능을  자세히  살펴보도록  했다(Abu-Odeh  등,  2014b;  Abu-odeh  등,  2016).  이를

위해, DNA 이중-가닥 파손에 대한 대리 마커인 γH2AX 및 53BP1에 대해 염색했다. VZ의 가장 안쪽 층에 있는

SOX2
+  
세포의 핵에서 γH2AX 및 53BP1 병소의 현저한 축적을 발견했으며, 각각 WWOX-KO에서 평균 1.5 병소/핵
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[95% CI =1.33-1.74] 및 1.2 병소/핵[95% CI = 1-1.38]이었다. 이는 연령 일치 WT CO에서 0.78 γH2AX 병소/핵

[95% CI = 0.55-1.02] 및 0.62 53BP1 병소/핵 및, 연령 일치 W-AAV CO에서 0.58 병소/핵[95% CI = 0.38-0.77]

및 0.56 병소/핵 [95% CI = 0.37-0.76]과 비교된다(도 13e 및 f). 이러한 결과는 DDR 신호에서 WWOX의 직접적

인 역할과 일치한다(Aqeilan 등, 2014; Hazan 등, 2016). 중요한 것은 W-AAV CO가 향상된 DDR을 제공한다는 것

이다. 흥미롭게도, VZ의 고도로 증식하는 세포에서 더 많은 수의 γH2AX 병소가 발견되었으며, 이는 Ki67과의

공동 염색에 의해 관찰되었고 - 11.9%[95% CI = 8-15%]와 비교하여 SOX2
+
 세포의 18.6%가 KO CO에서 이중-양성

이었다[95% CI = 15-22%]. 이로 인해 손상된 세포의 지속적인 증식이 감소된 아폽토시스를 동반할 수 있으며,

이는 관문 억제의 손실을 나타낼 수 있다고 추측하게 되었다. 이 가설은 VZ에서 절단된 카스파제-3에 대한 염색

으로 해결되었으며, 이는 WWOX-KO에서 이들 세포의 아폽토시스 감소를 나타냈고 W-AAV CO에서 구제되었다.

결론적으로, WWOX-KO CO는 향상된 분화 RG로 인해 성상세포 수의 점진적인 증가와 신경 전구 세포의 DNA 손상[0216]

증가를 나타낸다.

WWOX-고갈된 대뇌 오가노이드의 RNA-시퀀싱은 주요 분화 결함을 드러냈다[0217]

분자 프로필을 조사하기 위해 15주 WT 및 KO CO에서 전체-전사체 RNA 시퀀싱(RNA-seq) 분석을 수행했다. 뇌 오[0218]

가노이드의 알려진 이질성에도 불구하고, 주요 성분 분석(PCA)은 샘플을 두 개의 별개의 클러스터로 분리했다.

분석 결과 15,370개의 차별적으로 발현된 유전자가 밝혀졌으며, 그 중 1,246개의 유전자가 WWOX-KO CO에서 상향

조절되었고 1.2보다 큰 배수 변화(FC > 1.2)와 유의미한 P-값(P < 0.01)이 모두 나타났으며, 1,021개의 유전자

가 하향조절되었다(FC <  1/1.2,  P  <  0.01).  상향조절된 상위 100개 유전자 중에서, GABA성(GABAergic) 뉴런

(GAD1,  GRM7,  LHX5)  및 성상세포(AGT,  S100A1,  GJA1,  OTX2)와 같은 신경 집단 및 칼슘 신호(HRC,  GRIN2A,

ERBB3,  P2RX3,  HTR2C,  PDGFRA)  및  축삭 유도(GATA3,  DRGX,  ATOH1,  NTN1,  SHH,  RELN,  OTX2,  SLIT3,  GBX2,

LHX5)와 관련된 유전자를 발견하였다. 하향조절된 상위 100개 유전자에는 GABA 수용체(GABRB3, GABRB2), 자가포

식(IFI16, MDM2, RB1, PLAT, RB1CC1) 및 mTOR 경로(EIF4EBP1, PIK3CA, RB1CC1)와 관련된 유전자가 있었다.

차별적으로 발현된 상위 3,000개 유전자의 유전자 집합 농축 분석(GSEA) 및 유전자 온톨로지(GO) 농축 분석은[0219]

무엇보다도 ATP 합성-커플링된 전자 수송 및 산화적 인산화와 관련된 과정의 억제를 밝혀냈으며, 이 모든 것은

마우스  모델에서  WWOX의  기능과  이전에  보고된  것과  일치한다(Abu-Remaileh  &  Aqeilan,  2014,  2015;  Abu-

Remaileh 등, 2018). 이전에 보고된 감소된 관문 억제와 일치하는 세포 주기의 음성 조절과 관련된 유전자의 하

향조절이 관찰되었다(Abu-Odeh 등, 2014b; Abu-odeh 등, 2016). 한편, 지역화, 뉴런의 운명 결정 및 특성화,

축 특성화(복부-등 및 전-후방), 해당작용 및 포도당신생합성과 관련된 경로에서 현저한 농축이 나타났으며, 이

중 일부는 과거 연구에서도 뒷받침된다(Wang 등, 2012, Abu-Remaileh & Aqeilan, 2014). 예상할 수 있듯이 상

향조절된 유전자는 Wnt 경로(예를 들어, WNT1, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT5A, WNT8B, LEF1, AXIN2, GBX2, ROR2,

LRP4, NKD1, IRX3, CDH1) 및 Shh 경로(예를 들어, SHH, GLI1, LRP2, PTCH1, HHIP, PAX1, PAX2)와 같은 발달 경

로와 관련이 있었다.

WWOX는 이전에 Wnt 신호전달 경로에 연루되었으므로(Bouteille 등, 2009; Wang 등, 2012; Abu-Odeh 등, 2014a;[0220]

Cheng 등, 2020; Khawaled 등, 2020), 본 CO 모델에서 이것을 추가 탐색을 시작했다. 먼저 RNA-seq 데이터를

사용하여 표준 표적(예를 들어, Axin2, TCF7L2, LEF1, TCF7L1), 뇌-특이적 표적(IRX3, ITGA9, GATA2, FRAS1,

SP5) 및 수용체(ROR2, FZD2, FZD10, FZD1)의 WNT 신호전달 경로(예를 들어, WNT1, WNT3, WNT5A, WNT8B)의 다른

구성원의 발현을 검사했다. 다음으로 qPCR을 사용하여 이들 유전자 중 일부를 확인했다(도 14a). 또한 WNT3,

WNT3A, WNT1 및 ROR2를 포함하여 W-AAV CO에서 일부 Wnt-관련 유전자의 하향조절을 관찰했다(도 14a). 또한,

Wnt 활성화를 증명하기 위해, 표준 Wnt 경로의 특징인 핵으로의 β-카테닌 전위를 시연했다. 이를 위해, 16주차

CO를 세포질 및 핵 분획으로 세분화하고 면역블로팅하였다(도 14b). WWOX-KO CO의 핵에서 정규화된 β-카테닌

강도가 약 1.7배 증가한 것을 발견했으며, 이는 WWOX 손실 후 Wnt 경로 활성화의 개념을 뒷받침한다. 이것은 또

한 6-24주에 여러 Wnt-관련 유전자(WNT3, AXIN2, LEF1 및 TCF7)의 운동학적 발현을 조사하여 뒷받침되었으며,

이는 WT CO의 점진적인 감소와 비교하여 KO CO에서 만성 Wnt 활성화를 나타냈다.

최근 증거에 따르면 발달 중 전뇌 오가노이드에서 Wnt가 활성화되면 뉴런 특성화 및 피질층 형성이 중단된다[0221]

(Qian 등, 2020). 이것이 WWOX-KO CO에서 발생하는지 여부를 확인하기 위해, RNA-seq 데이터에서 피질층 마커

(Qian 등, 2016)의 발현 수준을 조사했다. 흥미롭게도, 6개 층 모두에서 변화가 관찰되었으며, 층 I-IV(TBR1,

BCL11B, SATB2, POU3F2로 표시)는 감소된 발현을 나타내고 표면층 V-VI(CUX1 및 RELN으로 표시)는 현저한 증가

를 나타내었다. 이 패턴은 qPCR로도 확인되었다. 흥미롭게도, 면역형광 염색을 사용하여 단백질 수준을 조사했

을 때, WWOX-KO CO에서 TBR1
+
, CTIP2

+
(BCL11B) 및 SATB2

+
 뉴런이 혼합되어 손상된 발현 패턴 및 계층화도 관찰
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했다(도 17d 및 e). 이 결함은 진행성이었고 24주차에 악화되었다. 놀랍게도m 이소성 WWOX 발현의 효과를 조사

할 때, 덜 명확한 표현형이 관찰되었다; WWOX-KO CO와 비교하여 W-AAV CO에서 CTIP2
+
 세포 및 SATB2

+
 세포 수가

회복되고 계층화가 개선되었지만 RNA 수준은 부분적으로만 회복되었다. 대조적으로, WWOX-KO에서 상향조절된 표

면층 마커 CUX1 및 RELN의 발현은 상위층 마커 POU3F2(BRN2)와 함께 W-AAV에서 감소되었다. 중요한 것은 CO에서

등쪽 및 복부 유전자의 발현을 조사할 때, 높은 RNA 판독 수에 의해 평가된 바와 같이 오가노이드가 등쪽 정체

성임을 관찰했다. 주목할 점은 이러한 마커의 발현에서 WT와 KO 사이에 통계적으로 유의미한 차이가 관찰되지

않았다는 것이다.

전반적으로, RNA-seq는 WWOX-KO CO에서 손상된 공간 패터닝, 축 형성 및 피질 층 형성을 나타냈으며, 이는 세포[0222]

경로의 중단 및 Wnt 신호전달의 활성화와 관련이 있다. WWOX의 재도입은 이러한 변화를 어느 정도 방지하여 유

전자 치료에 대한 가능성을 더욱 뒷받침한다.

환자-유래 WWOX-관련 발달 및 간질성 뇌병증의 뇌 오가노이드[0223]

CRISPR-편집 세포를 사용한 질병 모델링이 널리 사용되는 도구이지만, 비평가들은 인간 환자의 전체 유전적 배[0224]

경을 모델링하지 않는다는 이유로 이에 반대한다. 따라서 심각도가 다른 WWOX-관련 질병을 앓고 있는 두 가족로

부터 기증된 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)를 재프로그래밍했다:첫 번째 가족은 동형접합 환자에서 WOREE 증후군

(DEE28)  표현형을 초래하는 c.517-2A>G  스플라이스 부위 돌연변이(Weisz-Hubshman  등,  2019)를 가지고 있다

(WSM 가족이라고 지칭); 두 번째 가족은 동형접합 환자에서 SCAR12 표현형을 초래하는 c.1114G>C(G372R) 돌연변

이(Mallaret 등, 2014)를 가지고 있다(WPM 가족이라고 지칭). 모든 iPSC 계통은 프라이밍된 hPSC 및 자가-재생

능력에 대해 정상적인 형태를 보였고 다능성 마커의 발현에 대해 평가되었다.

그런 다음 WSM 가족의 건강한 이형접합체 부모(WSM F1이라고 하는 아버지, WSM M2라고 하는 어머니, 총체적으로[0225]

WSM P라고 지칭) 및 아픈 동형접합 아들(WSM S2 및 S5 계통, 총칭하여 WSM S라고 지칭)로부터 분리된 iPSC에서

CO를 생성하는 작업을 진행했다. 또한 W-AAV CO에 대해 기재된 구제 접근 방식을 사용하고 WWOX를 WSM S5 게통

(WSM S5 W-AAV3 및 W-AAV6, 통칭하여 WSM S W-AAV라고 지칭)에 다시 도입했다. 그런 다음 이들 오가노이드를

뉴런 분화 및 VZ 형성에 대해 검증하였다(도 15a). hESC-유래 CO와 유사하게 WWOX는 주로 WSM F1 및 WSM M2의

VZ에서 발현되었다. β3-튜불린
+
-양성 세포와 SOX2

+
-양성 세포의 수는 비슷했지만, WSM S CO는 검출가능한 수준

의 WWOX를 나타내지 않았고, WSM S W-AAV CO는 WWOX를 전체적으로 발현했다.

다음으로 WSM S CO의 뉴런 흥분성을 평가하기 위해, WSM P CO의 24개 뉴런 및 WSM S W-AAV 오가노이드의 40개[0226]

뉴런과 함께 41개의 WSM S CO 뉴런에서 셀-부착 기록을 수행했다. WSM S, WSM P 및 WSM S W-AAV CO에서 활동

전위의 자발적 발화를 갖는 샘플 트레이스는 동일한 조건에서 기록된 세 군 간에 눈에 띄는 차이를 나타냈다.

WSM S CO는 WSM P 및 WSM S W-AAV 오가노이드와 비교하여 활동 전위의 폭발 및 전반적으로 증가된 뉴런 활동을

입증했다(도 15b). WSM S CO의 뉴런은 WSM P(P < 0.0001) 및 WSM S W-AAV(P < 0.0001) CO의 뉴런과 비교하여

발화율에서 급격한 증가(약 4배)를 보였다(도 15c). WSM P와 WSM S W-AAV CO의 뉴런의 발화율 사이에는 유의한

차이가 없었다(P = 0.7681). 중요한 것은 WSM F1 계통의 CO를 WSM M2 계통과 비교할 때 유의한 차이가 관찰되지

않았다는 것이다(P = 0.0952). 전반적으로, 본 결과는 부모와 비교하여 WOREE 증후군 환자에서 유래된 7주 된

오가노이드에서 뉴런의 과흥분성을 보여준다.

다른 연구 본 결과와 일관되게, 10주차 WSM S CO는 WSM F1 및 WSM M2와 비교하여 GAD67의 증가된 발현을 나타냈[0227]

으며, 표현형은 WSM S W-AAV CO에서 역전되었다(도 15d 및 e). VGLUT1의 발현은 다른 계통 간에 변경되지 않았

다. 다음으로 성상세포 마커의 발현을 평가하고 연령-일치 대조군과 비교하여 WSM S에서 GFAP 및 S100β의 증가

된 발현을 발견했다(도 16a). WSM S CO의 vRG에서 DDR 결함도 명백했다(도 16b 및 c). Wnt 경로의 상태는 또한

qPCR을 사용하여 평가되었으며, 연령-일치된 WSM P 및 WSM S W-AAV와 비교하여 10주차 WSM S CO에서 활성화를

시사하는 발견이 있었다(도 16d). 마지막으로, 면역형광법을 사용하여 피질 적층을 평가하고 WSM S CO에서 피질

마커 CTIP2
+
 및 SATB2

+
의 감소된 발현을 발견했다(도 16e 및 f).

표현형의 주요 부분이 CO의 피질 영역에서 관찰되었고 피질에서 WWOX에 대한 입증된 역할이 주어졌기 때문에,[0228]

피질-특이적 프로토콜을 사용하고 전뇌 오가노이드(FO)를 생성하기로 결정했다(Qian 등, 2016 , 2018). 첫째,

재현성을 검증하기 위해, WSM F1 및 WSM S5에서 FO를 생성하고 WSM CO에 대해 유사한 표현형을 찾았다.

다음으로 이의 환자가 온화한 표현형을 갖는 WPM SCAR12 계열이 WOREE 증후군의 우리의 CO 및 FO와 유사한 표현[0229]

형을 나타내는지 연구하고자 했다. 건강한 이형접합 아버지와 어머니(WPM F2 및 WPM M3) 및 이들의 영향을 받은
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동형접합 딸과 아들(WPM D1 및 WPM S1)로부터 FO를 생성했다. 예상대로, FO는 β3-튜불린 및 SOX2의 형태, 성장

및 발현 측면에서 구분할 수 없었고, WPM F2 및 WPM M3의 VZ에서는 WWOX가 검출되었지만, WPM D1 및 S1에서는

신호가 거의 관찰되지 않았으며 iPSC에서 WWOX 수준과 일치했다. 등쪽 전뇌 정체성은 PAX6에 대한 염색을 통해

확인되었다. 놀랍게도, 뉴런 마커의 전사체 발현 수준은 글루타메이트성 및 GABA성(GABAergic) 뉴런 사이의 비

율에서 명확한 차이를 나타내지 않았다. 유전자형이 유사한 계통의 FO 간에 약간의 차이가 있었지만, 건강한

iPSC 계통(WPM F2 및 WPM M3)과 질병-보유 계통(WPM D1 및 WPM S1) 사이의 비슷한 수준의 피질층 마커 발현은

정상적인 뉴런 및 피질 발달의 개념을 뒷받침했다. 흥미롭게도, Wnt 유전자의 RNA 수준은 Wnt 경로 활성화를 암

시하는 패턴을 보여주었고, 이는 경미한 질병의 병인에 대한 역할에 대한 의문을 제기한다. 또한 성상세포 수준

에 대한 면역염색 및 qPCR 분석은 유의미한 차이를 나타내지 않았다. 마지막으로, FO의 VZ에서 DDR 신호를 분석

한 결과 건강한 SCAR12 개체과 아픈 SCAR12 개체 간의 DNA 손상 병소 축적의 주요 차이점을 관찰하지 못했다.

전체적으로, 이 데이터는 SCAR12와 WOREE 증후군-유래 오가노이드 사이의 다른 발달 결과를 시사한다.

논의[0230]

DEE는 기저의 분자 병리가 알려지지 않은 중증 신경 증후군 군이다(Howell 등, 2021). 인간 샘플에 대한 접근성[0231]

부족과 함께 현재의 의학적 치료가 부족한 것은 놀라운 일이 아니다. 본 연구는 조직-관련 맥락에서 인간 난치

성 DEE를 모델링하기 위해 중증 WOREE 증후군에서 WWOX의 역할과 함께 발달 생물학의 주요 기술 발전을 활용하

기 시작했다. 전기 생리학과 함께 유전자 조작 및 재프로그래밍을 활용하여, WWOX CRISPR-편집 및 환자-유래 뇌

오가노이드 모두에서 과흥분성을 관찰하여 간질 활동을 성공적으로 입증했다. 그런 다음 질병 병리생리학에 대

한 가능한 메커니즘을 강조하는 세포 및 분자 변화를 추가로 조사했다. 첫째, 뉴런 집단은 양적으로는 대체로

손상되지 않았지만 GABA성(GABAergic) 마커가 현저하게 증가한 것을 발견했다. 이러한 발견은 RNA-seq에 의해

관찰되는 GABA 수용체 성분의 감소를 고려할 때 더욱 놀라운 것이다. 이것은 이러한 오가노이드에서 관찰되는

증가된 전기 활동을 지원하는 정상적이고 균형잡힌 뉴런 네트워크의 발달이 중단되었음을 나타낼 수 있다. 발달

과정에서 GABA성(GABAergic) 시냅스가 탈분극 효과를 갖는다는 몇 가지 증거가 있음을 주목해야 한다(Obata 등,

1978; Ben-Ari 등, 2007; Murata & Colonnese, 2020). 발달 간질의 발작 역학은 탈분극 GABA 반응에 의존하는

것으로 알려져 있고, 특히 세포 내 염화물의 축적으로 인해 탈분극 염화물 역전 전위가 생겨 GABAA 수용체 활성

화 시 과분극 대신 흥분성이 증가한다(Khalilov 등, 2005; Ben-Ari 등, 2007). WWOX-고갈된 CO 및 WSM FO에서

증가된 평균 스펙트럼 전력의 증거 및 WWOX를 함유하는 렌티바이러스의 존재 하에서의 회복은 탈분극 GABA가 발

작 감수성에 중요한 역할을 한다는 생각을 더욱 강화한다. 이러한 발견은 미성숙 뉴런에 대한 일반적인 항경련

제 요법의 효능 부족에 대한 새로운 시각을 제시하며(Khalilov 등, 2005; Murata & Colonnese, 2020), WWOX-고

갈된 CO를 흥분성 GABA성(GABAergic) 반응을 표적으로 하는 새로운 요법을 테스트하고 연구하는 데 유용한 모델

로 만든다. SWO의 증가는 이전에 발작 주기의 다양한 단계, 시작, 발작 전체 및 종료와 관련이 있었다(Bragin &

Engel, 2008). 이전 연구는 또한 SWO가 피질의 흥분성을 조절하고(Vanhatalo 등, 2004) 발작 전 기간 동안 발

작-개시 영역을 국소화할 수 있음을 입증했다(Miller 등, 2007). 또한 느린 파동은 만삭아와 조산아에서 EEG 발

작 활동의 특징으로 확인되었다(Patrizi 등, 2003). 발작 발생 중 SWO의 메커니즘은 잘 알려져 있지 않다. 그러

나 몇 가지 가설은 세포외 칼륨의 증가, pH의 변화, 아교세포 기능장애 및/또는 혈액-뇌 장벽 기능을 제안한다

(Bragin & Engel, 2008). 메커니즘을 탐색하는 것은 본원의 범위를 벗어나지만 향후 탐색할 흥미로운 방향이다.

한편, 도 12a-c는 베타(12-30 Hz) 및 감마(>30 Hz) 진동과 같은 더 높은 주파수 활동의 감소를 보여준다. 더 높[0232]

은 주파수 활동, 특히 감마 진동은 특정 병소 영역에서 발작이 시작되기 전에 증가하는 것으로 알려져 있고 간

질발생의 가능한 결정 요인으로 연구되었지만(Medvedev 등, 2011), 본 데이터는 WWOX-관련 발작에 대해 이를 지

원하지 않는다. 이에 대한 한 가지 가능한 설명은 7주 된 CO의 성숙도이다. 감마 진동은 기능적 연결성과 연관

되며 뇌 구조 내외의 신경망을 통합한다(Kheiri 등, 2013; Ahnaou 등, 2017). 이러한 고주파수 범위에서 낮은

전력은 WWOX-KO 오가노이드의 지연된 발달 및 저하된 기능적 연결성으로 인한 것일 수 있다. 12주 WSM FO에서

흥미로운 관찰은 WSM S5 FO의 활동이 고주파수 범위에서 향상되었다는 것이다. 이러한 대조는 연령, 발달 프로

토콜 또는 감지된 간질 활동에 대한 기저의 메커니즘으로 인한 것일 수 있다. 특히 기저 메커니즘은 심층 단일-

세포 분석과 표적 채널 차단제 및 약물 사용을 통해 추가 조사가 필요하다.

둘째, 뇌 오가노이드에서 관찰되는 다른 집단을 면밀히 조사하여 성상세포 마커의 증가를 발견한 반면, 높은 수[0233]

준의 WWOX를 발현하는 RG 집단은 정상적인 비율을 유지하는 것으로 보였다. 이 패턴은 초기에 감지되었으며 APC

가 아닌 vRG에서 비롯된 것으로 나타났다. 가능한 설명은 WWOX-고갈된 오가노이드에서 관찰되는 손상된 DDR 신

호이다; ESC-유래 및 일차 뮤린 신경 줄기 세포(NSC)에 대한 이전 연구에서는 핵 또는 미토콘드리아 DNA에 DNA

손상 병소가 축적되면 NSC가 성상세포 분화로 이동하는 것으로 나타났다(Wang 등, 2011; Schneider 등, 2013).
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CNS에서, 생리적 DNA 절단은 복제 스트레스(주로 전구 세포 분열에서), 반응성 산소 종(ROS)의 축적으로 인한

산화 및 대사 스트레스, 및 심지어 뉴런 활동(발달 과정및 학습의 일부)에 의해 형성될 수 있다(Suberbielle

등, 2013; Madabhushi 등, 2014; Madabhushi 등, 2015). 이러한 파손의 수리 장애는 CNS 병리 및 신경변성 생

성과 관련이 있다(Suberbielle 등, 2013; Madabhushi 등, 2014; Shanbhag 등, 2019). 본 연구 결과는 vRG에서

WWOX의 항상성 역할을 제안하며,여기서 WWOX는 생리학적 조건에서 적절한 DDR 신호를 유지하고 손상된 분화와

관련된 DNA 손상의 축적을 방지한다. DDR 분석을 위해 vRG에 초점을 맞추기로 선택했지만 WWOX를 높게 발현하기

때문에,  본  데이터에  따르면  이러한  파손이  vRG에  특별히  축적되어  자손에서  지속될  수  있음을  시사하지

않는다.

기능적 시냅스 및 복잡한 신경망 역학을 발달시키는 뇌 오가노이드의 능력이 집중적인 연구를 통해 빠르게 확립[0234]

되고 있지만(Trujillo 등, 2019; Sidhaye & Knoblich, 2020), 간질 활동을 모델링하는 능력은 최근에야 연구되

고 있다(사전인쇄: Samarasinghe 등, 2019; Sun 등, 2019). Sun 등(2019)은 UBE3A-KO hESC를 사용하여 엔젤맨

(Angelman) 증후군을 모델링하기 위해 뇌 오가노이드를 활용했으며, 2D 및 마우스 모델에서 관찰된 과잉 활성

뉴런  발화,  비정상적인  네트워크  동기화  및  기저  채널병증을  요약했다(Sun  등,  2019).  사마라싱헤  등

(Samarasinghe 등(2019))은 오가노이드 융합 방법을 활용하고 레트 증후군 환자의 iPSC에서 억제성 인터뉴런이

풍부한 오가노이드를 생성했다. 질병-보유 오가노이드에서, 그들은 과흥분성에 대한 민감성, 미세회로 클러스터

의 감소, 반복적인 간질 스파이크 및 변경된 주파수 진동을 관찰했으며, 이는 기능장애 억제 뉴런으로 거슬러

올라간다(사전 인쇄: Samarasinghe 등, 2019). 또한, 이 모델은 돌연변이된 오가노이드를 발프로산(VPA) 또는

TP53 억제제인 피피트린-α(PFT)로 처리하는 치료 옵션을 테스트하는 데 사용되었으며, 비히클 처리에 비해 뉴

런 활동이 개선되었으며 VPA보다는 PFT를 사용한 결과가 더 우수했다. 선구적이긴 하지만, 이 연구는 질병-모델

링 오가노이드에서 보이는 전기생리학적 변화에 초점을 맞췄다. 기계론적 연구(Blumcke 등, 2017)를 지시하기

위한 간질 환자의 총 신경조직학적 변화의 부족을 고려하여, 본 연구는 간질의 분자 연구를 위한 뇌 오가노이드

의 활용을 강화하고자 했다. 이 목적은 대량 RNA-seq 분석에 의해 강조되었으며 결함이 있는 지역 정체성 획득,

피질층 파괴 및 Wnt 신호 활성화를 보여준다. 후자는 발작-유도된 뇌 결과의 조절자로서 Wnt 신호전달 경로의

의도된 역할에 비추어 특히 관심이 있으며, 따라서 치료 표적이 될 수 있다(Yang  등, 2016;  Qu  등, 2017;

Hodges & Lugo, 2018). 앞서 언급한 피질 이상적층(dyslamination)은 약물-내성 간질의 병인에서 잘 알려진 역

할을 하는 피질 이형성증(dysplasia)을 연상시킨다(Tassi 등, 2002; Fauser 등, 2006; Kobow 등, 2019).

본 연구 결과와 일치하게, WOREE 증후군을 앓고 있는 태아의 뇌 조직학을 조사한 최근 연구는 자발적인 WWOX 돌[0235]

연변이가 있는 래트 모델에서도 검증된 표현형인, 피질의 분자층 내 외부 과립층의 비정상적인 이동을 보고했다

(Iacomino 등, 2020). 이 관찰은 shRNA를 사용하여 WWOX를 침묵시킨 후 인간 뉴런 전구 세포(hNPC)에 대해 코

슬라 등(Kosla  등(2019))이 수행한 전사체의 분석에 의해 추가로 뒷받침된다. 이 연구는 WWOX를 녹다운하면

hNPC가 WT hNPC에 존재하는 신경 능선 분화 및 이동 및 세포-세포 접착과 관련된 유전자의 강화를 잃게 된다는

것을 발견했다. 저자는 또한 감소된 미토콘드리아 산화환원 전위, 성장 표면에 대한 세포 부착력 향상, MMP2 및

MMP9 발현 감소를 보고했다. 이아코미노 등(Iacomino 등(2020))은 뉴런 이동 및 분화와 관련된 유전자에 초점을

맞춰 이 전사체 데이터를 재분석했으며, 미세소관 단백질 및 키네신 계열 단백질과 같은 일부 신경 이동 -관련

유전자의 발현 감소를 발견했다. 특히, 피질 층형성은 WWOX가 결합 파트너를 통해 연루된 경로인 Wnt 경로(Qian

등, 2020)의 상태에 의해 영향을 받는 것으로 밝혀졌다. 예를 들어, WWOX는 흐트러진(Disheveled) 단백질 Dvl1

및 Dvl2에 결합하는 것으로 밝혀졌으며, 후자는 WWOX에 의해 억제되어 Wnt 경로를 약화시킨다(Bouteille 등,

2009; Abu-Odeh 등, 2014a). 본 연구는 Wnt 활성화와 이전에 설명된 현상인 DNA 손상 사이의 가능한 크로스토크

를 더욱 강조한다(Elyada 등, 2011). 이것은 이전에 설명한 WWOX의 다면발현성 기능(Abu-Remaileh 등, 2015)과

매우 일치하며 RNA-seq에서 볼 수 있는 세포 주기 및 MDM2 수준의 감소된 음성 조절과도 일치한다. KO CO의 VZ

에 있는 Ki67
+
 세포에서 DNA 파손의 축적을 발견했으며, 이는 Wnt 활성화로 설명될 수 있으며 증식을 촉진하고

복제 스트레스 가능성이 있다.

뇌 오가노이드의 질병 모델링 외에도, WWOX를 hESCs 게놈에 다시 도입함으로써 나타나는 표현형을 구제하려고[0236]

시도했다. 이로 인해 CO 및 부분 구제에서 보이는 모든 세포 집단에서 WWOX의 초생리학적 발현이 발생했다. 이

러한 결과는 표현형을 교정하고 가능하면 치료 개입을 위한 수단으로서 WWOX의 성공적인 재도입에 대한 개념 증

명을 제공한다. 그러나 본 연구 결과는 WOREE 증후군 환자의 성공적인 유전 치료 접근법을 위해 집단-표적 전달

최적화 및 발현 수준 미세 조정의 중요성을 시사한다.

마지막으로, WOREE 증후군(WSM)과 비교적 경미한 표현형인 SCAR12(WPM)를 앓고 있는 환자로부터 FO를 생성했다.[0237]

본 연구 결과는 두가지 뇌 오가노이드 배양 프로토콜(CO 및 FO)이 유사한 결과를 초래하여 WWOX 결핍의 표현형
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을 확인하고 그것이 피질에서 유래한다는 것을 나타낸다. 흥미롭게도 SCAR12 계열을 모델링할 때, WOREE 오가노

이드에서와 동일한 발달 이상을 관찰하지 못했다. SCAR12 FO는 전뇌 뉴런 집단 발달, 성상세포 발달 및 DDR 신

호전달에서 매우 약한 차이를 보였다. 이는 증후군 간에 나타나는 차이를 모델링하는 시스템의 기능을 강화하고

희귀  SCAR12  증후군과  WWOX의  다면발현성  기능에  대한  면밀한  조사의  필요성을  지적한다(Abu-Remaileh  등,

2015; Banne 등, 2021). 다른 가족의 건강한 이형접합 부모에서 WWOX 발현에 현저한 차이가 있지만, 영향을 받

은 동형접합 환자에서 관찰된 수준에는 매우 작은 차이가 있다는 것은 주목할 만하다. 이러한 결과는 질병 중증

도가 총 발현 수준이 아니라 WWOX의 기능적 수준과 상관관계가 있는지에 대한 의문을 제기한다.

전반적으로, 본 데이터는 소아기 간질성 뇌병증을 모델링하는 뇌 오가노이드의 능력을 입증하는 동시에 WWOX의[0238]

생식계열 돌연변이 환자에게서 나타나는 병리학적 변화와 치료 개발을 위한 가능한 접근 방식을 설명한다.

재료 및 방법[0239]

세포 배양 및 플라스미드[0240]

WiBR3 hES 세포주 및 생성된 iPS 세포주는 FGF/KOSR 조건에서 조사된 DR4 마우스 배아 섬유아세포(MEF) 영양 층[0241]

에서  5%  CO2  조건으로  유지되었다:  15%  녹아웃  혈청  대체물(KOSR,  Gibco;  10828-028),  1%  글루타맥스

(GlutaMAX)(Gibco; 35050-038), 1% MEM 비필수 아미노산(NEAA, Biological Industries; 01-340-1B), 1% 나트

륨 피루베이트(Biological Industries; 03-042-1B), 1% 페니실린-스트렙토마이신(Biological Industries; 03-

031-113)  및  8  ng/ml  bFGF(PeproTech;  100-18B)로  보충된  DMEM/F12(Gibco;  21331-020  또는  Biological

Industries;  01-170-1A).  배지를  매일  교체하고  배양액을  수동으로  또는  트립신  유형  C(Biological

Industries, 03-053-1B)으로 트립신화하여 5-7일마다 계대했다. Rho-연관 키나아제 억제제(ROCKi, Y27632로도

알려짐)(Cayman; 10005583)를 10 μM 농도에서 계대 후 처음 24-48시간 동안 첨가했다.

hESC의 형질주입을 위해, 세포를 전기천공 24시간 전에 10 μM ROCKi에서 배양하였다. 트립신 C 용액을 사용하[0242]

여  세포를  분리하고  총  100  μg  DNA  작제물과  혼합된  PBS(Ca
2+
 및  Mg

2+
 포함)에  재현탁하고  진  펄서(Gene

Pulser)  Xcell  시스템(Bio-Rad;  250  V,  500  μF,  0.4  cm  큐벳)에서 전기천공했다.  이어서 ROCKi가  보충된

FGF/KOSR 배지에서 MEF 영양 층 상에 세포를 플레이팅하였다. WWOX-KO의 경우, 엑손 1을 표적으로 하는 sgRNA를

함유하는 px330 플라스미드를 pNTK-GFP와 1:5 비율로 공동 전기천공하고, 48시간 후에 GFP-양성 세포를 분류한

다음 집락 분리를 위한 MEF  영양 플레이트에서 약 10일 후 드물게 플레이팅했다(10  cm  플레이트당 2,000개

세포). WWOX  재도입을 위해, WWOX  코딩 서열을 보유하도록 클로닝된 pAAVS-2aNeo-UBp-IRES-GFP  플라스미드를

AAVS1 유전자좌를 표적으로 하는 px330과 함께 전기천공하고(Guernet 등, 2016), GFP에 대해 분류하고, 집락 분

리를 위해 0.5 μg/ml 퓨로마이신으로 선별하였다. 유전자 편집은 웨스턴 블롯을 통해 검증되었다. sgRNA 서열

은 표 EV3에 기록되어 있다.

RNA 또는 단백질 분리를 위해, hPSC를 위에 표시된 대로 마트리겔(Matrigel) 코팅 플레이트(Corning; 356231)[0243]

에 계대하고 뉴트리스템(NutriStem) hPSC XF 배지(Biological Industries; 05-100-1A)에서 배양했다.

대뇌 오르가노이드 생성, 배양 및 렌티바이러스 감염[0244]

대뇌 오가노이드는 이전에 설명한 대로 hESC에서 생성되었으며(Lancaster  등,  2013;  Lancaster  &  Knoblich,[0245]

2014; Bagley 등, 2017; Lancaster 등, 2018) 다음과 같은 변경 사항이 있다:

인간 WiBR3 세포 및 WSM iPSC는 유사분열적으로 비활성화된 MEF에서 유지되었다. 프로토콜 시작 4-7일 전에, 세[0246]

포를 MEF 또는 마트리겔(Matrigel)(Corning; FAL356231)로 코팅된 60 mm 플레이트에 계대하고 70-80% 컨플루언

스에 도달할 때까지 성장시켰다. 0일에, hESC 집락를 0.7 mg/ml 콜라게나제 D 용액(Sigma; 11088858001)을 사

용하여 MEF에서 분리하고 트립신 유형 C로 2분간 신속하게 처리하여 단일 세포 현탁액으로 분리했다. 마트리겔

(Matrigel)에서 배양된 세포의 경우, 콜라게나제 D 치료를 건너뛰고, 세포를 트립신 유형 C로 즉시 해리시켰으

며 이 시점부터 프로토콜의 다른 변경은 없었다. 경험적으로만 관찰되었지만 최종 결과에는 큰 차이가 없었다;

그러나 MEF-배양 hPSC는 신경 유도의 성공률이 더 나은 것으로 보였으므로 우선적으로 사용되었다.

해리 후, 세포를 계수하고 DMEM/F12-보충된 20% KOSR, 3% USDA-인증 hESC-품질 FBS(Biological Industries),[0247]

1% 글루타맥스(GlutaMAX), 1% NEAA, 100 μM 2-메르캅토에탄올(Sigma; M3148), 4 ng/ml bFGF 및 10 μM Rocki

로 구성된 hESC 배지에 현탁시켰다. 배아체(EB) 형성을 위해, 9,000개의 세포를 초저부착 V-바닥 96-웰 플레이

트(S-Bio Prime; MS-9096VZ)의 각 웰에 시딩했다. EB는 추가 5일 동안 격일로 공급되었으며, 첫 번째 변경 시

신선한 bFGF와 ROCKi가 첨가되었다. 6일째에 배지를 DMEM/F12, 1% N2 보충제(Gibco; 17502048), 1% 글루타맥스
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(GlutaMAX), 1% MEM-NEAA 및 1 μg/ml 헤파린 용액(Sigma; H3149)으로 구성된 신경 유도(NI) 배지로 교체했다

(Bagley 등, 2017). NI 배지는 신경상피가 형성될 때까지(보통 11-12일) 격일로 교체되었으며, 품질 관리는 표

시된 대로 수행되었으며(Lacaster & Knoblich, 2014; Bagley 등, 2017), 잘 발달된 EB가 마트리겔(Matrigel)

액적에  임베딩되었다(Lacaster  &  Knoblich,  2014;  Bagley  등,  2017).  액적을  DMEM/F12  및  신경-기저 배지

(Neuro-basal Medium)(Gibco; 21103049 또는 Biological Industries; 06-1055110-1A), 0.5% N2 보충제, 비타

민 A가 없는 1% B27 보충제(Gibco; 12587010), 1% 글루타맥스(GlutaMAX), 1% 페니실린/스트렙토마이신, 0.5%

NEAA, 50 μM 2-메르캅토에탄올, 2.5 μg/ml 인간 재조합 인슐린(Biological Industries; 41-975-100) 및 3 μ

M  CHIR-99021(Axon  Medchem;  1386)의 1:1  혼합물로 구성된 대뇌 분화 배지(CDM,  Cerebral  Differentiation

Medium)를 갖는 90-mm 멸균, 미처리 배양 접시(Miniplast; 825-090-15-017)로 옮겼다. 배지는 격일로 교체되었

다. 16일부터, B27 보충제는 비타민 A가 함유된 B27 보충제(Gibco, 17504044)로 변경되고, CHIR-99021가 없고,

400μM 비타민 C(Sigma, A4403) 및 12.5 mM HEPES 완충액(Biological Industries, 03-025-1B)을 함유하는, CDM

과 유사하게 구성된 대뇌 성숙 배지(CMM, Cerebral Maturation Medium)(Lacaster 등, 2018)에서 37℃ 및 5%

CO2의  오비탈  셰이커에서  오가노이드를  배양했다.  배지는  2-4일마다  교체되었다.  6주부터,  1%  마트리겔

(Matrigel)을 배지에 첨가했다. 오염 가능성을 줄이기 위해, 30일마다 오가노이드를 신선한 멸균 플레이트로 옮

겼다. 설명된 모든 배지는 0.22-μm 필터를 통해 여과되었으며 사용 전까지 4℃에서 보관되었다. 달리 명시되지

않는 한 모든 분석에서 동일한 배치의 오가노이드를 사용했다.

WWOX의 렌티바이러스 형질도입은 이전에 발표된 대로 수행되었다(Deverman 등, 2016; Khawaled 등, 2019). 간[0248]

단히 말해, WWOX를 운반하는 바이러스는 pDEST12.2TM 대상 벡터(Gateway Cloning Technology)에서 생성되었다.

초원심분리 후, 역가는 293T 세포를 감염시켜 경험적으로 결정하였다. 배양 35일째에 개별 CO를 1:100의 바이러

스-함유 배지 및 5 μg/ml 폴리브렌(Merck; TR-1003-6)을 갖는 CMM을 함유하는 에펜도르프(Eppendorf) 튜브로

옮기고 밤새 인큐베이션했다. 다음날, 오가노이드를 신선한 배지로 진탕 배양에 다시 넣었다.

체세포의 재프로그래밍[0249]

WOREE 및 SCAR12 증후군에 걸린 가족의 혈액 샘플은 카플란 메디컬센터 헬싱키 위원회(Kaplan Medical Center[0250]

Helsinki Committee)의 승인 하에 연구 목적으로만 기증되었으며, 모든 대상체로부터 정보에 입각한 동의를 얻

었으며 모든 실험은 헬싱키 및 보건 복지부 벨몬트 보고서의 WMA 선언에 명시된 원칙을 준수했다.

PBMC에서  직접  iPSC를  유도하는  것은  제조업체의  지침에  따라  야마나카  인자(Yamanaka  factor)  및  센다이[0251]

(Sendai)  바이러스 CytoTune-iPS  2.0  키트로 감염시켜 수행했다.  간단히 말해서,  PBMC의  혈액 샘플을 피콜

(Ficoll)  구배로  분리하고  스템프로(StemPro)-34  영양보충제(Gibco;  10639-011),  100  ng/ml  인간

SCF(PeproTech;  300-07),  100  ng/ml  인간  FLT-3  리간드(R&D  Systems;  308-FKE),  20  ng/ml  인간  IL-

3(PeproTech; 200-03) 및 10 ng/ml 인간 IL-6(PeproTech; 200-06)이 보충된 StemPro-34
TM
 배지(Gibco; 10639-

011)로 배양하였다. 24시간 후, 배지의 절반을 교체하였다. 프로토콜의 0일째인 추가 24시간 후, 세포를 6-웰

플레이트로 옮기고, 재프로그래밍 바이러스 혼합물을 첨가하고, 플레이트를 실온에서 30분 동안 1,000xg에서 원

심분리하였다.  세포를  재현탁하고  인큐베이터에  밤새  다시  넣었다.  다음날,  남아있는  바이러스를  제거하기

위해, 세포를 원심분리 세척하고 완전히 보충된 스템프로(StemPro)-34 배지에 재현탁하고, 2일째 여분의 배지를

첨가하였다. 3일째, 세포를 10 cm MEF-코팅된 플레이트로 옮기고, 배지의 절반을 사이토카인이 없는 완전한 스

템프로(StemPro)-34로 교체하고 절반의 배지를 격일로 교체했다. 7일까지, 재프로그래밍의 다른 단계에 있는 세

포가 보였고, 재프로그래밍-관련 아폽토시스을 방지하기 위해 배지를 10 μM ROCKi가 보충된 mTeSR로 점진적으

로 변경했다. 16일째에, 정상적인 형태 및 성장 속도를 갖는 집락를 선택하고, 확장하고, 다능성 마커의 발현에

대해 검증하고, WWOX 돌연변이에 대해 시퀀싱하였다.

전뇌 오르가노이드 생성 및 배양[0252]

전뇌 오가노이드는 이전에 설명한 대로 iPSC에서  생성되었으며(Qian  등,  2016,  2018),  변경 사항은 아래와[0253]

같다:

iPSC 세포는 유사분열적으로 비활성화된 MEF에서 유지되었다. 프로토콜 시작 4-7일 전에 세포를 MEF-코팅된 60[0254]

mm 플레이트에 계대하고 최대 70-80% 컨플루언시까지 배양했다. 0일에, iPSC 집락를 분리, 해리 및 CO와 동일하

게 계수하고 DMEM/F12, 20% KOSR, 1% 글루타맥스(GlutaMax), 1% MEM-NEAA, 1% 페니실린/스트렙토마이신 및 100

μM 2-메르캅토에탄올을 함유하는 hPSC 배지에 재현탁시켰다. 웰당 9,000개의 세포를 V-바닥 96-웰 플레이트에

시딩하였다. 1일째, 배지를 2 μM A83(Axon Medchem; 1421) 및 100 nM LDN-193189(Axon Medchem; 1527)가 새로
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보충된 hPSC 배지인 신경외배엽 배지(Neuroectoderm Medium, NEM)로 변경하고 격일로 교체했다. 5일과 6일에,

배지의 절반을 흡인하고 DMEM/F12, 1% N2 보충제, 1% 글루타맥스(GlutaMax), 1% 페니실린/스트렙토마이신, 1%

NEAA, 10 μg/ml 헤파린, 1 μM CHIR-99021(Axon Medchem, 1386) 및 1 μM SB-431542(Sigma, S4317)로 구성된

신경 유도 배지(NIM)로 교체했다. 7일째에 표시된 대로 품질 관리 및 마트리겔(Matrigel) 임베딩을 수행하고

(Qian 등, 2018), 격일로 배지를 교체하면서 NIM에서 EB를 계속 배양했다. 14일에, 마트리겔(Matrigel) 제거가

수행되었고(Qian 등, 2018), 배지는 DMEM/F12, 1% N2 보충제, 비타민 A를 갖는 1% B27, 1% NEAA, 1% 글루타맥

스(GlutaMax), 1% 페니실린/스트렙토마이신, 50 μM 2-메르캅토에탄올 및 2.5 μg/ml 인슐린로 구성된 전뇌 분

화 배지(Forebrain Differentiation Medium, FDM)으로 변경하고, 37℃ 및 5% CO2에서 오비탈 쉐이커로 옮겼다.

배지는 2-3일마다 교체했다. 71일째에, 배지를 신경기저 배지, 비타민 A가 포함된 1% B27 보충제, 1% 글루타맥

스(GlutaMax), 1% 페니실린/스트렙토마이신, 50 μM 2-메르캅토에탄올, 200 μM 비타민 C, 20 ng/ml 인간 재조

합 BDNF(Pepro-Tech; 450-02), 20 ng/ml 인간 재조합 GDNF(PeproTech; 450-10), 1 μM 디부티릴-cAMP(Sigma;

D0627) 및 1 ng/mL TGF-β1(PeproTech; 100-21C)를 함유하는 전뇌 성숙 배지(FMM)로 변경했다. 배지는 2~3일마

다 교체했다.

면역형광[0255]

오가노이드 고정 및 면역염색은 이전에 설명한 대로 수행되었다(Mansour 등, 2018).  간략하게, 오가노이드를[0256]

PBS에서 3회 세척한 다음, 4% 얼음처럼 차가운 파라포름알데히드에서 45분 동안 고정을 위해 옮겼고, 차가운

PBS에서 3회 세척하고, 30% 수크로스 용액에서 밤새 평형화하여 동결 보호했다. 다음날, 오가노이드를 OCT에 임

베딩하고 드라이아이스에서 급속 냉동하고 라이카(Leica) CM1950 저온 유지 장치로 10 μm로 절단했다.

면역형광 염색을 위해,  섹션을 실온으로 가온하고 재수화를 위해 PBS로  세척하고 PBS  중  0.1  %  트리톤 X-[0257]

100(PBT)으로 투과시킨 다음 5% 정상 염소 혈청(NGS)및 PBT 중 0.5% BSA를 함유하는 차단 완충액에서 1 시간 동

안 차단했다. 그런 다음 섹션을 차단 용액에 희석된 1차 항체와 함께 밤새 4℃에서 인큐베이션했다. 다음날, 섹

션을 0.05% 트윈-20을 함유하는 PBS(PBST)에서 진탕하면서 3회 세척하고 2차 항체 및 차단 완충액에 희석된 훽

스트(Hoechst) 33258 용액과 함께 실온에서 1.5시간 동안 인큐베이션하였다. 절편을 진탕하면서 PBST에서 4회

세척하고 커버슬립을 면역형광 봉입제(Immunofluorescence Mounting Medium)(Dako; s3023)을 사용하여 봉입했

다.  섹션은  올림푸스  FLUOVIEW  FV1000  공초점  레이저  스캐닝  현미경으로  이미지화되었으며  관련  올림푸스

FLUOVIEW 소프트웨어를 사용하여 처리되었다. γH2AX-양성 핵은 NIH ImageJ를 사용하여 수동으로 계산하고 나중

에 설명하는 대로 통계적으로 분석했다.

전기생리학적 기록[0258]

오가노이드를 3% 저온 겔화 아가로스(약 36℃)에 임베딩하고 얼음 위에서 5분 동안 인큐베이션한 후, 4℃에서[0259]

수크로스 용액(mM: 87 NaCl, 25 NaHCO3, 2.5 KCl, 25 글루코스, 0.5 CaCl2, 7 MgCl2, 1.25 NaHPO4 및 75 수크로

스)에서 라이카 1200S  진동마이크로톰(Vibratome)을 사용하여 400  μm로  절편화했다.  절편을 인공 뇌척수액

(ACSF, mM: 125 NaCl, 25 NaHCO3, 2.5 KCl, 10 글루코스, 2.5 CaCl2, 1.5 MgCl2, pH 7.38, 및 300 mOsm)에서

30분 동안 37℃에서 인큐베이션한 후 RT에서 1시간 동안 인큐베이션했다. 기록하는 동안, 절편은 기준선 조건에

서 관류된 카보겐(95% O2, 5% CO2)과 함께 37℃에서 동일한 ACSF에서 인큐베이션되었다. 로컬 필드 전위(LFP)

및 전체-셀 패치-클램프 기록은 보로실리케이트 모세관 유리에서 가져온 전극을 사용하여 수행되었으며 각 절편

의 외부 테두리에서 150 μm 깊이에 위치했다. LFP 전극은 ACSF로 채우고 패치 전극은 내부 용액으로 채웠다.

데이터는 25,000 Hz의 샘플링 속도에서 멀티클램프(MultiClamp) 소프트웨어를 사용하여 기록되었다. MATLAB 소

프트웨어를 사용하여 데이터를 분석했다. 노이즈를 제거하기 위해 (i) 60 노치 필터(고조파 5개 포함) 및 (ii)

기록 설정에서 변동을 제거하기 위해 0.1 Hz 고역 통과 IIR 필터를 사용하여 트레이스를 필터링했다. 그런 다음

추세가 제거된 기능(해밍 창 사용)을 사용하여 신호의 큰 변동을 제거하고 정규화된 스펙트럼 전력을 빠른 푸리

에 변환을 사용하여 계산했다. 전력 스펙트럼 밀도 플롯의 곡선 아래 면적은 특정 주파수 범위에 대해 비닝된

주파수의 합을 취하여 계산되었다.

셀-부착 기록[0260]

블라인드 패치-클램프 기록으로 셀-부착 기록을 얻었다. 오가노이드의 뉴런 집단에서 자발적인 뉴런 활동을 기[0261]

록했다. 수직 2단계 풀러(PC-12, Narishige)의 필라멘트형, 얇은 벽, 보로실리케이트 유리(외경, 1.5 mm, 내경,

0.86 mm, Hilgenberg GmbH)에서 전극(약 7 MOhm)을 뽑았다. 전극은 다음을 함유하는 내부 용액으로 채워지고

(mM): 140 K-글루코네이트, 10 KCl, 10 HEPES, 10 Na2-포스포크레아틴 및 0.5 EGTA, KOH로 pH 7.25로 조정되었
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다.

전극은 오가노이드 표면에 45°로 삽입되었다. 기록하는 동안, 오가노이드는 35℃에서 마트리겔(Matrigel) 없이[0262]

CMM에 보관되었다. 피펫 저항이 10-200 MOhm으로 증가하면 대부분의 경우 스파이크가 나타났다. 단일 스파이크

의 감지가 기록을 시작하는 기준이었다. 모든 기록은 전류-클램프 모드(MultiClamp 700B, Molecular Devices)

에서  세포내  증폭기로  획득하고  10  kHz의  샘플링  속도(CED  Micro  1401-3,  Cambridge  Electronic  Design

Limited)에서 획득하고 필드 전위를 제거하고 뉴런 스파이크를 유지하기 위해 고역 통과 필터로 필터링했다.

셀-부착 기록의 데이터 분석은 MATLAB(The MathWorks)에서 사용자 정의 작성된 코드로 수행되었다. 셀-부착 모[0263]

드에서 기록된 스파이크는 임계값을 적용하여 원시 전압 트레이스에서 추출되었다(스파이크의 임계값은 배경 노

이즈 레벨의 피크보다 훨씬 위에 위치했다). 평균 발화율을 계산하기 위해, 기록된 각 세포에 대해 4분 기록 기

간 동안의 발화율을 계산하였다.

면역블롯 분석 및 세포내(subcellular) 분별[0264]

전체 단백질의 경우, 프로테아제 및 포스파타제 억제제가 보충된 50 mM 트리스(pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% 글리[0265]

세롤 및 0.5% 노니데트(Nonidet) P-40(NP-40)을 함유하는 용해 완충액에서 오가노이드를 균질화했다. 세포질 분

획의 분리를 위해, 오가노이드를 1 mmol/l DTT 및 프로테아제 및 포스파타제 억제제가 보충된 저장성 용해 완충

액[10 mmol/l HEPES(pH 7.9), 10 mmol/l KCl, 0.1 mmol/l EDTA]에서 분쇄하였다. 세포를 얼음 위에서 15분 동

안 팽윤시킨 후, 0.5% NP-40을 첨가하고, 세포를 와류에 의해 용해시켰다. 원심분리 후, 세포질 분획을 수집하

였다. 그 후, 남은 펠릿을 1  mmol/l  DTT가 보충된 고장성 핵 추출 완충액[20 mmol/l  HEPES(pH  7.9),  0.42

mol/l KCl, 1 mmol/l EDTA]에서 4℃에서 진탕하면서 15분 동안 인큐베이션하여 핵 분획을 얻었다. 샘플을 원심

분리하고 액상을 수집했다.

웨스턴 블로팅은 각 샘플에 40-50  μg의 단백질을 사용하여 표준 조건에서 수행되었다. 블롯은 바이오-래드[0266]

(Bio-Rad)의 이미지 랩(Image Lab) 소프트웨어에서 실험당 2-3회 반복 및 정량화되었다.

RNA 추출, 역전사-PCR 및 qPCR[0267]

총  RNA는  페놀/클로로포름-기반 방법에  대해  제조업체에서  설명한  대로  바이오-트리(Bio-Tri)  시약(Biolab;[0268]

9010233100)을 사용하여 분리했다. qScript cDNA 합성 키트(QuantaBio; 95047)를 사용하여 cDNA를 합성하기 위

해 0.5-1 μg의 RNA를 사용했다. qRT-PCR은 파워 SYBR 그린 PCR 매스터 믹스(Applied Biosystems, AB4367659)

를 사용하여 수행되었다. 모든 측정은 삼중으로 수행되었으며 HPRT 또는 UBC 수준으로 표준화되었다.

라이브러리 준비 및 RNA 시퀀싱[0269]

라이브러리 준비 및 RNA 시퀀싱은 표준 절차에 따라 히브리 대학의 핵심 연구 시설에 있는 게놈 응용 연구소에[0270]

서  수행했다.  간단히  말해서,  RNA  스크린테이프  키트(ScreenTape  Kit)(Agilent  Technologies;  5067-5576),

D1000 스크린테이프 키트(Agilent Technologies; 5067-5582), Qubit(r) RNA HS 검정 키트(Invitrogen; Q32852)

및 Qubit(r) DNA 검정 키트(Invitrogen; 32854)을 사용하여 품질을 평가했다.

mRNA 라이브러리 준비를 위해, 샘플당 1 μg의 RNA를 mRNA 캡처 비드가 포함된 KAPA 가닥 mRNA-Seq 키트(Kapa[0271]

Biosystems, KK8421)를 사용하여 처리했다. 라이브러리는 20 μl의 용출 완충액에서 용출하고 10 mM로 조정한

후, 각 샘플에서 10 μl(50%)를 수집하여 하나의 튜브에 풀링했다. 멀티플렉스 샘플 풀(PhiX 1.5%를 포함하는

1.5 pM)을 NextSeq 500/550 고출력 v2 키트(75주기) 카트리지(Illumina, FC-404-1005)에 로드하고 NextSeq 500

시스템 기계(Illumina)에 75주기 및 단일-읽기 시퀀싱 조건으로 로드했다.

라이브러리 품질 관리를 위해, Fastq 파일을 FastQC(버전 0.11.8)로 테스트하고 잔여 어댑터, 저품질 베이스(Q[0272]

= 20) 및 읽기 길이(20 베이스)에 대해 트리밍했다. 트리밍은 trim galore(ver.0.6.1)로 수행되었다. 판독 횟수

는  샘플당  약  30-50  M로  높았고  필터링  후  무시할  정도로  감소했다.  전사체  매핑은  매핑-기반  모드에서

salmon(ver.1.2.1)로 수행되었으며, 매핑 모드 확인 및 gc-바이어스 보정을 모두 켰다. 정렬 전에, 25의 kmer

크기를 사용하여 HS GRCh38 CDNA 릴리스 99(Nov 2019)를 기반으로 살몬(salmon) 색인이 생성되었다. 살몬 매핑

은 원시 전사체 수와 TPM 수를 모두 보고한다. 생성된 매핑 비율은 80%에서 90% 사이로 높다. 총 8개의 CO 샘플

이 시퀀싱되었다(4개의 WT CO 및 4개의 KO CO). 하나의 WT 샘플이 예비 품질 관리에 실패했다(낮은 판독 횟수

및 낮은 전사체 매핑 속도). 다른 샘플(WWOX-KO도 WT도 아님)과 군집하지 않은 또 다른 WT 샘플은 PCA 및 덴드

로그램 분석 모두에서 분명했다. 이 두 샘플은 추가 분석에서 추출되었으며 추가 분석에 사용되는 총 6개의 샘

플을 제공한다. 차별적으로 발현된 유전자 결정(KO 대 WT)을 위해, 원시 전사체 수는 6개 샘플 모두에서 최소
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전체 수 10에 대해 필터링되었으며 DEeq2(ver.1.28.1)로 분석하기 위해 R 패키지 tximport(ver.1.16.1)로 가져

왔다. 계수는 DESeq2에 의해 정규화되었고, 차별적으로 발현된 유전자는 알파를 0.01로 설정하여 필터링되었다.

apeglm(ver.1.10.0)을 기반으로 평균-기반 배수 변화 및 축소-기반 배수 변화를 계산했다.

도 16a 및 c에 도시된 히트맵의 준비를 위해, 차등적으로 발현된 유전자의 목록을 상향조절(WWOX-KO 발현이 WT[0273]

발현보다 높았다) 및 하향 조절된 하위목록으로 분리하였다. 각 하위목록은 배수 변화 값으로 정렬되었으며 각

하위목록에서 상위 100개의 유전자가 선택되었다. 선택된 각 유전자에 대해 log2-정규화 계수를 스케일링하고 R

패키지 gplots(ver.3.0.3)의 히트맵.2를 사용하여 히트맵으로 제시했다.

도 14f에 나타난 히트맵의 경우, 6개의 피질층 유전자 마커 각각에 대한 log2-표준화 계수를 스케일링하고 R 패[0274]

키지 gplots로부터의 히트맵.2를 사용하여 히트맵 형태로 제시하였다. 유전자 세트 강화 분석은 브로드 인스티

튜트(Broad Institute) GSEA 소프트웨어(ver.4.0.3)로 수행되었다. 입력에는 배수 변화의 log2로 순위가 매겨

진 15,348개의 유전자가 포함되었다. GO 세트는 브로드 인스티튜트(Broad Institute)  세트 c5.all.v7.0이다.

허용되는 세트는 유전자가 적어도 15개 및 500개 이하인 세트이다. 유전자 세트는 GO 생물학적 과정이다. 이 분

석에서 허용되는 세트는 유전자가 적어도 10개 및 500개 이하인 세트이다. 처음 두 구성 요소의 PCA 플롯을 계

산하고 기본 R 함수로 플롯했다. 계산은 슈도 계수 1을 첨가하는 log2-변환 및 log2-정규화 계수를 기반으로 한

다.

통계[0275]

실험 결과는 평균 ± SEM 또는 1사분위수와 3사분위수, 최소값과 최대값, 중앙값을 나타내는 상자플롯으로 표현[0276]

되었다. 첫째, 윌크 샤피로(Wilk-Shapiro) 테스트를 사용하여 정규성을 결정했다: 정규 분포 샘플의 경우, 웰치

(Welch)  보정을  사용한  양측  언페어드  스튜던트  t-테스트를  사용하여  테스트  샘플과  대조  샘플의  값을

비교했다. 비정규 분포 샘플의 경우, 비모수 맨-휘트니(Mann-Whitney) 테스트가 사용되었다. 두 개 이상의 샘플

간의 비교를 위해, 투키(Tukey)의 다중 비교 테스트로 다중 비교를 수정하여 일원 ANOVA를 사용했다. 정상적으

로 분포되지 않은 샘플의 경우 던(Dunn)의 다중 비교 테스트와 함께 크루스칼-왈리스(Kruskal-Wallis) 테스트를

사용했다. 동역학 실험의 경우, 동일한 SD를 가정하지 않고 홀름시닥(Holm-Sidak) 방법을 사용하여 여러 t-테스

트에 대해 분석을 수정했다. 통계적으로 유의한 결과에 대한 P-값 컷오프는 다음과 같다: n.s(유의하지 않음),

*
P ≤ 0.05, 

**
P ≤ 0.01, 

***
P ≤ 0.001 및 

****
P ≤ 0.0001. 그래프패드 프리즘(GraphPad Prism) 8을 사용하여

통계 분석 및 시각적 데이터 표시를 수행했다. 이 연구에서는 무작위화 또는 맹검을 적용하지 않았다. 실험은

각 유전자형에 대해 적어도 2개의 hPSC 계통을 사용하여 여러 생물학적 복제물에서 수행되었다(WiBR3 WT 계통

제외). 달리 명시되지 않는 한, 실험은 오가노이드의 여러 배치에서 수행되었다.

참조문헌[0277]

[0278]
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[0287]

서열[0288]

서열번호: 1: 인간 WWOX cDNA(코딩) 서열(NCBI 참조 서열 NM_016373.4)[0289]

[0290]
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서열번호: 2: 인간 WWOX 아미노산 서열[0291]

[0292]

서열 번호: 3: 인간 WWOX cDNA(전체)[0293]

[0294]

[0295]

서열번호: 4: 인간 시냅신 I 프로모터의 서열[0296]

[0297]

서열번호: 5: 시냅신 1/ WWOX cDNA 작제물(굵은 글꼴 - 최소 SynI 프로모터; 밑줄 - 인간 WWOX cDNA; 일반 글[0298]

꼴 - AAV9 벡터)
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[0299]

[0300]
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[0301]

도면

도면1a
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도면1b

도면1c

도면1d

도면1e
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도면1f

도면1g

도면1h

도면1i

도면1j
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도면1k

도면1l

도면1m

도면1n

도면1o
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도면2a

도면2b

도면2c
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도면2d

도면2e

도면2f
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도면3a
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도면4a
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도면6c
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도면6f

도면6g

도면7a
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도면7b

도면7c
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도면7e

도면7f
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도면8a

도면8b

공개특허 10-2023-0051223

- 84 -



도면9a

도면9b
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도면9c

도면10a
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도면10b

도면10c
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도면10d

도면10e
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도면11a

도면11b

도면11c
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도면11d

도면12a

도면12b
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도면12c

도면12d

도면12e
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도면13a

도면13b

도면13c
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도면13d

도면13e
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도면13f

도면14a

도면14b
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도면14c

도면14d

도면14e
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도면15a

도면15b
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도면15c

도면15d
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도면15e

도면16a
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도면16b

도면16c
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도면16f

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  Yissum Research Development Company of the Hebrew 

       University of Jerusalem Ltd.

       Aqeilan, Rami

       Repudi, Srinivas

 

<120>  METHOD FOR THE TREATMENT OF WWOX ASSOCIATED DISEASES

<130>  70-078 PCT

<150>  US 63/064,181

<151>  2020-08-11

<150>  US 63/167,277

<151>  2021-03-29

<160>  5     

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  1245

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens
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<400>  1

atggcagcgc tgcgctacgc ggggctggac gacacggaca gtgaggacga gctgcctccg       60

ggctgggagg agagaaccac caaggacggc tgggtttact acgccaatca caccgaggag      120

aagactcagt gggaacatcc aaaaactgga aaaagaaaac gagtggcagg agatttgcca      180

tacggatggg aacaagaaac tgatgagaac ggacaagtgt tttttgttga ccatataaat      240

aaaagaacca cctacttgga cccaagactg gcgtttactg tggatgataa tccgaccaag      300

ccaaccaccc ggcaaagata cgacggcagc accactgcca tggaaattct ccagggccgg      360

gatttcactg gcaaagtggt tgtggtcact ggagctaatt caggaatagg gttcgaaacc      420

gccaagtctt ttgccctcca tggtgcacat gtgatcttgg cctgcaggaa catggcaagg      480

gcgagtgaag cagtgtcacg cattttagaa gaatggcata aagccaaggt agaagcaatg      540

accctggacc tcgctctgct ccgtagcgtg cagcattttg ctgaagcatt caaggccaag      600

aatgtgcctc ttcatgtgct tgtgtgcaac gcagcaactt ttgctctacc ctggagtctc      660

accaaagatg gcctggagac cacctttcaa gtgaatcatc tggggcactt ctaccttgtc      720

cagctcctcc aggatgtttt gtgccgctca gctcctgccc gtgtcattgt ggtctcctca      780

gagtcccatc gatttacaga tattaacgac tccttgggaa aactggactt cagtcgcctc      840

tctccaacaa aaaacgacta ttgggcgatg ctggcttata acaggtccaa gctctgcaac      900

atcctcttct ccaacgagct gcaccgtcgc ctctccccac gcggggtcac gtcgaacgca      960

gtgcatcctg gaaatatgat gtactccaac attcatcgca gctggtgggt gtacacactg     1020

ctgtttacct tggcgaggcc tttcaccaag tccatgcaac agggagctgc caccaccgtg     1080

tactgtgctg ctgtcccaga actggagggt ctgggaggga tgtacttcaa caactgctgc     1140

cgctgcatgc cctcaccaga agctcagagc gaagagacgg cccggaccct gtgggcgctc     1200

agcgagaggc tgatccaaga acggcttggc agccagtccg gctaa                     1245

<210>  2

<211>  414

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Met Ala Ala Leu Arg Tyr Ala Gly Leu Asp Asp Thr Asp Ser Glu Asp 

1               5                   10                  15      

Glu Leu Pro Pro Gly Trp Glu Glu Arg Thr Thr Lys Asp Gly Trp Val 

            20                  25                  30          
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Tyr Tyr Ala Asn His Thr Glu Glu Lys Thr Gln Trp Glu His Pro Lys 

        35                  40                  45              

Thr Gly Lys Arg Lys Arg Val Ala Gly Asp Leu Pro Tyr Gly Trp Glu 

    50                  55                  60                  

Gln Glu Thr Asp Glu Asn Gly Gln Val Phe Phe Val Asp His Ile Asn 

65                  70                  75                  80  

Lys Arg Thr Thr Tyr Leu Asp Pro Arg Leu Ala Phe Thr Val Asp Asp 

                85                  90                  95      

Asn Pro Thr Lys Pro Thr Thr Arg Gln Arg Tyr Asp Gly Ser Thr Thr 

            100                 105                 110         

Ala Met Glu Ile Leu Gln Gly Arg Asp Phe Thr Gly Lys Val Val Val 

        115                 120                 125             

Val Thr Gly Ala Asn Ser Gly Ile Gly Phe Glu Thr Ala Lys Ser Phe 

    130                 135                 140                 

Ala Leu His Gly Ala His Val Ile Leu Ala Cys Arg Asn Met Ala Arg 

145                 150                 155                 160 

Ala Ser Glu Ala Val Ser Arg Ile Leu Glu Glu Trp His Lys Ala Lys 

                165                 170                 175     

Val Glu Ala Met Thr Leu Asp Leu Ala Leu Leu Arg Ser Val Gln His 

            180                 185                 190         

Phe Ala Glu Ala Phe Lys Ala Lys Asn Val Pro Leu His Val Leu Val 

        195                 200                 205             

Cys Asn Ala Ala Thr Phe Ala Leu Pro Trp Ser Leu Thr Lys Asp Gly 

    210                 215                 220                 

Leu Glu Thr Thr Phe Gln Val Asn His Leu Gly His Phe Tyr Leu Val 

225                 230                 235                 240 

Gln Leu Leu Gln Asp Val Leu Cys Arg Ser Ala Pro Ala Arg Val Ile 

                245                 250                 255     

Val Val Ser Ser Glu Ser His Arg Phe Thr Asp Ile Asn Asp Ser Leu 

            260                 265                 270         

Gly Lys Leu Asp Phe Ser Arg Leu Ser Pro Thr Lys Asn Asp Tyr Trp 
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        275                 280                 285             

Ala Met Leu Ala Tyr Asn Arg Ser Lys Leu Cys Asn Ile Leu Phe Ser 

    290                 295                 300                 

Asn Glu Leu His Arg Arg Leu Ser Pro Arg Gly Val Thr Ser Asn Ala 

305                 310                 315                 320 

Val His Pro Gly Asn Met Met Tyr Ser Asn Ile His Arg Ser Trp Trp 

                325                 330                 335     

Val Tyr Thr Leu Leu Phe Thr Leu Ala Arg Pro Phe Thr Lys Ser Met 

            340                 345                 350         

Gln Gln Gly Ala Ala Thr Thr Val Tyr Cys Ala Ala Val Pro Glu Leu 

        355                 360                 365             

Glu Gly Leu Gly Gly Met Tyr Phe Asn Asn Cys Cys Arg Cys Met Pro 

    370                 375                 380                 

Ser Pro Glu Ala Gln Ser Glu Glu Thr Ala Arg Thr Leu Trp Ala Leu 

385                 390                 395                 400 

Ser Glu Arg Leu Ile Gln Glu Arg Leu Gly Ser Gln Ser Gly 

                405                 410                 

<210>  3

<211>  2241

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  3

gcagtgcgca ggcgtgagcg gtcgggcccc gacgcgcgcg ggtctcgttt ggagcgggag       60

tgagttcctg agcgagtgga cccggcagcg ggcgataggg gggccaggtg cctccacagt      120

cagccatggc agcgctgcgc tacgcggggc tggacgacac ggacagtgag gacgagctgc      180

ctccgggctg ggaggagaga accaccaagg acggctgggt ttactacgcc aatcacaccg      240

aggagaagac tcagtgggaa catccaaaaa ctggaaaaag aaaacgagtg gcaggagatt      300

tgccatacgg atgggaacaa gaaactgatg agaacggaca agtgtttttt gttgaccata      360

taaataaaag aaccacctac ttggacccaa gactggcgtt tactgtggat gataatccga      420

ccaagccaac cacccggcaa agatacgacg gcagcaccac tgccatggaa attctccagg      480

gccgggattt cactggcaaa gtggttgtgg tcactggagc taattcagga atagggttcg      540
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aaaccgccaa gtcttttgcc ctccatggtg cacatgtgat cttggcctgc aggaacatgg      600

caagggcgag tgaagcagtg tcacgcattt tagaagaatg gcataaagcc aaggtagaag      660

caatgaccct ggacctcgct ctgctccgta gcgtgcagca ttttgctgaa gcattcaagg      720

ccaagaatgt gcctcttcat gtgcttgtgt gcaacgcagc aacttttgct ctaccctgga      780

gtctcaccaa agatggcctg gagaccacct ttcaagtgaa tcatctgggg cacttctacc      840

ttgtccagct cctccaggat gttttgtgcc gctcagctcc tgcccgtgtc attgtggtct      900

cctcagagtc ccatcgattt acagatatta acgactcctt gggaaaactg gacttcagtc      960

gcctctctcc aacaaaaaac gactattggg cgatgctggc ttataacagg tccaagctct     1020

gcaacatcct cttctccaac gagctgcacc gtcgcctctc cccacgcggg gtcacgtcga     1080

acgcagtgca tcctggaaat atgatgtact ccaacattca tcgcagctgg tgggtgtaca     1140

cactgctgtt taccttggcg aggcctttca ccaagtccat gcaacaggga gctgccacca     1200

ccgtgtactg tgctgctgtc ccagaactgg agggtctggg agggatgtac ttcaacaact     1260

gctgccgctg catgccctca ccagaagctc agagcgaaga gacggcccgg accctgtggg     1320

cgctcagcga gaggctgatc caagaacggc ttggcagcca gtccggctaa gtggagctca     1380

gagcggatgg gcacacacac ccgccctgtg tgtgtcccct cacgcaagtg ccagggctgg     1440

gccccttcca aatgtccctc caacacagat ccgcaagagt aaaggaaata agagcagtca     1500

caacagagtg aaaaatctta agtaccaatg ggaagcaggg aattcctggg gtaaagtatc     1560

acttttctgg ggctgggcta ggcataggtc tctttgcttt ctggtggtgg cctgtttgaa     1620

agtaaaaacc tgcttggtgt gtaggttccg tatctccctg gagaagcacc agcaattctc     1680

tttcttttac tgttatagaa tagcctgagg tcccctcgtc ccatccagct accaccacgg     1740

ccaccactgc agccgggggc tggccttctc ctacttaggg aagaaaaagc aagtgttcac     1800

tgctccttgc tgcattgatc caggagataa ttgtttcatt catcctgacc aagactgagc     1860

cagcttagca actgctgggg agacaaatct cagaaccttg tcccagccag tgaggatgac     1920

agtgacaccc agagggagta gaatacgcag aactaccagg tggcaaagta cttgtcatag     1980

actcctttgc taatgctatg caaaaaattc tttagagatt ataacaaatt tttcaaatca     2040

ttccttagat accttgaaag gcaggaaggg aagcgtatat acttaagaat acacaggata     2100

ttttgggggg cagagaataa aacgttagtt aatccctttg tctgtcaatc acagtctcag     2160

ttctcttgct ttcacattgt acttaaacct cctgctgtgc ctcgcatcct atgcttaata     2220

aaagaacatg cttgaatatc a                                               2241
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<210>  4

<211>  572

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  4

actacaaacc gagtatctgc agagggccct gcgtatgagt gcaagtgggt tttaggacca       60

ggatgaggcg gggtgggggt gcctacctga cgaccgaccc cgacccactg gacaagcacc      120

caacccccat tccccaaatt gcgcatcccc tatcagagag ggggagggga aacaggatgc      180

ggcgaggcgc gtgcgcactg ccagcttcag caccgcggac agtgccttcg cccccgcctg      240

gcggcgcgcg ccaccgccgc ctcagcactg aaggcgcgct gacgtcactc gccggtcccc      300

cgcaaactcc ccttcccggc caccttggtc gcgtccgcgc cgccgccggc ccagccggac      360

cgcaccacgc gaggcgcgag ataggggggc acgggcgcga ccatctgcgc tgcggcgccg      420

gcgactcagc gctgcctcag tctgcggtgg gcagcggagg agtcgtgtcg tgcctgagag      480

cgcagctgtg ctcctgggca ccgcgcagtc cgcccccgcg gctcctggcc agaccacccc      540

taggaccccc tgccccaagt cgcagccttc ga                                    572

<210>  5

<211>  6284

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  5

cctgcaggca gctgcgcgct cgctcgctca ctgaggccgc ccgggcaaag cccgggcgtc       60

gggcgacctt tggtcgcccg gcctcagtga gcgagcgagc gcgcagagag ggagtggcca      120

actccatcac taggggttcc tgcggcaatt cagtcgataa ctataacggt cctaaggtag      180

cgatttaaat acgcgctctc ttaaggtagc cccgggacgc gtcaattgac tacaaaccga      240

gtatctgcag agggccctgc gtatgagtgc aagtgggttt taggaccagg atgaggcggg      300

gtgggggtgc ctacctgacg accgaccccg acccactgga caagcaccca acccccattc      360

cccaaattgc gcatccccta tcagagaggg ggaggggaaa caggatgcgg cgaggcgcgt      420

gcgcactgcc agcttcagca ccgcggacag tgccttcgcc cccgcctggc ggcgcgcgcc      480

accgccgcct cagcactgaa ggcgcgctga cgtcactcgc cggtcccccg caaactcccc      540

ttcccggcca ccttggtcgc gtccgcgccg ccgccggccc agccggaccg caccacgcga      600

ggcgcgagat aggggggcac gggcgcgacc atctgcgctg cggcgccggc gactcagcgc      660

tgcctcagtc tgcggtgggc agcggaggag tcgtgtcgtg cctgagagcg cagctgtgct      720
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cctgggcacc gcgcagtccg cccccgcggc tcctggccag accaccccta ggaccccctg      780

ccccaagtcg cagccttcga gctagcgttt aaacttaagc ttggtaccgg ccgctgcggc      840

cctcgagcaa gctggctagt taagctatca acaagtttgt acaaaaaagc aggctttaaa      900

ggaaccaatt cagtcgagaa ttcgtcgact ggatccggta ccgaggagat ctgccgccgc      960

gatcgccgca gtgcgcaggc gtgagcggtc gggccccgac gcgcgcgggt ctcgtttgga     1020

gcgggagtga gttcctgagc gagtggaccc ggcagcgggc gatagggggg ccaggtgcct     1080

ccacagtcag ccatggcagc gctgcgctac gcggggctgg acgacacgga cagtgaggac     1140

gagctgcctc cgggctggga ggagagaacc accaaggacg gctgggttta ctacgccaat     1200

cacaccgagg agaagactca gtgggaacat ccaaaaactg gaaaaagaaa acgagtggca     1260

ggagatttgc catacggatg ggaacaagaa actgatgaga acggacaagt gttttttgtt     1320

gaccatataa ataaaagaac cacctacttg gacccaagac tggcgtttac tgtggatgat     1380

aatccgacca agccaaccac ccggcaaaga tacgacggca gcaccactgc catggaaatt     1440

ctccagggcc gggatttcac tggcaaagtg gttgtggtca ctggagctaa ttcaggaata     1500

gggttcgaaa ccgccaagtc ttttgccctc catggtgcac atgtgatctt ggcctgcagg     1560

aacatggcaa gggcgagtga agcagtgtca cgcattttag aagaatggca taaagccaag     1620

gtagaagcaa tgaccctgga cctcgctctg ctccgtagcg tgcagcattt tgctgaagca     1680

ttcaaggcca agaatgtgcc tcttcatgtg cttgtgtgca acgcagcaac ttttgctcta     1740

ccctggagtc tcaccaaaga tggcctggag accacctttc aagtgaatca tctggggcac     1800

ttctaccttg tccagctcct ccaggatgtt ttgtgccgct cagctcctgc ccgtgtcatt     1860

gtggtctcct cagagtccca tcgatttaca gatattaacg actccttggg aaaactggac     1920

ttcagtcgcc tctctccaac aaaaaacgac tattgggcga tgctggctta taacaggtcc     1980

aagctctgca acatcctctt ctccaacgag ctgcaccgtc gcctctcccc acgcggggtc     2040

acgtcgaacg cagtgcatcc tggaaatatg atgtactcca acattcatcg cagctggtgg     2100

gtgtacacac tgctgtttac cttggcgagg cctttcacca agtccatgca acagggagct     2160

gccaccaccg tgtactgtgc tgctgtccca gaactggagg gtctgggagg gatgtacttc     2220

aacaactgct gccgctgcat gccctcacca gaagctcaga gcgaagagac ggcccggacc     2280

ctgtgggcgc tcagcgagag gctgatccaa gaacggcttg gcagccagtc cggctaagtg     2340

gagctcagag cggatgggca cacacacccg ccctgtgtgt gtcccctcac gcaagtgcca     2400

gggctgggcc ccttccaaat gtccctccaa cacagatccg caagagtaaa ggaaataaga     2460

gcagtcacaa cagagtgaaa aatcttaagt accaatggga agcagggaat tcctggggta     2520

aagtatcact tttctggggc tgggctaggc ataggtctct ttgctttctg gtggtggcct     2580
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gtttgaaagt aaaaacctgc ttggtgtgta ggttccgtat ctccctggag aagcaccagc     2640

aattctcttt cttttactgt tatagaatag cctgaggtcc cctcgtccca tccagctacc     2700

accacggcca ccactgcagc cgggggctgg ccttctccta cttagggaag aaaaagcaag     2760

tgttcactgc tccttgctgc attgatccag gagataattg tttcattcat cctgaccaag     2820

actgagccag cttagcaact gctggggaga caaatctcag aaccttgtcc cagccagtga     2880

ggatgacagt gacacccaga gggagtagaa tacgcagaac taccaggtgg caaagtactt     2940

gtcatagact cctttgctaa tgctatgcaa aaaattcttt agagattata acaaattttt     3000

caaatcattc cttagatacc ttgaaaggca ggaagggaag cgtatatact taagaataca     3060

caggatattt tggggggcag agaataaaac gttagttaat ccctttgtct gtcaatcaca     3120

gtctcagttc tcttgctttc acattgtact taaacctcct gctgtgcctc gcatcctatg     3180

cttaataaaa gaacatgctt gaatatcatt gagtttaaac ccgctgatca gcctcgactg     3240

tgccttctag ttgccagcca tctgttgttt gcccctcccc cgtgccttcc ttgaccctgg     3300

aaggtgccac tcccactgtc ctttcctaat aaaatgagga aattgcatcg cattgtctga     3360

gtaggtgtca ttctattctg gggggtgggg tggggcagga cagcaagggg gaggattggg     3420

aagacaatag caggcatgct ggggatgcgg tgggctctat ggcttctgag gcggaaagaa     3480

ccagatcctc tcttaaggta gcatcgagat ttaaattagg gataacaggg taatggcgcg     3540

ggccgcagga acccctagtg atggagttgg ccactccctc tctgcgcgct cgctcgctca     3600

ctgaggccgg gcgaccaaag gtcgcccgac gcccgggctt tgcccgggcg gcctcagtga     3660

gcgagcgagc gcgcagctgc ctgcaggggc gcctgatgcg gtattttctc cttacgcatc     3720

tgtgcggtat ttcacaccgc atacgtcaaa gcaaccatag tacgcgccct gtagcggcgc     3780

attaagcgcg gcgggtgtgg tggttacgcg cagcgtgacc gctacacttg ccagcgccct     3840

agcgcccgct cctttcgctt tcttcccttc ctttctcgcc acgttcgccg gctttccccg     3900

tcaagctcta aatcgggggc tccctttagg gttccgattt agtgctttac ggcacctcga     3960

ccccaaaaaa cttgatttgg gtgatggttc acgtagtggg ccatcgccct gatagacggt     4020

ttttcgccct ttgacgttgg agtccacgtt ctttaatagt ggactcttgt tccaaactgg     4080

aacaacactc aaccctatct cgggctattc ttttgattta taagggattt tgccgatttc     4140

ggcctattgg ttaaaaaatg agctgattta acaaaaattt aacgcgaatt ttaacaaaat     4200

attaacgttt acaattttat ggtgcactct cagtacaatc tgctctgatg ccgcatagtt     4260

aagccagccc cgacacccgc caacacccgc tgacgcgccc tgacgggctt gtctgctccc     4320
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ggcatccgct tacagacaag ctgtgaccgt ctccgggagc tgcatgtgtc agaggttttc     4380

accgtcatca ccgaaacgcg cgagacgaaa gggcctcgtg atacgcctat ttttataggt     4440

taatgtcatg ataataatgg tttcttagac gtcaggtggc acttttcggg gaaatgtgcg     4500

cggaacccct atttgtttat ttttctaaat acattcaaat atgtatccgc tcatgagaca     4560

ataaccctga taaatgcttc aataatattg aaaaaggaag agtatgagta ttcaacattt     4620

ccgtgtcgcc cttattccct tttttgcggc attttgcctt cctgtttttg ctcacccaga     4680

aacgctggtg aaagtaaaag atgctgaaga tcagttgggt gcacgagtgg gttacatcga     4740

actggatctc aacagcggta agatccttga gagttttcgc cccgaagaac gttttccaat     4800

gatgagcact tttaaagttc tgctatgtgg cgcggtatta tcccgtattg acgccgggca     4860

agagcaactc ggtcgccgca tacactattc tcagaatgac ttggttgagt actcaccagt     4920

cacagaaaag catcttacgg atggcatgac agtaagagaa ttatgcagtg ctgccataac     4980

catgagtgat aacactgcgg ccaacttact tctgacaacg atcggaggac cgaaggagct     5040

aaccgctttt ttgcacaaca tgggggatca tgtaactcgc cttgatcgtt gggaaccgga     5100

gctgaatgaa gccataccaa acgacgagcg tgacaccacg atgcctgtag caatggcaac     5160

aacgttgcgc aaactattaa ctggcgaact acttactcta gcttcccggc aacaattaat     5220

agactggatg gaggcggata aagttgcagg accacttctg cgctcggccc ttccggctgg     5280

ctggtttatt gctgataaat ctggagccgg tgagcgtggg tctcgcggta tcattgcagc     5340

actggggcca gatggtaagc cctcccgtat cgtagttatc tacacgacgg ggagtcaggc     5400

aactatggat gaacgaaata gacagatcgc tgagataggt gcctcactga ttaagcattg     5460

gtaactgtca gaccaagttt actcatatat actttagatt gatttaaaac ttcattttta     5520

atttaaaagg atctaggtga agatcctttt tgataatctc atgaccaaaa tcccttaacg     5580

tgagttttcg ttccactgag cgtcagaccc cgtagaaaag atcaaaggat cttcttgaga     5640

tccttttttt ctgcgcgtaa tctgctgctt gcaaacaaaa aaaccaccgc taccagcggt     5700

ggtttgtttg ccggatcaag agctaccaac tctttttccg aaggtaactg gcttcagcag     5760

agcgcagata ccaaatactg tccttctagt gtagccgtag ttaggccacc acttcaagaa     5820

ctctgtagca ccgcctacat acctcgctct gctaatcctg ttaccagtgg ctgctgccag     5880

tggcgataag tcgtgtctta ccgggttgga ctcaagacga tagttaccgg ataaggcgca     5940

gcggtcgggc tgaacggggg gttcgtgcac acagcccagc ttggagcgaa cgacctacac     6000

cgaactgaga tacctacagc gtgagctatg agaaagcgcc acgcttcccg aagggagaaa     6060

ggcggacagg tatccggtaa gcggcagggt cggaacagga gagcgcacga gggagcttcc     6120

agggggaaac gcctggtatc tttatagtcc tgtcgggttt cgccacctct gacttgagcg     6180
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tcgatttttg tgatgctcgt caggggggcg gagcctatgg aaaaacgcca gcaacgcggc     6240

ctttttacgg ttcctggcct tttgctggcc ttttgctcac atgt                      6284
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