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는 텔로머라제 역전사효소 조절제의 스크리닝 방법

(57) 요 약

본  명세서에는  PROX1(prospero  homeobox  protein  1)과  텔로머라제  역전사효소(TERT;  telomerase  reverse

transcriptase)의 상관관계를 기반으로 하여, TERT의 발현 조절용 조성물, TERT 발현 조절제의 스크리닝 방법,

TERT 발현 상태 진단용 조성물, 진단용 키트, 진단을 위한 정보제공 방법 또는 암 진단을 위한 정보제공방법이

개시된다. 구체적으로 일 측면에서 본 발명의 PROX1은 TERT 프로모터, 특히 -124 또는 -146bp 위치에 염기의 치

환이 발생한 돌연변이 TERT 프로모터에 결합하여 TERT의 발현을 조절할 수 있고, 간암 중에서도 비-B형 간염 바

이러스 유래 간암 내 TERT의 발현을 특이적으로 억제할 수 있다는 특징이 있다. 이에 본 발명은 TERT의 발현 조

절용 조성물, B형 간염 바이러스 유래 간암 의 예방 또는 치료용 조성물 등을 포함한 다양한 의생명 분야에서 활

용될 수 있다는 이점이 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

텔로머라제(telomerase)의 활성 증가로 인하여 유도되는 암의 예방, 개선 또는 치료용 조성물로서,

상기 조성물은 PROX1(prospero homeobox protein 1)의 발현 또는 활성 억제제를 포함하고,

상기 PROX1의 발현 억제제는 PROX1의 mRNA에 특이적으로 결합하는 siRNA, shRNA, miRNA, 안티센스 올리고뉴클레

오티드, 리보자임(ribozyme), DNA  기반 효소(DNAzyme) 및 PNA(peptide nucleic acid)로 이루어진 군으로부터

선택된 1종 이상이고,

상기 PROX1의 활성 억제제는 PROX1의 단백질에 특이적으로 결합하는 항체, 그의 항원 결합 단편, 및 앱타머로

이루어진 군으로부터 선택된 1종 이상이며,

상기 조성물은 상기 PROX1가 텔로머라제 역전사효소(TERT; telomerase reverse transcriptase) 프로모터에 결

합되는 것을 억제하여, TERT 유전자의 발현을 억제할 필요가 있는 대상에게 투여되는 것이며, 

상기 예방, 개선 또는 치료는 상기 텔로머라제의 활성을 감소시키는 것에 의한 것이며,

상기 암은 알코올성 간암 또는 A형 간염 바이러스 유래 간암이 아닌, 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 약학적 조성물인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 상기 암의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물인 것을 특징으로 하는, 조성물.

청구항 4 

(a) 분리된 세포에 TERT 발현 또는 활성 조절 후보물질을 처리하는 단계; 

(b) 상기 세포에서 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 단계; 및

(c) 상기 PROX1가 텔로머라제 역전사효소(TERT; telomerase reverse transcriptase) 유전자의 발현을 억제하는

지 여부를 확인하는 단계를 포함하는, 텔로머라제(telomerase)의 활성 증가로 인하여 유도되는 암 치료제의 스

크리닝 방법:

여기서 상기 치료제는 상기 텔로머라제의 활성을 감소시키는 것이며,

상기 암은 알코올성 간암 또는 A형 간염 바이러스 유래 간암이 아니다.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 방법은 (c) 후보물질 처리에 의하여, 후보물질을 처리하지 않은 세포에 비하여 PROX1 발현 또는 활성 수준

이 낮아지면 상기 후보물질을 암 치료제로 판정하는 단계를 더 포함하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 6 

삭제

청구항 7 
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삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본  명세서에는  PROX1(prospero  homeobox  protein  1)과  텔로머라제  역전사효소(TERT;  telomerase  reverse[0001]

transcriptase)의 상관관계를 기반으로 하여, TERT의 발현 조절용 조성물, TERT 발현 조절제의 스크리닝 방법,

TERT 발현 상태 진단용 조성물, 진단용 키트, 진단을 위한 정보제공 방법 또는 암 진단을 위한 정보제공방법이

개시된다.

배 경 기 술

텔로미어(Telomeres)는 진핵세포 염색체의 말단에서 발견되며 염색체들의 분해나 말단-대-말단 융합을 방지하는[0002]

특별한 구조이다. 텔로머릭(telomeric) DNA는 짧은 염기서열의 직렬 반복(인간의 경우 TTAGGG)으로 구성된 일차

적 구조로서, 그 길이는 하등 진핵세포의 수백 bp에서부터 포유동물 세포의 수천 bp까지 변화한다. 텔로머릭

DNA 부분은 동원체(centromere) 영역에서와 같이 GC의 불균형(GC-rich)을 나타낸다. 이러한 성질은 염색체가 복

제될 때 종래 DNA 폴리머라제에 의한 G-가닥의 불완전 복제를 야기하여, 노출된 반대가닥의 C-가닥이 핵산제거

효소에 의해 분해되거나 텔로머라제에 의한 합성으로 텔로머릭 말단부위가 완성될 수 있다.

텔로머라제는 활성 소단위인 TERT (human telomerase reverse transcriptase)와 텔로머릭 DNA의 합성을 위한[0003]

주형을 제공하는 RNA 성분인 TR(Telomerase RNA)로 구성된 리보뉴클레오프로테인(ribonucleoprotein) 복합체이

다. 모든 텔로머라제 활성 소단위에서 보존된(conserved) 도메인은 레트로바이러스 및 레트로트랜스포존로부터

의 역전사효소(RT)의 활성 도메인과 구조적으로 관련되어 있다. 비록 TERT와 TR이 텔로머라제 리보뉴클레오프로

테인  구조체의  최소  단위이지만,  다른  단백질들도  이  효소  복합체와  구조적으로  또는  일시적으로  연관되어

있다.

텔로머라제는 텔로미어 신장에서 역 전사효소로 작용하며, 말단 복제 문제로 인한 텔로미어의 손실을 방지한다.[0004]

텔로머라제가  없으면,  텔로미어는  각  세포  분열로  짧아져  염색체가  불안정하게  되므로,  노화,  아폽토시스

(apoptosis) 및 세포사를 초래한다. 텔로머라제는 체세포에서 불활성이지만, 암 세포의 90%에서는 활성이며, 여

기서 텔로머라제가 재활성화된다. 텔로머라제는 암 발병 과정을 모방할 수 있기 때문에 텔로머라제 활성화는 위

험할 수 있지만, 텔로머라제 증진제는 이론적으로 노화방지제로 적용할 수 있고 특정 의학 증상에 임상적으로

유용할 수 있다. 대조적으로, 텔로머라제 억제제는 암과 싸우는 데 유용할 수 있다. 암과 노화는 서로 밀접하게

관련되어 있다. 암에 대한 보호적 개입은 조기 노화를 초래하지만, 악성 암 세포의 형성에는 세포의 불멸화가

필요하다. 이론적인 발암 활성화 위험에도 불구하도, 텔로머라제의 활성화는 노화 속도를 감소시킬 수 있다.

텔로미어 길이의 산정은 텔로미어의 생물학적 및 임상학적 중요도를 이해하는 데 중요하다. 텔로미어 길이는 세[0005]

포의 염색체 안정성, 텔로머라제 활성 및/또는 발현, 증식 능력 및 노화 과정 연구에 유용한 지표로 작용한다.

텔로미어의 임상적 가치는 암, 조로 증후군 또는 부분적 조로증; 유전적 이상, 염색체 불안정으로 인한 질환 예

컨대 블룸(Bloom) 증후군(감염자 염색체의 단절 및 재배열 빈도가 높은 희귀한 유전적 장애) 및 노화-관련 질환

예컨대 워너 증후근(Warner's Syndrome)(비교적 젊은 사람에서 급 노화를 나타내는 희귀 질환)에서 그 중요성이

입증될 수 있다. 텔로미어 길이의 동태는 특정 질환 진행에서 독특한 발현 패턴을 갖는다. 따라서, 이는 질환의

예측에 매우 유용하다.

이에 텔로미어와 간암 간의 상관관계에 대하여 연구하던 중, PROX1이 텔로머라제 역전사효소 프라이머에 결합하[0006]
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여 텔로머라제 역전사효소의 발현을 조절하는 인자로 작용하며, 동시에 비-B형 간염 바이러스 유래 간암에서 텔

로머라제 역전사효소의 발현을 조절하는 인자로 작용함을 확인하고 본 발명을 완성하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) KR 등록특허공보 제10-1600374호 [0007]

(특허문헌 0002) KR 공개특허공보 제10-2009-0052670호 

발명의 내용

해결하려는 과제

일 측면에서, 본 발명의 목적은 TERT 발현 조절용 조성물 또는 TERT 발현조절제의 스크리닝 방법을 제공하는 것[0008]

이다.

일 측면에서, 본 발명의 또 다른 목적은 TERT 발현 상태 진단용 조성물, 진단용 키트, 진단을 위한 정보제공방[0009]

법 또는 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 진단을 위한 정보제공방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 달성하기 위하여, 일 측면에서 본 발명은 PROX1의 발현 또는 활성 조절제를 포함하는, TERT 발현[0010]

조절용 조성물을 제공한다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 (a) 분리된 세포에 TERT 발현 조절 후보물질을 처리하는 단계; 및 (b) 상기 세포[0011]

에서  PROX1의  발현  또는  활성  수준을  측정하는  단계를  포함하는,  TERT  발현  조절제의  스크리닝  방법을

제공한다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 제제를 포함하는, TERT 발현 상태 진단[0012]

용 조성물을 제공한다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 상기 조성물을 포함하는, TERT 발현 상태 진단용 키트를 제공한다.[0013]

또한, 일 측면에서 본 발명은 생물학적 시료로부터 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 단계; 및 측정된[0014]

PROX1의 발현 또는 활성 수준을 TERT 발현 상태 진단을 위한 정보로 제공하는 단계를 포함하는, TERT 발현 상태

진단을 위한 정보제공방법을 제공한다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 생물학적 시료로부터 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 단계; 및 측정된[0015]

PROX1의 발현 또는 활성 수준을 비-B형 간염 바이러스 유래 간암의 진단을 위한 정보로 제공하는 단계를 포함하

는, 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 진단을 위한 정보제공방법을 제공한다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 생물학적 시료로부터 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 단계; 및 측정된[0016]

PROX1의 발현 또는 활성 수준을 암의 진단을 위한 정보로 제공하는 단계를 포함하며, 상기 정보로 제공하는 단

계는, 상기 측정된 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 의 진단을 위한 정보로는

제공하되, B형 간염 바이러스 유래 간암의 진단에는 배제시키는 것을 특징으로 하는, 암 진단을 위한 정보제공

방법을 제공한다.

발명의 효과

일 측면에서 본 발명의 PROX1은 TERT 프로모터, 특히 -124 또는 -146bp 위치에 염기의 치환이 발생한 돌연변이[0017]

TERT 프로모터에 결합하여 TERT의 발현을 조절할 수 있고, 간암 중에서도 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 내

TERT의 발현을 특이적으로 억제할 수 있다는 특징이 있다. 이에 본 발명은 TERT의 발현 조절용 조성물, 비-B형

간염 바이러스 유래 간암의 예방 또는 치료용 조성물 등을 포함한 다양한 의생명 분야에서 활용될 수 있다는 이

점이 있다.

도면의 간단한 설명
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도 1은 발광효소 분석(luciferase assay)을 통한 암세포주 내 TERT 프로모터의 유전적 변이에 따른 TERT 프로모[0018]

터의 활성화 변화 확인한 결과를 나타내는 도로, 구체적으로 도 1a는 HepG2 세포주에 대한 결과를 나타낸 도이

고, 도 1b는 Hep3B 세포주에 대한 결과를 나타낸 도이며, 도 1c는 PLC/PRF/5 세포주에 대한 결과를 나타낸 도이

다.

도 2는 액체 크로마토그래피-이중 질량분석법(LC-MS/MS) 분석과 결합된 올리고 풀-다운 실험을 통한 TERT 프로

모터의 전사에 관여하는 관련 단백질 선별한 결과를 나타낸 도로, 구체적으로 도 2a는 야생형 프로모터 대비 돌

연변이 프로모터에서 강화된 단백질에 대한 Rsc값을 나타낸 도이고, 도 2b는 PROX1에 대한 LS-MS/MS 스펙트럼 결

과를 나타낸 도이다.

도 3은 면역블롯 분석(immunoblot assay)을 통한 TERT 프로모터에 대한 PROX1의 결합 친화력 확인한 결과를 나

타낸 도이다.

도 4는 면역블롯 분석을 통한 ETS/TCF 모티프의 돌연변이 발생에 따른 TERT 프로모터에 대한 PROX1의 결합 친화

력 변화 확인한 결과를 나타낸 도이다.

도 5는 면역블롯 분석을 통한 암 세포주 종류에 따른 내인성 PROX1의 결합 친화력 변화 확인한 결과를 나타내는

도이다.

도  6a는  앰플리콘  1  내지  3의  서열  부위를  도식화하여  나타낸  도이고,  도  6b는  크로마틴  면역침강(ChIP;

chromatin immunoprecipitation) 분석을 통한 TERT 프로모터와 내인성 PROX1의 결합 친화력 확인한 결과를 나

타낸 도이다. 

도 7은 발광효소 분석을 통한 PROX1의 TERT 유전자의 전사 조절 여부 및 그 정도 확인한 결과를 나타내는 도로,

구체적으로 도 7a는 Hep3B 세포주에 대한 결과를 나타낸 도이고, 도 7b는 HepG2 세포주에 대한 결과를 나타낸

도이다.

도 8은 SNU423을 이용한 발광효소 분석을 통한 PROX1의 TERT 유전자의 전사 조절 효과 확인한 결과를 나타낸 도

이다.

도 9는 B형 간염 바이러스 유래 간암에 대한 TERT 프로모터 돌연변이의 임상병리학적 및 진단적 특성 확인한 결

과를 나타낸 도이다.

도 10은 q-PCR을 통한 B형 간염 바이러스 유래 간암에 대한 TERT 프로모터 돌연변이의 임상병리학적 및 진단적

특성 확인한 결과를 나타낸 도이다.

도 11은 qRT-PCR 분석을 통한 간암 유형에 따른 TERT 및 PROX1 mRNA 발현 간의 상관관계 확인한 결과를 나타내

는 도로, 구체적으로 도 11a는 B형 감염 바이러스 유래 간암에 대한 결과를 나타낸 도이고, 도 11b는 비-B형 간

암 바이러스 유래 간암에 대한 결과를 나타낸 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 상세히 설명한다.[0019]

일 측면에서 본 발명은 PROX1의 발현 또는 활성 조절제를 포함하는, TERT 발현 조절용 조성물을 제공한다.[0020]

본 명세서에 있어서, 'PROX1'은 'Prospero homeobox protein 1'의 약자로 인체 내에서 PROX1 유전자에 의하여[0021]

암호화된 단백질을 지칭한다. 이하에서는 상황에 맞게 유전자 또는 단백질 형태 모두를 나타내는 용어로 사용하

였다. 

본 명세서에 있어서, 'PROX1의 발현 또는 활성 조절제'는 PROX1의 발현 또는 활성을 조절하는 물질을 통칭하는[0022]

의미로 사용되며, 보다 구체적으로는 PROX1에 직접적으로 작용하거나 그의 리간드에 간접적으로 작용하는 등의

방식을 통해 PROX1의 발현을 전사 수준에서 감소 또는 증가시키거나 그 활성을 방해하거나 촉진함으로써 PROX1

의 발현 또는 활성을 감소 또는 증가시키는 모든 물질을 포함할 수 있다. 

구체적으로, PROX1의 발현 또는 활성 조절제는 PROX1의 발현 또는 활성 억제제일 수 있고, 이때 본 발명은 일[0023]

실시예로 PROX1의 발현 또는 활성 억제제를 포함하는, TERT 발현 억제용 조성물을 제공할 수 있다.

본 명세서에 있어서, 'TERT'는 텔로머라제 역전사효소(Telomerase reverse transcriptase)의 약칭으로 효소인[0024]

텔로머라제의 촉매 소단위로 텔로머라제 RNA 요소(TERC)와 함께 텔로머라제의 가장 중요한 구성이다. 본 발명의
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일 실시예에 따르면, PROX1은 TERT에 대한 전사촉진인자로서 PROX1의 발현 또는 활성을 억제시키는 경우 TERT의

프라이머 내 전사촉진인자의 결합 부재로 인하여 TERT의 발현이 억제되는 바, TERT 발현 억제를 위하여 PROX1의

발현 또는 활성 억제제를 이용할 수 있다. 

상기 'PROX1 발현 억제제'는 PROX1을 표적으로 하여 PROX1의 발현 또는 활성을 억제할 수 있는 화합물, 핵산,[0025]

펩타이드, 바이러스 또는 상기 핵산을 포함하는 벡터 등 그 형태에 제한 없이 사용 가능하다. 일례로 PROX1의

mRNA에 특이적으로 결합하여 PROX1 mRNA의 발현을 저해하는 siRNA(small interference RNA), shRNA, miRNA, 안

티센스 올리고뉴클레오티드, 리보자임(ribozyme), DNA 기반 효소(DNAzyme), PNA(peptide nucleic acids) 등일

수 있고, 바람직하게는 siRNA, shRNA, miRNA, 안티센스 올리고뉴클레오티드이고, 보다 바람직하게는 siRNA이나,

이에 제한되지 않는다.

상기 'siRNA'는 RNA 방해 또는 유전자 사일런싱을 매개할 수 있는 핵산 분자로서, 21 내지 25 뉴클레오티드 크[0026]

기의 작은 RNA 조각을 의미한다. 본 발명의 siRNA는 센스 가닥(mRNA 서열에 상응하는(corresponding) 서열)과

안티센스 가닥(mRNA 서열에 상보적인 서열)이 서로 반대쪽에 위치하여 이중쇄를 이루는 구조를 가질 수 있으며,

자기-상보성(self-complementary) 센스 및 안티센스 가닥을 가지는 단일쇄 구조를 가질 수 있다. 본 발명의

siRNA는 RNA끼리 짝을 이루는 이중사슬 RNA 부분이 완전히 쌍을 이루는 것에 한정되지 않고 미스매치(대응하는

염기가 상보적이지 않음), 벌지(일방의 사슬에 대응하는 염기가 없음) 등에 의하여 쌍을 이루지 않는 부분이 포

함될 수 있다. 

상기 siRNA는 서열번호 1 또는 서열번호 2로 표시되는 염기서열인 것을 특징으로 하며, 서열번호 1 또는 서열번[0027]

호 2로 표시되는 염기서열의 변이체 또한 본 발명의 범위 내에 포함된다. 본 발명의 서열번호 1 또는 서열번호

2로 표시되는 siRNA의 작용성 등가물, 예를 들어, 서열번호 1 또는 서열번호 2로 표시되는 서열 중 일부가 결실

(deletion), 치환(substitution) 또는 삽입(insertion)에 의해 변형되었지만, 이를 통해 서열번호 1 또는 서열

번호 2의 염기서열로 이루어진 PROX1 유전자를 녹아웃시키는 siRNA와 기능적으로 동일한 작용을 할 수 있는 변

이체(variants)를 포함하는 개념이다.

구체적으로, siRNA는 각 서열번호 1  또는 서열번호 2의 염기서열과 각각 70%  이상, 더욱 바람직하게는 80%[0028]

이상, 더 더욱 바람직하게는 90% 이상, 가장 바람직하게는 95% 이상의 서열 상동성을 가지는 서열을 포함할 수

있다. 폴리뉴클레오티드 또는 아미노산에 대한 "서열 상동성의 %"는 두 개의 최적으로 배열된 서열과 비교 영역

을 비교함으로써 확인된다.

상기 'PROX1 활성 억제제'는 일례로 PROX1의 단백질에 특이적으로 결합하여 PROX1 단백질의 활성을 억제하는 항[0029]

체 또는 그의 항원 결합 단편, 앱타머, 화합물 등이 포함되며, 바람직하게는 항체이나 이에 제한되지 않는다. 

상기 항체는 당해 분야에서 공지된 용어로서 항원성 부위에 대해서 지시되는 특이적인 단백질 분자를 지칭하는[0030]

것으로, 본 발명의 목적상, 항체는 PROX1에 특이적으로 결합하는 항체를 의미하며, 이러한 항체는 각 유전자를

통상적인 방법에 따라 발현벡터에 클로닝하여 상기 유전자에 의해 코딩되는 단백질을 얻고, 얻어진 단백질로부

터  통상적인  방법에  의해  제조될  수  있다.  여기에는  상기  단백질에서  만들어질  수  있는  부분  펩티드도

포함된다. 본 발명의 항체의 형태는 특별히 제한되지 않으며 폴리클로날 항체, 모노클로날 항체 또는 항원 결합

성을 갖는 것이면 그것의 일부도 본 발명의 항체에 포함되고 모든 면역글로불린 항체가 포함된다. 나아가, 본

발명의  항체에는  인간화  항체  등의  특수항체도  포함된다.  본  발명에  있어서  토끼  항-PROX1(11067-2-AP,

Proteintech, Rosemont, IL, USA)인 것이 바람직하나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

상기 조성물은 다양한 형태로 제공될 수 있다. [0031]

일례로, 본 발명은 PROX1의 발현 또는 활성 조절제를 포함하는, TERT 발현 조절용 약학적 조성물을 제공한다.[0032]

일 실시예로 본 발명은 상기 조성물은 PROX1의 발현 또는 활성 억제제를 포함하는 비-B형 간염 바이러스 유래

간암 의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공할 수 있다.

본 명세서에 있어서, '약학적'은 질병을 예방하거나 치료하는 데 사용되는 물질을 연구하는 분야를 의미한다.[0033]

본 명세서에 있어서, '예방'은 조성물의 투여에 의해 C형 바이러스성 간암 또는 알코올성 간암을 억제시키거나[0034]

발병을 지연시키는 모든 행위를 의미한다.

본 명세서에 있어서, '치료'는 조성물의 투여에 의해 C형 바이러스성 간암 또는 알코올성 간암을 낫게 하는 행[0035]

위를 모두 의미한다.

상기 조성물은 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 의 예방 또는 치료 용도를 가지는 것으로, 비-B형 간염 바이러[0036]
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스 유래 간암 특이적인 예방 또는 치료 효과를 나타내는 것이 특징이다. 즉, 본 발명의 일 실시예로 PROX1의 발

현 또는 활성 조절을 통하여 예방 또는 치료를 꾀할 수 있는 것은 비-B형 간염 바이러스 유래 간암에 제한된다.

이를 바탕으로 보다 효율적인 간암의 예방 또는 치료를 꾀할 수 있다. 

이때, 상기 비-B형 간염 바이러스 유래 간암은 B형 간염 바이러스에 의한 간암을 제외한 모든 간암을 포함하는[0037]

개념으로, 바람직하게는 A형 간염 바이러스 유래 간암, C형 간염 바이러스 유래 간암 또는 알코올성 간암일 수

있고, 보다 바람직하게는 C형 간염 바이러스 유래 간암 또는 알코올성 간암일 수 있으나, 이에 제한되는 것은

아니다.

본 명세서에 있어서, '투여'는 임의의 적절한 방법으로 개체에게 소정의 PROX1 발현 또는 활성 억제제를 포함하[0038]

는 조성물을 제공하는 것을 의미하는 것으로, 상기 PROX1 발현 또는 활성 억제제는 약학적으로 유효한 양으로

투여될 수 있다. 

본 명세서에 있어서, '약학적으로 유효한 양'은 의학적 치료에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 질환을[0039]

치료하기에 충분한 양을 의미하며, 유효 용량 수준은 개체 종류 및 중증도, 연령, 성별, 감염된 바이러스 종류,

약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료 기간, 동시 사용되는 약물을 포함

한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 일례로 상기 PROX1 발현 또는 활성 억제

제의 1일 투여 용량은 0.1mg/kg/일 내지 5000mg/kg/일, 보다 구체적으로는 50 mg/kg/일 내지 500mg/kg/일이 될

수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 종래의 치료제와는 순차적 또[0040]

는 동시에 투여될 수 있다. 그리고 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기 요소를 모두 고려하여 부작용 없이 최

소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있

다.

상기 조성물은 개체에게 다양한 경로로 투여될 수 있다. 투여의 모든 방식은 예상될 수 있는데, 예를 들면, 경[0041]

구, 직장 또는 정맥, 근육 또는 피하에 투여될 수 있다.

상기 조성물은 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 의 예방 또는 치료를 위하여 단독으로, 또는 식이요법, 물리치[0042]

료 및 생물학적 반응 조절제를 사용하는 방법들과 병용하여 사용할 수 있다.

또 다른 예로 본 발명은 PROX1 발현 또는 활성 조절제를 포함하는 TERT 발현 조절용 건강기능식품을 제공한다.[0043]

일 실시예로 본 발명은 상기 조성물은 PROX1의 발현 또는 활성 억제제를 포함하는 비-B형 간염 바이러스 유래

간암의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물을 제공한다.

본 명세서에 있어서, '건강기능식품'이란 식품에 물리적, 생화학적, 생물공학적 수법 등을 이용하여 해당 식품[0044]

의 기능을 특정 목적에 작용, 발현하도록 부가가치를 부여한 식품군이나 식품 조성이 갖는 생체방어리듬조절,

질병 방지와 회복 등에 관한 체내조절기능을 생체에 대하여 충분히 발현하도록 설계하여 가공한 식품으로, 장기

적으로 복용하였을 때 인체에 무해하여야 한다.

상기 건강기능식품에는 식품학적으로 허용 가능한 식품 보조 첨가제를 포함할 수 있으며, 건강기능식품의 제조[0045]

에 통상적으로 사용되는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 더욱 포함할 수 있다.

상기 건강기능식품 조성물을 식품 첨가물로 사용할 경우, 상기 조성물을 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식[0046]

품 성분과 함께 사용될 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 유효성분의 혼합양은 사용 목

적(예방, 건강 또는 치료적 처치)에 따라 적합하게 결정될 수 있다. 일반적으로, 식품 또는 음료의 제조 시에

본 발명의 조성물은 원료에 대하여 15 중량% 이하, 바람직하게는 10 중량% 이하의 양으로 첨가된다. 그러나, 건

강 및 위생을 목적으로 하거나 또는 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취의 경우에는 상기 범위 이하일 수

있으며, 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 유효성분은 상기 범위 이상의 양으로도 사용될 수 있다.

상기 건강기능식품의 종류에 특별한 제한은 없다. 상기 물질을 첨가할 수 있는 건강기능식품의 예로는 아이스크[0047]

림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료수, 차, 드링크제, 알콜 음료 및 비타민 복합제 등이 있으며, 통상적

인 의미에서의 해당 식품의 기능을 특정 목적에 작용, 발현하도록 부가가치를 부여한 식품군이나 식품 조성이

갖는 생체방어리듬조절, 질병 방지와 회복 등에 관한 체내조절기능을 생체에 대하여 충분히 발현하도록 설계된

식품을 모두 포함한다.

상기 외에 본 명세서 내 개시된 건강기능식품 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙[0048]

트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세
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린, 알코올, 탄산음료에 사용되는 탄산화제 등을 포함할 수 있다. 그 밖에 본 발명의 식품 조성물은 천연 과일

주스, 과일주스 음료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 포함할 수 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 조합

하여 사용할 수 있다. 이러한 첨가제의 비율은 크게 중요하진 않지만 본 발명의 조성물 100 중량부 당 0.01 내

지 0.1 중량부의 범위에서 선택되는 것이 일반적이다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 (a) 분리된 세포에 TERT 발현 조절 후보물질을 처리하는 단계; 및 (b) 상기 세포[0050]

에서  PROX1의  발현  또는  활성  수준을  측정하는  단계를  포함하는,  TERT  발현  조절제의  스크리닝  방법을

제공한다. 일 실시예에서 상기 TERT 발현 조절제는 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 간암 치료제일 수 있다.

상기 (a) 단계의 세포는 PROX1을 발현하거나 활성시키는 세포이다.[0051]

상기 (a) 단계의 후보물질은 후보물질은 TERT 발현을 억제할 수 있을 것으로 예상되는 물질 또는 그 예후를 개[0052]

선시킬 수 있을 것으로 기대되는 미지의 물질로서, 화합물, 단백질 또는 천연물 추출물을 포함하나, 이에 한정

되는 것은 아니다.

상기 (b) 단계의 'PROX1의 발현 수준을 측정'하기 위한 분석 방법은 중합효소반응(PCR), 역전사 중합효소반응[0053]

(RT-PCR), 경쟁적 역전사 중합효소반응(Competitive RT-PCR), 실시간 역전사 중합효소반응(Realtime RT-PCR),

RNase 보호분석법(RPA; RNase protection assay), 노던 블랏팅(northern blotting), 또는 DNA 마이크로어레이

분석법 등이 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기  (b)  단계의  'PROX1의  활성  수준을  측정'하기  위한  분석  방법은  웨스턴  블랏팅(western  blotting),[0054]

ELISA(enzyme  linked  immunosorbent  assay),  방사선면역분석법(Radioimmunoassay),  방사면역  확산법

(Radioimmunodiffusion),  오우크테로니(Ouchterlony) 면역 확산법, 로케트(Rocket) 면역전기영동, 조직면역염

색, 면역 침전분석법(immunoprecipitation assay), 보체 고정 분석법(complete fixation assay), 유세포분석법

(Fluorescence Activated Cell Sorter, FACS) 또는 단백질 칩(protein chip) 분석법 등이 있으나, 이에 제한되

지 않는다.

상기 (b) 단계는 (c) 후보물질 처리에 의하여 후보물질을 처리하지 않은 세포에 비하여 PROX1 발현 또는 활성[0055]

수준이 낮아지면 TERT 발현 억제제로 판정하고, PROX1 발현 또는 활성 수준이 높아지면 TERT 발현 촉진제로 판

정하는 단계;를 더 포함할 수 있다. 

또한, 일 측면에서 본 발명은 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 제제를 포함하는, TERT 발현 상태 진단[0056]

용 조성물을 제공한다. 

또한, 일 측면에서 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 TERT 발현 상태 진단용 키트를 제공한다.[0057]

본 명세서에 있어서, '진단'은 병리 상태의 존재 또는 특징을 확인하는 것을 의미한다. 본 발명의 목적상, 진단[0058]

이란 TERT 발현 상태를 확인하는 것일 수 있고, 이를 통하여 비-B형 간염 바이러스 유래 간암의 발병 여부를 확

인하는 것일 수 있다. 이때, 본 발명은 비-B형 간염 바이러스 유래 간암의 발병 여부에 대한 판단은 배제시키는

것이 특징이다.

보다 구체적으로, TERT는 비-B형 간염 바이러스 유래 간암인 A형 간염 바이러스 유래 간암, C형 간염 바이러스[0059]

유래 간암, 알코올성 간암, 조로 증후군, 부분적 조로증, 유전적 이상, 블룸(Bloom) 증후군을 포함하는 염색체

불안정으로 인한 질환 또는 워너 증후근(Warner's Syndrome)을 포함하는 노화-관련 질환의 발생 등을 나타내는

인자인 바, 일례로 본 발명은 신체 세포 또는 조직을 적절히 선택하여 TERT 발현 상태를 진단하여 암, 조로 증

후군, 부분적 조로증, 유전적 이상, 염색체 불안정으로 인한 질환 또는 노화의 발생을 진단할 수 있도록 한다.

상기 진단용 키트는 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 제제 외에, 분석방법에 적합한 한 종류 이상의 다[0060]

른 구성성분 조성물, 용액 또는 장치가 포함될 수 있으며, 어떠한 형태로든 본 발명의 범위를 제한하지 않는다. 

일례로, PROX1의 발현 수준을 측정하기 위한 키트는 RT-PCR을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 키트[0061]

일 수 있다. RT-PCR 키트는 마커 유전자에 대한 특이적인 프라이머 쌍 외에도 테스트 튜브 또는 다른 적절한 컨

테이너, 반응 완충액, 데옥시뉴클레오티드(dNTPs), Taq-중합효소 및 역전사효소와 같은 효소, DNase, RNase 억

제제, DEPC-물(DEPC-water), 멸균수 등을 포함할 수 있다.

또한, PROX1의 발현 수준을 측정하기 위한 키트는 마이크로어레이 칩을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함[0062]

하는 키트일 수 있다. 상기 마이크로어레이 칩 키트는, 유전자 또는 그의 단편에 해당하는 cDNA가 프로브로 부

착되어 있는 기판을 포함하고 기판은 정량 대조구 유전자 또는 그의 단편에 해당하는 cDNA를 포함할 수 있으며,
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본 발명의 마커를 이용하여 당업계에서 통상적으로 사용되는 제조 방법에 의하여 용이하게 제조될 수 있다. 마

이크로어레이 칩을 제작하기 위해서, 상기 탐색된 마커를 탐침 DNA 분자로 이용하여 DNA 칩의 기판상에 고정화

시키기 위해 파이조일렉트릭(piezoelectric) 방식을 이용한 마이크로피펫팅(micropipetting)법 또는 핀(pin) 형

태의 스폿터(spotter)를 이용한 방법 등을 사용하는 것이 바람직하나 이에 한정되는 것은 아니다. 상기 마이크

로어레이 칩의 기판은 아미노-실란(amino-silane), 폴리-L-라이신(poly-Llysine) 및 알데히드(aldehyde)로 이

루어진 군에서 선택되는 활성기가 코팅된 것이 바람직하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 또한, 상기 기판은 슬

라이드 글래스, 플라스틱, 금속, 실리콘, 나일론 막 및 니트로셀룰로스 막(nitrocellulose membrane)으로 이루

어진 군에서 선택되는 것이 바람직하나 이에 한정되는 것은 아니다.

또한, PROX1의 활성 수준을 측정하기 위한 키트는 항체의 면역학적 검출을 위하여 기질, 적당한 완충용액, 발색[0063]

효소 또는 형광물질로 표지된 2차 항체, 및 발색 기질 등을 포함할 수 있다. 상기에서 기질은 니트로셀룰로오스

막, 폴리비닐 수지로 합성된 96 웰 플레이트, 폴리스틸렌 수지로 합성된 96 웰 플레이트 및 유리로 된 슬라이드

글라스  등이  이용될  수  있고,  발색효소는  퍼옥시다아제(peroxidase),  알칼라인  포스파타아제(alkaline

phosphatase) 등이 사용될 수 있고, 형광물질은 FITC, RITC등이 사용될 수 있고, 발색기질액은 ABTS(2,2'-아지

노-비스-(3-에틸벤조티아졸린-6-설폰산))  또는  OPD(o-페닐렌디아민),  TMB(테트라메틸  벤지딘)가  사용될  수

있다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 제제를 포함하는 TERT 발현 상태 진단을[0064]

위한 정보제공방법을 제공한다. 

또한, 일 측면에서 본 발명은 생물학적 시료로부터 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 단계; 및 측정된[0065]

PROX1의 발현 또는 활성 수준을 비-B형 간염 바이러스 유래 간암의 진단을 위한 정보로 제공하는 단계를 포함하

는, 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 진단을 위한 정보제공방법을 제공한다.

또한, 일 측면에서 본 발명은 생물학적 시료로부터 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 측정하는 단계; 및 측정된[0066]

PROX1의 발현 또는 활성 수준을 암의 진단을 위한 정보로 제공하는 단계를 포함하며, 상기 정보로 제공하는 단

계는, 상기 측정된 PROX1의 발현 또는 활성 수준을 비-B형 간염 바이러스 유래 간암의 진단을 위한 정보로는 제

공하되, B형 간염 바이러스 유래 간암의 진단에는 배제시키는 것을 특징으로 하는, 암 진단을 위한 정보제공방

법을 제공한다.

본 명세서에 있어서, '진단을 위한 정보제공방법'은 진단을 위한 예비적 단계로서 TERT 발현 상태 진단을 위하[0067]

여 필요한 객관적인 기초정보를 제공하는 것이며 의사의 임상적 판단 또는 소견은 제외된다. 더 나아가 상기 진

단을 위한 정보제공방법은 암의 진단, 특히 비-B형 간염 바이러스 유래 간암의 진단을 위하여 필요한 객관적인

기초정보를 제공하는 것 또한 포함한다.

본 명세서에 있어서, '생물학적 시료'란 개체로부터 분리되어 목적 유전자 또는 단백질의 발현 수준을 측정하는[0068]

직접적인 대상을 의미하고, 조직, 세포, 전혈, 혈청, 혈장, 타액, 객담, 뇌척수액 또는 뇨와 같은 시료 등을 포

함한다. 일례로 본 발명의 시료란 TERT 과발현 의심 개체에서 TERT 발현 상태를 진단하기 위한 시료, 또는 비-B

형 간염 바이러스 유래 간암 의심 개체에서 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 발병 여부를 진단하기 위한 시료이

다.

일 실시예에서 상기 TERT 발현 상태 진단을 위한 정보제공방법은 정상인 대조군과 비교하여 PROX1 유전자의 발[0069]

현 또는 활성 수준이 높아지면 TERT 발현이 증가된 것으로 진단하는 단계를 더 포함할 수 있다. 반대로, 정상인

대조군과 비교하여 PROX1 유전자의 발현 또는 활성 수준이 낮아지면 TERT의 발현이 감소된 것으로 판단하여 정

보를 제공할 수 있다. 

구체적으로 TERT는 비-B형 간염 바이러스 유래 간암인 A형 간염 바이러스 유래 간암, C형 간염 바이러스 유래[0070]

간암, 알코올성 간암, 조로 증후군, 부분적 조로증, 유전적 이상, 블룸(Bloom) 증후군을 포함하는 염색체 불안

정으로 인한 질환 또는 워너 증후근(Warner's Syndrome)을 포함하는 노화-관련 질환의 발생 등을 나타내는 인자

인 바, 일례로 본 발명은 신체 세포 또는 조직을 적절히 선택하여 TERT 발현 상태를 진단하여 암, 조로 증후군,

부분적 조로증, 유전적 이상, 염색체 불안정으로 인한 질환 또는 노화의 진단을 위한 정보를 제공할 수 있다.

보다 구체적으로 본 발명은 일 실시예에서 상기 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 진단을 위한 정보제공방법과[0071]

암 진단을 위한 정보제공방법은 정상인 대조군과 비교하여 PROX1 유전자의 발현 또는 활성 수준이 높아지면 비-

B형  간염 바이러스 유래 간암으로 진단하는 단계를 더 포함할 수 있다. 반대로, 정상인 대조군과 비교하여

PROX1 유전자의 발현 또는 활성 수준이 비슷하거나 낮아지면 비-B형 간염 바이러스 유래 간암 간암이 아니라고
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판단하여 진단을 위한 정보를 제공할 수 있다. 

중복되는 내용은 본 명세서의 복잡성을 고려하여 생락하며, 본 명세서에서 달리 정의되지 않은 용어들은 본 발[0072]

명이 속하는 기술분야에서 통상적으로 사용되는 의미를 갖는 것이다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예 및 제조예를 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예[0073]

및 제조예는 본 발명의 내용을 예시하는 것일 뿐 본 발명의 범위가 하기 실시예 및 제조예에 한정되는 것은 아

니다. 본 발명의 실시예 및 제조예는 당업계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하

기 위해 제공되는 것이다.

실시예 1. 세포 배양[0074]

인간 간암 세포주인 HepG2 및 Hep3B는 ATCC(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)으로부터[0075]

공급받았고, SNU423은 한국 세포주 은행(Seoul, Korea)으로부터 공급받았다. 공급받은 각 세포주는 37 ℃, 5%

CO2 조건하 10% 소태아혈청(Gibco), 100 U/mL 페니실린 및 10 μg/ml 스트렙토마이신으로 보충한 DMEM(Gibco,

Carlsbad, MD, USA)에서 배양하였다. 

실시예 2. 발광효소 분석(luciferase assay)을 통한 암세포주 내 TERT 프로모터의 유전적 변이에 따른 TERT 프[0076]

로모터의 활성화 변화 확인

발광효소 분석을 통하여 암세포주 내 TERT 프로모터의 유전적 변이에 따른 TERT 프로모터의 활성화 변화를 확인[0077]

하였다. 구체적으로 96-웰 플레이트(SPL Life Science, Pocheon, Korea) 내에서 웰당 야생형 프로모터(WT)나

TERT 유전자 서열 내 ATG를 기준으로 -124bp 또는 -146bp 위치에 시토신(C)가 티민(T)으로 치환된 돌연변이 프

로모터(-124C>T 또는 -146C>T),  또는 상기 각 프로모터에 rs2853669의 대립유전자에 변이가 유도된 프로모터

(rs-CC)와  상기  각  프로모터를 포함하는 실시예 2-1의  방식으로 제조된 TERT  리포터 구성물(TERT  reporter

construct) 100 ng, pNL1.1.TK 벡터(Promega) 0.25 ng와 0.5 μl의 FuGENE® HD 형질주입 시약(Promega)를 처

리하여 암세포주, 특히 간암세포주로 알려진 HepG2, Hep3B 및 PLC/PRF/5 각각에 대하여 공-형질주입시켰다. 형

질주입 후 48시간이 경과되었을 때, 제작자가 제공하는 매뉴얼에 따라 Nano-Glo® Dual-Luciferase® Reporter

Assay System(Promega)를 이용하여 발광효소의 활성 변화를 측정하였다. 발광효소의 활성은 NanoLuc
TM
 발광효소

발현으로 표준화하였다. 그 결과는 도 1에 나타내었다.

한편, 상기 TERT 리포터 구성물은 다음의 방식으로 제조하였다. 우선, rs2853669의 TT 및 CC 유전자형을 가지는[0078]

정상적인 간 조직으로부터 추출한 DNA를 이용하여 각 TERT 프로모터 영역(ATG 시작 부분으로부터 -424 내지 +65

bp)을 증폭시켰다. 증폭은 PCR을 통하여 수행하였으며, 각 PCR은 이 기술 분야에서 일반적으로 사용되는 5' 연

장 가닥과 SacⅠ 및 XhoⅠ 제한효소 자리를 포함하는 특이적인 프라이머와 Q5® High-Fiedelity DNA 중합효소

(NEB, Ipswich, MA, USA)를 이용하여 수행하였다. PCR 산물은 SacⅠ 및 XhoⅠ으로 분해되었고, 이에 따라 제조

된 앰플리콘은 pGL3-인핸서 벡터(Promega, Madison, WI, USA)에 삽입하였다. 이때, 높은 수준으로 luc+이 전사

되도록 하기 위하여 상기 백터 내 SV40 인핸서가 luc+ 및 폴리(A) 신호의 다운스트림에 위치하도록 하였다. 

도 1에 나타낸 바와 같이, 돌연변이 프로모터를 포함하는 리포터 구조물, 특히 -124C>T 프로모터를 처리한 경우[0079]

모든 간암 세포주에서 야생형 프로모터보다 약 1.5 내지 2배 정도의 TERT 프로모터 활성 증가를 나타내었다. 한

편, 프로모터 활성 증가는 rs2853669의 C 대립유전자의 존재 하에서 미묘하게 감소하였으나, rs283669의 대입유

전자 변이는 프로모터 내 다른 돌연변이가 존재하지 않는 경우 TERT 프로모터의 활성에 유의적인 영향을 미치지

않음을 확인하였다. 이는 TERT 프로모터 내 유전적 변이가 간암 생성을 야기하는 TERT의 전사 수준을 증가시킴

으로써 텔로머라제(telomerase) 활성에 직접적으로 관여함을 나타낸다.

실시예 3. TERT 프로모터에 대한 PROX1의 결합 친화력 확인[0080]

3-1. 액체 크로마토그래피-이중 질량분석법(LC-MS/MS) 분석과 결합된 올리고 풀-다운 실험을 통한 TERT 프로모[0081]

터의 전사에 관여하는 관련 단백질 선별

서열번호 3로 표시되는 컨센서스 ETS/TCF 바인딩 사이트(consensus ETS/TCF binding site, CCGGAA)는 TERT 프[0082]

로모터에서 돌연변이를 야기시키고, 동시에 상기 ETS/TCF 전사 인자에 의하여 TERT 전사가 증가됨이 알려져 있

다. 그럼에도 불구하고, 신생(de novo) 부위에 직접적으로 결합하는 단백질의 유형(즉, ETS/TCF 패밀리 단백질

또는  기타  단백질)은  실험적으로  아직  밝혀지지  못하였다.  이에  액체  크로마토그래피-이중  질량분석법(LC-

MS/MS) 분석과 결합된 올리고 풀-다운 실험을 통하여 돌연변이 TERT 프로모터의 전사에 관여하는 관련 단백질을
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검출하였다. 

구체적으로, TERT 프로모터에 상보적인 비오틴이 표지된 이중나선 올리고인 하기 표 1의 야생형인 WT#1 및 돌연[0083]

변이형 124C>T 및 146C>T 서열을 합성하고, 각 올리고를 동일한 부피로 어닐링 버퍼(10 mM Tris-HCL [pH 7.4],

50  mM  NaCl,  1  mM  EDTA)에서 재현탁하고,  5분  동안 95℃에서 가열한 후 상온에서 서서히 식혀가면서 어닐

(anneal)하였다.  이  후  스트렙타아비딘-코팅된  자성  구슬(Dynabead  M-280  스트렙타아비딘,  Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA)을 어닐된 올리고 100 pmol과 함께 30분 동안 상온에서 배양하였다. 

표 1

[0084] 서열번호 서열

WT #1 4 GACCCCTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCCTCCGGGCCCTC

-124 C>T 5 GACCCCTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCTTCCGGGCCCTC

-146 C>T 6 GACCCCTTCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCCTCCGGGCCCTC

별도로 -124C>T 또는 -146C>T 프로모터의 활성이 높은 암세포주인 Hep3B로부터 이 기술분야에서 일반적으로 사[0085]

용되는 방식으로 핵 추출물을 분리하였고, 분리한 핵 추출물 1 mg을 상기 자성 구슬에 첨가한 후 4℃에서 2시간

동안 배양하였다. 상기 배양의 결과로, 자성 구슬에서 분리된 단백질에 대하여 이 기술 분야에서 일반적으로 사

용되는 SDS-PAGE 및 LS-MS/MS(ligquid chromatography-tandem mass spectrometry) 수행하여 단백질-DNA 친화력

수준을 분석을 위하여 각 샘플의 스펙트럼 계수 값을 비교하였다. 그 결과는 야생형 프로모터 대비 돌연변이 프

로모터에서 강화된 단백질에 대한 Rsc(fold-change  ratio)값으로 도 2a에 나타내었다. 아울러, PROX1에 대한

LS-MS/MS 스펙트럼 결과는 도 2b에 별도로 나타내었다.

도 2에 나타낸 바와 같이, 몇몇 단백질들에서 WT#1 올리고보다 -124C>T 및 -146C>T 치환된 올리고와 높은 결합[0086]

력을 가짐을 확인하였고, 상기 단백질 중에 특히 유의적인 결합력을 나타낸 PROX1(prospero homeobox protein

1, 분자량 83 kDa)을 선택하였다. 

3-2. 면역블롯 분석(immunoblot assay)을 통한 TERT 프로모터에 대한 PROX1의 결합 친화력 확인[0087]

면역블롯 분석을 통하여 TERT 프로모터에 대한 PROX1의 결합 친화력, 특히 상기 실시예 3-1에서 올리고 풀-다운[0088]

분석 결과로 수득한 샘플 WT#1, -124C>T 및 -146C>T 각각에 대하여 TERT 프로모터와 PROX1 간의 결합 친화력을

확인하였다. 1차 항체로 토끼 항-PROX1(11067-2-AP, Proteintech, Rosemont, IL, USA)을 사용하여 이 기술분야

에서 일반적으로 면역블롯 분석 방식으로 실험을 수행하였다. 그 결과는 도 3에 나타내었다.

도 3에 나타낸 바와 같이, WT#1  올리고를 포함한 -124C>T  및 -146C>T  올리고를 처리한 TERT  프로모터 모두[0089]

PROX1에 대한 양성 반응을 나타내었다. 다만, PROX1 결합은 WT#1 올리고에서도 검출되었으나, 이는 -124C>T 또

는 -146C>T 올리고를 처리했을 때 보다는 낮았다. 이는 PROX1이 야생형 TERT 프로모터에서보다 돌연변이 TERT

프로모터에서 결합력이 우수하여, 돌연변이 TERT 프로모터를 가진 세포에서 보다 우수한 TERT 발현 증가를 야기

시킴을 나타낸다. 

3-3. 면역블롯 분석을 통한 ETS/TCF 모티프의 돌연변이 발생에 따른 TERT 프로모터에 대한 PROX1의 결합 친화력[0090]

변화 확인

다양한 야생형(WT) 올리고인 WT#1, WT#2 및 WT#3과 ETS/TCF 모티프를 완전히 망가뜨린 돌연변이(MT) 올리고를[0091]

이용한 올리고 풀-다운 분석 및 면역블롯 분석을 통하여 TERT 프로모터에 대한 PROX1의 결합 친화력, 즉 TERT

프로모터 내 핫스팟 지역인 서열번호 3로 표시되는 ETS/TCF 모티프에서 PROX1과의 결합이 특이적으로 발생하는

것인지 여부를 확인하였다. 

구체적으로 하기 표 2의 야생형(WT) 올리고인 WT#1, WT#2 및 WT#3와 MT 올리고를 사용한 것 외에는 상기 실시예[0092]

3-1 및 3-2에 개시된 방식과 동일한 방식으로 올리고 풀-다운 분석 및 면역블롯 분석을 수행하였다. 그 결과는

도 4에 나타내었다.

표 2

[0093] 서열번호 서열

WT #1 4 GACCCCTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCCTCCGGGCCCTC

WT #2 7 AGCCCCCTCCGGGCCCTC
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WT #3 8 GACCCCTCCCGGGTCCCC

MT 9 GACCCTCCGCGCGTCCCCGGCCCAGCCCCCGTCGCGCCCTC

도 4에 나타낸 바와 같이, PROX1은 특이적으로 야생형 TERT  프로모터 서열인 CCGGAG  및 CCGGGA에 결합하고,[0094]

ETS/TCF 결합 모티프가 완전히 붕괴된 MT 올리고와의 결합이 현저하게 감소되었음을 확인하였다. 이는 TERT 프

로모터와 PROX1과의 결합 친화력은 직접적으로 TERT 프로모터 내 ETS/TCF 모티프와의 결합되는 영역의 범위와

비례함을 나타낸다.실시예 4. TERT 프로모터에 대한 내인성 PROX1의 결합 친화력 확인

4-1. 면역블롯 분석을 통한 암 세포주 종류에 따른 내인성 PROX1의 결합 친화력 변화 확인[0095]

면역블롯 분석을 통하여 세포주 종류에 따른 내인성 PROX1의 결합 친화력이 변화를 확인하였다. 이때, 면역 블[0096]

롯은 1차 항체로 토끼 항-PROX1(11067-2-AP, Proteintech, Rosemont, IL, USA), 토끼 항-COX Ⅳ(48844, CST)

및 토끼 항-Lamin B1(ab16048, Abcam)을 사용하여 이 기술분야에서 일반적으로 사용되는 방식으로 수행하였다.

결과는 도 5에 나타내었으며, Lamin B1은 핵 단백질 마커로 사용하고, COX IV는 세포질 단백질 마커로 사용하였

다.

도 5에서 나타낸 바와 같이, 내인성 PROX1은 간암 세포주인 Hep3B 및 HepG2의 세포질 (C, cytoplasm)에서 보다[0097]

핵 (N,  nucleus)  내에서 다량 검출되었으나, SNU423  어느 곳에서도 내인성 PROX1이 검출되지 않았다. 또한,

Hep3B 내 PROX1 발현 수준이 다른 세포에서보다 높음을 확인하였다. 이는 암 세포주간 TERT 프로모터의 활성화

가 PROX1 발현 패턴에 의존함을 시사한다.

4-2. 크로마틴 면역침강(ChIP; chromatin immunoprecipitation) 분석을 통한 TERT 프로모터와 내인성 PROX1의[0098]

결합 친화력 확인

크로마틴 면역침강 분석을 통하여 새포 내 내인성 PROX1이 TERT 프로모터와 물리적으로 결합하는지 여부를 확인[0099]

하였다. 구체적으로, 야생형 TERT 프로모터를 지닌 Hep3B 세포 및 -124C>T TERT 프로모터를 지닌 HepG2 세포에

대하여 제조자가 제공하는 매뉴얼에 따라 SimpleChIP® Plus Enzymatic Chromatin IP 키트(CST)를 이용하여 크

로마틴  면역침강  분석을  수행하였다.  이때,  5-10  μg의  크로마틴과  1  μg의  PROX1  항체(11067-2-AP,

Proteintech)를 사용하였다. 이 후 상기 실험에 대한 결과를 정량화하기 위하여 하기 표 3에 개시된 프라이머를

이용하여 qRT-PCR(Quantitative real-time PCR)을 수행하였다. 앰플리콘 1 내지 3은 도 6a에 나타낸 서열로,

앰플리콘 1 및 2는 핫스팟을 포함하는 TERT 프로모터 영역의 복제 산물이고, 앰플리콘 3은 TERT의 3'-UTR 부분

의 복제산물이다. 상기 일련의 과정을 통하여 수득한 결과는 도 6b에 나타내었다.

표 3

이름[0100] 서열번호 서열 어닐링 온도(℃)

TERT 앰플리콘 1 Forward 10 CTGCCCCTTCACCTTCCAG 58

Reverse 11 AGCGCTGCCTGAAACTCG

TERT 앰플리콘 2 Forward 12 CTCCCAGTGGATTCGCGG 60

Reverse 13 CTGCCTGAAACTCGCGCC

TERT 앰플리콘 3 Forward 14 ATTCGCCATTGTTCACCCCT 60

Reverse 15 CTGTGTACAGGGCACACCTT

도 6에 나타낸 바와 같이, 두 세포주 모두에서 프로모터 내 -48 내지 -286 사이에 위치의 서열인 앰플리콘 1 및[0101]

2 모두 PROX1와 결합하나, TERT의 3'-UTR 위치의 서열인 앰플리콘 3은 PROX1과 결합하지 않음을 확인하였다. 이

는 PROX1은 TERT 프로모터, 특히 핫스팟 영역에 결합함을 나타낸다.실시예 5. TERT 유전자에 대한 내인성 PROX1

의 전사활성인자로서의 역할 확인

5-1. 발광효소 분석을 통한 PROX1의 TERT 유전자의 전사 조절 여부 및 그 정도 확인[0102]

qRT-PCR을 수행하여 Hep3B 및 HepG2 세포 내 PROX1의 TERT 유전자의 전사 조절 여부 및 그 정도를 확인하였다.[0103]

구체적으로, 96-웰 플레이트(SPL Life Science, Pocheon, Korea) 내에서 웰당 야생형 프로모터(WT)나 124 또는

146 위치에 시토신(C)가 티민(T)으로 치환된 돌연변이 프로모터(-124C>T 또는 -146C>T)를 포함하는 TERT 리포터

구성물(TERT reporter construct) 100 ng, pNL1.1.TK 벡터(Promega) 0.25 ng, 하기에 표시한 서열번호 1 및 2

로 표시되는 PROX1 siRNA와 0.4 μl의 DharmaFECT
TM
 Duo 형질주입 시약(GE Healthcare, Little Chalfont, UL)
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을 처리한 후 암세포주, 특히 간암세포주로 알려진 HepG2 및 Hep3B 각각에 대하여 공-형질주입시켰다. 형질주입

후 48시간이 경과되었을 때 발광효소 분석을 수행하였다. 각 단계는 상기 실시예 2에 개시된 방식을 참고하였으

며, 서열번호 2의 PROX1 siRNA에 대한 실험 수행 결과는 도 7에 나타내었다. 

서열번호 1[0104]

: CCUAUAACUUGUUAUCAUU [0105]

(Thermo Fisher scientific assay ID; n331082)[0106]

서열번호 2[0107]

: GCUGUAGUGUAUUCACCUA[0108]

(Thermo Fisher scientific assay ID; n331083)[0109]

도 7 에 나타낸 바와 같이, PROX1의 녹다운으로 Hep3B 및 HepG2 세포주 모두에서 TERT mRNA 발현이 현저하게 억[0110]

제됨을 확인하였다. 특히, PROX1 녹다운은 야생형 프로모터의 활성뿐만 아니라 -124C>T 및 -146C>T 돌연변이 구

조의 강화된 프로모터 활성을 현저하게 억제시킴을 확인하였다.

5-2. SNU423을 이용한 발광효소 분석을 통한 PROX1의 TERT 유전자의 전사 조절 효과 확인[0111]

PROX1에 영향을 받지 않는 SNU423 세포주를 이용하여 PROX1의 TERT 유전자의 전사 조절 효과를 보다 분명하게[0112]

확인하였다. 구체적으로 96-웰 플레이트(SPL Life Science, Pocheon, Korea) 내에서 웰당 야생형 프로모터(W

T)나 124 또는 146 위치에 시토신(C)가 티민(T)으로 치환된 돌연변이 프로모터(-124C>T 또는 -146C>T)를 포함하

는 TERT 리포터 구성물(TERT reporter construct) 50 ng, pNL1.1.TK 벡터(Promega) 0.125 ng, pCMV6-PROX1 벡

터(RC201140, Origene, Beijing, China)와 0.5 μl의 FuGENE® HD 형질주입 시약(Promega)를 처리한 후 SNU423

세포주에 대하여 공-형질주입시켰다. 형질주입 후 48시간이 경과되었을 때 발광효소 분석을 수행하였다. 각 단

계는 상기 실시예 2에 개시된 방식을 참고하였으며, 실험 수행 결과는 도 8에 나타내었다.

도 8에 나타낸 바와 같이, 과발현된 PROX1에 의하여 야생형 프로모터(WT)의 활성이 약 2.4배 증가함을 확인하였[0113]

으며, -124C>T 프로모터 및 -146C>T 프로모터에 대해서는 각각 약 4.3배 및 3.5배 정도 활성이 증가함을 확인하

였다. 이는 PROX1이 TERT 유전자의 발현에 중요한 전자활성인자이며, 특히 돌연변이 TERT 프로모터에 우선적으

로 결합하여 작용함을 나타낸다.

실시예 6. TERT 프로모터 돌연변이의 임상병리학적 및 진단적 특성 확인[0114]

6-1. B형 간염 바이러스 유래 간암에 대한 TERT 프로모터 돌연변이의 임상병리학적 및 진단적 특성 확인[0115]

98명의 환자로부터 102 가지의 B형 간염 바이러스 유래 간암을 조사하였고, 이 기술분야에서 일반적으로 사용되[0116]

는 생거 시퀀싱(sanger sequencing)을 수행하여 TERT 프로모터 영역 내 rs2853669 체세포 돌연변이 발생 및 상

태를 확인하였다. 그 결과는 도 9에 나타내었다. 이에 더하여 qRT-PCR 분석을 통하여 99 개의 B형 간염 바이러

스 유래 간암에서 TERT 프로모터 및 TERT 발현 내 유전적 변이 사이의 상관관계를 확인하였으며, 그 결과는 도

10에 나타내었다. 분석은 상기 102 가지의 B형 간암 바이러스 유래 간암 시료를 사용한 것 외에는 상기 실험예

4-1에서 개시된 방식과 동일한 방식을 이용하여 수행하였다.

도 9에 나타낸 바와 같이, -124C>T 치환이 발생한 돌연변이 TERT 프로모터는 29개(28.4%)의 간암에서 발견되었[0117]

고, -146C>T  치환은 어떤 암에서도 발견되지 않았다. 5개의 일반적인 간 및 33개의 간경변 상태의 간에서는

TERT 프로모터 돌연변이가 발견되지 않았다. 또한, Rs2853669의 보유자의 변이는 55명의 환자에서 검출되었다

(56.1%; TC 이형접합체: 45.9%, CC 동형접합체: 10.2%), 이는 아시아 인구의 1000개의 게놈 데이터베이스 내에

서 알려진 비율(52.4%, 285 개체에 이용 가능한 자료)과 비슷하다. 이는 Rs2853669 상태는 B형 간염 바이러스

유래 간암 환자 내 TERT 프로모터 돌연변이의 빈도에 큰 영향을 미치지 않음을 나타낸다.

아울러, 도 10에 나타낸 바와 같이, TERT mRNA 발현은 야생형 TERT 프로모터를 가진 사람보다 돌연변이 TERT 프[0118]

로모터를 가진 간암 환자에서 보다 현저하게 감소함을 확인하였다(p=0.0024). 한편, 간암 내 TERT mRNA 수준은

rs2853669의 C 대립유전자 존재(SNP)에 유무에 따라 유의적인 차이를 보이지 않았다. 이는 상기 실험예 1 내지

4를 통해서 얻은 결과와 반대되는 결과로, 본 발명의 PROX1은 HBV 유전자에 의한 간암인 B형 간염 바이러스 유

래 간암 외 다른 간암에서만 유효한 것임을 나타낸다.

6-2. qRT-PCR 분석을 통한 간암 유형에 따른 TERT 및 PROX1 mRNA 발현 간의 상관관계 확인[0119]
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qRT-PCR 분석을 통하여 PROX1이 TERT 프로모터 내 전사활성인자로서 TERT의 발현을 증가시키는 현상이 B형 간염[0120]

바이러스 유래 간암 외 다른 간암 유형에서 효과를 나타내는 지 여부를 확인하였다. 구체적으로, 비-B형 간염

바이러스 유래 간암(14 C형 간염 바이러스 유래 간암 및 11 알코올성 간암)에 대하여 상기 표 3에 개시된 프라

이머를 이용하여 qRT-PCR(Quantitative real-time PCR)을 수행하였다. 그 결과는 도 11에 나타내었다.

도 11a에 나타낸 바와 같이, B형 간염 바이러스 유래 간암에서는 TERT와 PROX1 mRNA 발현 사이에 유의적인 상관[0121]

관계가 존재하지 않음을 확인하였다. 이는 상기 실시예 6-1의 결과와 상응하는 결과이다. 다만, 도 11b에 나타

낸 바와 같이 비-B형 간염 바이러스 유래 간암에서는 TERT 및 PROX1 mRNA 발현 간에 양의 상관관계가 존재함을

확인하였다. 이는 상기 실시예 3 내지 5에서의 결과와 상응하는 결과이다. 상기 결과들은 PROX1은 간암 중에서

도 비-B형 간염 바이러스 유래 간암인 C형 바이러스성 간암 및 알코올성 간암에서 특이적으로 TERT 발현 조절

효과를 가짐을 나타낸다. 

종합적으로, 상기 개시한 바와 같이, 일 측면에서 본 발명의 PROX1은 TERT 프로모터, 특히 -124 또는 -146bp 위[0122]

치에 염기의 치환이 발생한 돌연변이 TERT 프로모터에 결합하여 TERT의 발현을 조절할 수 있고, 간암 중에서도

비-B형 간염 바이러스성 간암 내 TERT의 발현을 특이적으로 억제할 수 있다는 특징이 있다. 이에 본 발명은

TERT의 발현 조절용 조성물, 비-B형 간염 바이러스 유래 간암의 예방 또는 치료용 조성물 등을 포함한 다양한

의생명 분야에서 활용될 수 있다는 이점이 있다.

본 발명의 일 실시예에 따른 조성물의 제형예를 아래에서 설명하나, 다른 여러 가지 제형으로도 응용 가능하며,[0123]

이는 본 발명을 한정하고자 함이 아니라 본 발명을 구체적으로 설명하고자 함이다.

제제예 1. 약학적 제제의 제조[0124]

1-1. 산제 제조[0125]

PROX1의 발현 또는 활성 조절제 20㎎, 유당 100㎎ 및 탈트 10㎎을 혼합하고 기밀포에 충진하여 산제를 제조하였[0126]

다.

1-2. 정제 제조[0127]

PROX1의 발현 또는 활성 조절제 10㎎, 옥수수전분 100㎎, 유당 100㎎ 및 스테아린산 마그네슘 2㎎을 혼합한 후[0128]

통상의 정제의 제조방법에 따라서 타정하여 정제를 제조하였다.

1-3. 캡슐제 제조[0129]

통상의 캡슐제 제조방법에 따라 PROX1의 발현 또는 활성 조절제 10㎎, 결정성 셀룰로오스 3㎎, 락토오스 14.8㎎[0130]

및 마그네슘 스테아레이트 0.2㎎을 혼합하고 젤라틴 캡슐에 충전하여 캡슐제를 제조하였다.

1-4. 주사제 제조[0131]

통상의 주사제의 제조방법에 따라 1앰플당(2mL) 당귀 PROX1의 발현 또는 활성 조절제 10㎎, 만니톨 180㎎, 주사[0132]

용 멸균 증류수 2,974㎎ 및 Na2HPO4* 2H2O 26㎎으로 제조하였다.

1-5. 액제 제조[0133]

통상의 액제의 제조방법에 따라 정제수에 PROX1의 발현 또는 활성 조절제 20㎎, 이성화당 10g 및 만니톨 5g을[0134]

가하여 용해시키고 레몬향을 적량 가한 다음 상기의 성분을 혼합하였다.  그  다음 정제수를 더 가하여 전체

100mL로 조절한 후 갈색병에 충진하고 멸균시켜 액제를 제조하였다.

제제예 2. 식품 제제의 제조[0135]

2-1. 건강식품 제조[0136]

PROX1의 발현 또는 활성 조절제 100㎎, 비타민 혼합물 적량, 비타민 A 아세테이트 70g, 비타민 E 1.0㎎, 비타민[0137]

B1 0.13㎎, 비타민 B2 0.15㎎, 비타민 B6 0.5㎎, 비타민 B12 0.2g, 비타민 C 10㎎, 비오틴 10g, 니코틴산아미

드 1.7㎎, 엽산 50g, 판토텐산 칼슘 0.5㎎, 무기질 혼합물 적량, 황산제1철 1.75㎎, 산화아연 0.82㎎, 탄산마그

네슘 25.3㎎, 제1인산칼륨 15㎎, 제2인산칼슘 55㎎, 구연산칼륨 90㎎, 탄산칼슘 100㎎ 및 염화마그네슘 24.8㎎

을 혼합한 다음, 과립을 제조하고 통상의 방법에 따라 건강식품을 제조하였다. 이때, 상기 비타민 및 미네랄 혼

합물의 조성비는 비교적 건강식품에 적합한 성분을 바람직한 실시예로 혼합 조성하였지만, 그 배합비를 임의로

변형 실시하여도 무방하다.
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2-2. 건강음료 제조[0138]

통상의 건강음료 제조방법에 따라 PROX1의 발현 또는 활성 조절제 100㎎, 비타민 C 15g, 비타민 E(분말) 100g,[0139]

젖산철 19.75g, 산화아연 3.5g, 니코틴산아미드 3.5g, 비타민 A 0.2g, 비타민 B1 0.25g, 비타민 B2 0.3g 및 정

량의 물을 혼합한 다음, 약 1시간 동안 85℃에서 교반 가열한 후 만들어진 용액을 여과하여 멸균된 2L 용기에

취득하여 밀봉 멸균한 뒤 냉장 보관하여 건강음료를 제조하였다. 이때, 상기 조성비는 비교적 기호음료에 적합

한 성분을 바람직한 실시예로 혼합 조성하였지만 수요계층이나, 수요국가, 사용용도 등 지역적, 민족적 기호도

에 따라서 그 배합비를 임의로 변형 실시하여도 무방하다.

도면

도면1a

도면1b
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도면1c

도면2a

도면2b

등록특허 10-2214612

- 17 -



도면3

도면4

도면5
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도면6a

도면6b

도면7a

등록특허 10-2214612

- 19 -



도면7b

도면8
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도면9a
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도면9b
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도면10

도면11a
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도면11b

서 열 목 록

<110>    KOREA INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY

         Industry-Academic Cooperation Foundation, Yonsei University

<120>    A composition for regulating expression or activity of telomerase

         reverse transcriptase comprising expression or activity

         regulators of PROX1 and a method for screening telomerase reverse

         transcriptase inhibitors

<130>    17P483IND

<160>    15

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PROX1 siRNA

<400>    1

ccuauaacuu guuaucauu                                                      19

<210>    2

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PROX1 siRNA
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<400>    2

gcuguagugu auucaccua                                                      19

<210>    3

<211>    6

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    consensus ETS/TCF binding site

<400>    3

ccggaa                                                                     6

<210>    4

<211>    41

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    wild-type(WT#1) oligo for TERT promoter

<400>    4

gacccctccc gggtccccgg cccagccccc tccgggccct c                             41

<210>    5

<211>    41

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    -124 C>T oligo for TERT promoter

<400>    5

gacccctccc gggtccccgg cccagcccct tccgggccct c                             41

<210>    6

<211>    41

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    -126 C>T oligo for TERT promoter

<400>    6

gaccccttcc gggtccccgg cccagccccc tccgggccct c                             41

<210>    7

<211>    18

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    wild-type(WT#2) oligo for TERT promoter

<400>    7

agccccctcc gggccctc                                                       18

<210>    8

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    wild-type(WT#3) oligo for TERT promoter

<400>    8

gacccctccc gggtcccc                                                       18

<210>    9

<211>    41

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mutant(MT) oligo for TERT promoter

<400>    9

gaccctccgc gcgtccccgg cccagccccc gtcgcgccct c                             41

<210>    10

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TERT amplicon 1_Forward

<400>    10

ctgccccttc accttccag                                                      19

<210>    11

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TERT amplicon 1_Reverse

<400>    11

agcgctgcct gaaactcg                                                       18

<210>    12
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<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TERT amplicon 2_Forward

<400>    12

ctcccagtgg attcgcgg                                                       18

<210>    13

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TERT amplicon 2_Reverse

<400>    13

ctgcctgaaa ctcgcgcc                                                       18

<210>    14

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TERT amplicon 3_Forward

<400>    14

attcgccatt gttcacccct                                                     20

<210>    15

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TERT amplicon 3_Reverse

<400>    15

ctgtgtacag ggcacacctt                                                     20
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