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명 세 서

청구범위

청구항 1 

관심 단백질을 암호화하는 뉴클레오타이드에 대해 3'에 위치한 폴리아데닐화된(폴리-A) 꼬리를 암호화하는 뉴클

레오타이드를 포함하는 DNA로서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 8개의 연속 아데닌(A) 뉴클레오타이드의 제1 동종

중합체 서열 및 하나 이상의 비-아데닌(A) 뉴클레오타이드를 포함하는 차단 서열을 포함하는 DNA.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 적어도 연속 아데닌(A) 뉴클레오타이드의 제2 동종중합체 서열을 추가

로 포함하는 DNA.

청구항 3 

청구항 1 또는 2에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 적어도 8개의 연속 아데닌(A) 뉴클레오타이드의 3개 이상의 동

종중합체 서열을 포함하는 DNA.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 제1 및/또는 후속 동종중합체 서열이 적어도 10, 15, 20, 25, 30, 35, 또는 40개의 연

속 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드가 아데닌 뉴클레오타이드만을 함유하는 유사한

또는 동일한 길이의 3' 꼬리를 포함하는 DNA에서 발생하는 손실과 비교하여 DNA 복제 동안 하나 이상의 아데닌

뉴클레오타이드의 손실을 방지하는 DNA.

청구항 6 

청구항 1에 있어서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드가 상기 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 차단하

도록 위치되어 폴리(A) 결합 단백질이 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치에 결합할 수 있는 DNA.

청구항 7 

청구항 1에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 적어도 50개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA.

청구항 8 

청구항 1에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 40-1000, 40-900, 40-800, 40-700, 40-600, 40-500, 40-400, 40-300,

40-200, 또는 40-100개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA.

청구항 9 

청구항 1에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 95-100개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA.

청구항 10 

청구항 1에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 또는 97개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를

포함하거나 또는 함유하는 DNA.

청구항 11 

청구항 1에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 96 또는 97개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유하는

DNA.
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청구항 12 

청구항 1에 있어서, 상기 하나 이상의 차단 서열이 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌

뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유하는 DNA.

청구항 13 

청구항 1에 있어서, 상기 하나 이상의 차단 서열이 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2개 이상의 비-아데

닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유하는

DNA.

청구항 14 

청구항 12 또는 13에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드(들)이 적어도 8, 9, 10, 11 또는 12개의 연속 아

데닌 뉴클레오타이드 뒤에 위치하는 DNA.

청구항 15 

청구항 1에 있어서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드가 적어도 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이

드 뒤에 위치하는 DNA.

청구항 16 

청구항 1에 있어서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드가 적어도 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 위치하는 DNA.

청구항 17 

청구항 1 내지 청구항 16 중 어느 한 항에 있어서, 상기 차단 서열이 트리뉴클레오타이드, 디뉴클레오타이드 또

는 모노뉴클레오타이드 차단 서열인 DNA.

청구항 18 

청구항 1 내지 청구항 16 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이

드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를

포함하거나 또는 함유하는 DNA.

청구항 19 

청구항 1 내지 청구항 16 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이

드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유하는 DNA.

청구항 20 

청구항 1 내지 청구항 19 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이

드마다 1, 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유하는 DNA.

청구항 21 

청구항 1 내지 청구항 20 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4, 또는 5개의 연속

비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유하는 DNA.

청구항 22 

청구항 1 내지 청구항 21 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드
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또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 1개 초과의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유하는 DNA.

청구항 23 

청구항 1 내지 청구항 22 중 어느 한 항에 있어서, 상기 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 상기 2-

10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 1개 초과의 연속 스트레치가 폴리-A 꼬리 내에 불규칙적으로 이격되어 있는

DNA.

청구항 24 

청구항 1 내지 23 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 12개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하

나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는

함유하는 DNA.

청구항 25 

청구항 1 내지 청구항 24 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 16개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드

마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나

또는 함유하는 DNA.

청구항 26 

청구항 1 내지 청구항 25 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 25개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드

마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나

또는 함유하는 DNA.

청구항 27 

청구항 1 내지 청구항 26 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 30개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드

마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나

또는 함유하는 DNA.

청구항 28 

청구항 1 내지 청구항 27 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리-A 꼬리가 매 39개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드

마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나

또는 함유하는 DNA.

청구항 29 

청구항 1 내지 청구항 28 중 어느 한 항에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드가 구아닌, 시토신, 또는 티

민인 DNA.

청구항 30 

청구항 29에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드가 구아닌 뉴클레오타이드인 DNA.

청구항 31 

청구항 29에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드가 시토신 뉴클레오타이드인 DNA.

청구항 32 

청구항 29에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드가 티민 뉴클레오타이드인 DNA.

청구항 33 

청구항 29에 있어서, 하기로부터 선택된 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA:

a. 구아닌 및 티민 뉴클레오타이드;
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b. 구아닌 및 시토신 뉴클레오타이드;

c. 티민 및 시토신 뉴클레오타이드; 또는

d. 구아닌, 티민 및 시토신 뉴클레오타이드.

청구항 34 

청구항 1 내지 청구항 33 중 어느 한 항에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드가 구아닌, 시토신, 및 티민

으로부터 선택된 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드로 구성되는 DNA.

청구항 35 

청구항 1 내지 청구항 34 중 어느 한 항에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드가 구아닌, 시토신 및 티민

중 하나 이상으로부터 선택된 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA.

청구항 36 

청구항 1 내지 청구항 35 중 어느 한 항에 있어서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드가 구아닌, 시토신 및 티민

중 하나 이상으로부터 선택된 3개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA.

청구항 37 

청구항 1 내지 청구항 36 중 어느 한 항에 있어서, 상기 아데닌 뉴클레오타이드가 아데노신 모노포스페이트인

DNA.

청구항 38 

청구항 1 내지 청구항 37 중 어느 한 항에 있어서, 상기 단백질이 치료적 단백질인 DNA.

청구항 39 

청구항 38에 있어서, 상기 단백질이 사이토카인 또는 케모카인인 DNA.

청구항 40 

청구항 38에 있어서, 상기 단백질이 성장 인자인 DNA.

청구항 41 

청구항 38에 있어서, 상기 단백질이 Cas9 또는 변형된 Cas9인 DNA.

청구항 42 

청구항 1 내지 청구항 41 중 어느 한 항의 DNA에 의해 암호화된 mRNA.

청구항 43 

청구항 1 내지 청구항 41 중 어느 한 항에 있어서, 상기 DNA가 벡터 내에 있는 DNA.

청구항 44 

청구항 43에 있어서, 상기 벡터가 숙주 세포 내에 있는 DNA.

청구항 45 

청구항 43에 있어서, 아데닌 뉴클레오타이드만을 함유하는 유사한 또는 동일한 길이의 폴리-A 꼬리를 암호화하

는 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA에서 발생하는 손실과 비교할 때 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드

가 상기 숙주 세포의 성장 동안 상기 벡터 내의 폴리-A 꼬리를 암호화하는 뉴클레오타이드의 손실을 방지하는

DNA.

청구항 46 
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 하기를 포함하는, 청구항 43의 DNA 벡터로부터 mRNA를 생산하는 방법:

a. 상기 폴리-A 꼬리의 하류(downstream)에 있는 벡터를 선형화하는 단계;

b. 상기 선형화된 벡터를 변성시키는 단계; 및

c. 구아닌, 시토신, 우라실 및 아데닌 뉴클레오타이드의 존재 하에서 상기 변성된 DNA를 RNA 폴리머라제와 접촉

시키는 단계.

발명의 설명

기 술 분 야

본 개시는 안정화된 메신저 리보핵산(mRNA) 및 상기 안정화된 mRNA를 암호화하는 DNA 분야에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

폴리아데닐화는 메신저 RNA(mRNA)의 3' 말단에 다수의 아데닌 뉴클레오타이드를 부가하여, 폴리-A 꼬리를 형성[0002]

하는 과정이다.  상기 폴리-A 꼬리는, 서열을 차단하는 다른 염기 없이, 다수의 반복된 아데닌 뉴클레오타이드,

예컨대,  아데노신  일인산염으로  이루어진다.   상기  폴리-A  꼬리는  mRNA의  핵  방출,  번역,  및  안정성에

중요하다.  천연에서, mRNA는 DNA에서 생성되므로, 말단 전이효소가 mRNA의 3' 말단에 아데닌 뉴클레오타이드를

부가한다.  이 효소 과정은 생체외에서 mRNA를 생성할 때 적용될 수 있으나, 이 과정은 제어하기 어렵고 상이한

길이의 폴리-A 꼬리를 초래한다.  플라스미드 내에 폴리-A 꼬리를 암호화함으로써, 상기 폴리-A 꼬리에서의 불

균질성을 감소시키는 것이 가능하다.  그러나, 이것은 불균질성을 제거하지 못하며, 플라스미드의 잠재적 불안

정과 같은 추가의 단점이 있다.

상기 폴리-A 꼬리는 폴리-A-결합 단백질에 대한 결합 부위로서 작용한다.  폴리-A-결합 단백질은 핵으로부터의[0003]

mRNA 방출, 번역, mRNA의 분해를 억제하는 것을 돕는다.  핵으로부터의 방출 부재시, mRNA는 전형적으로 엑소좀

에 의해 분해된다.  상기 폴리-A-결합 단백질은 번역에 필요한 단백질을 동원한다.

mRNA는, 예를 들어, 다양한 질환 및 장애의 치료를 위한 치료 분자로서 현재 사용되고 있다.  mRNA는 단백질 대[0004]

신에 대상체에 전달되어 대상체의 세포는 세포 내에서 mRNA에 의해 암화화된 단백질을 생산한다.  이들 및 다른

목적을 위해, mRNA는 종종 플라스미드에 함유된, DNA 주형으로부터의 전사를 통해 제조될 수 있다.  mRNA 생산

동안, 상기 폴리-A 꼬리는 플라스미드로부터의 전사 후 또는 플라스미드 자체에 암호화된 후 효소적으로 mRNA에

부가될 수 있다.  상기 폴리-A 꼬리가 플라스미드 상에 암호화될 때, 상기 폴리-A 꼬리는 플라스미드 DNA 복제

주기에 걸쳐 더 짧아질 수 있고(즉, 아데닌 뉴클레오타이드를 상실할 수 있음), 결과로 생성된 DNA 및 후속

mRNA 집단에서 큰 변이을 초래할 수 있다.  따라서, 해당 기술분야에는 DNA 복제 동안 폴리-A 아데닌 뉴클레오

타이드를 암호화하는 뉴클레오타이드의 점진적 손실에 대해 안정적이고 내성있는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 플

라스미드를 설계할 필요성이 있다.

발명의 내용

관심 단백질을 암호화하는 뉴클레오타이드에 대해 3'에 위치한 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리아[0005]

데닐화된(폴리-A) 꼬리를 암호화하는 DNA, 및 이를 포함하는 mRNA가 본 명세서에 개시되며, 여기서 상기 폴리-A

꼬리는 비-아데닌 뉴클레오타이드 "앵커"를 삽입함으로써 안정화된다.

본 명세서에 사용된, 용어 "폴리-A 꼬리"는 mRNA 분자 상의 폴리-A 꼬리, 또는 DNA 플라스미드 내의 폴리-A 꼬[0006]

리를 암호화하는 서열을 지칭한다.  폴리-A 꼬리는 플라스미드 내의 상보적 DNA 서열에 의해 암호화될 수 있다.

DNA 서열 내의 반복 티민(T) 뉴클레오타이드의 서열, 예를 들어, 동종중합체(homopolymer) T 서열은, mRNA 상의

폴리-A 꼬리를 암호화할 수 있다.  2개 이상의 연속 아데노신(예를 들어, 아데노신 또는 데옥시아데노신), 티미

딘, 또는 다른 뉴클레오타이드가 동종중합체로 지칭된다.  천연적으로 발생하는 폴리-A 꼬리는 길고 차단되지

않은 동종중합체 A 서열을 포함한다.

본 명세서에 개시된, 비-아데닌 뉴클레오타이드 앵커는 규칙적이거나 불규칙적으로 이격된 간격으로 폴리-A 꼬[0007]

리를 차단하고, 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA뿐만 아니라, DNA로부터 생성된 mRNA를 안정화시킨다.  예시적인

비-아데닌 뉴클레오타이드 앵커가 표 4에 제공되어 있다.  예를 들어, 앵커 서열은 폴리-A 꼬리 내의 2개의 아

데닌 뉴클레오타이드 동종중합체 서열에 인접한다.
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일부 실시형태에서, 관심 단백질을 암호화하는 뉴클레오타이드에 대해 3'에 위치한 폴리아데닐화된(폴리-A) 꼬[0008]

리를 암호화하는 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA 조성물로서, 여기서 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 8개의 연속 아

데닌(A) 뉴클레오타이드 및 하나 이상의 비-아데닌(A) 뉴클레오타이드를 포함하는 조성물이 포괄된다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,[0009]

80, 85, 또는 90개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.

일부 경우에, 아데닌 뉴클레오타이드만을 함유하는 유사한 또는 동일한 길이의 3' 꼬리를 포함하는 DNA에서 발[0010]

생하는 손실과 비교할 때 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 DNA 복제 동안 하나 이상의 아데닌 뉴

클레오타이드의 손실을 방지한다.

일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 차단하도록[0011]

위치되어 폴리(A) 결합 단백질이 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치(stretch)에 결합할 수 있다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 50개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.[0012]

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 40-500개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.[0013]

일부 경우에서, 상기 폴리-A 꼬리는 95-100개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.[0014]

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 또는 97개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를[0015]

포함하거나 또는 함유한다.

일부  실시형태에서,  상기  폴리-A  꼬리는  96  또는  97개의  총  아데닌  뉴클레오타이드를  포함하거나  또는[0016]

함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타[0017]

이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드(들)은 적어도 8, 9, 10, 11, 또는 12개의 연속 아데닌 뉴클[0018]

레오타이드 뒤에 위치한다.

일부 경우에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 적어도 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤[0019]

에 위치한다.

일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 적어도 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,[0020]

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 위치한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레[0021]

오타이드 또는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태

에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는

적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하

거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 폴리-A 꼬리의 길이를 따라 임의의 위치에 불규

칙적으로 이격된 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나 이상

의 연속 스트레치를 가지며, 여기서 상기 폴리-A 꼬리의 길이를 따라 일부 위치에 적어도 8개의 연속 아데닌이

존재한다.  예를 들어, 폴리-A 꼬리는 길이가 70-1000개의 뉴클레오타이드일 수 있고, 적어도 8개의 연속 아데

닌의 하나 이상의 스트레치가 존재하는 한, 상기 길이를 따라 불규칙적으로 이격된 임의의 수의 비-아데닌(단독

또는 그룹화된 것 중 어느 하나)을 가질 수 있다.

일부 경우에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,[0022]

25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또

는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 뉴클레오타이드의

하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 경우에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,[0023]

25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또

는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 적어도 2개의 비-아데닌 뉴

클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.
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일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4, 또는 5개의[0024]

연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.

 일부 경우에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,[0025]

25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또

는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거

나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 이 폴리-A 꼬리 내에 불규칙적으로 이격된 차단 서열로서 1개 초과의[0026]

비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 뉴클레오타이드의 1개 초과의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유

한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 이 폴리-A 꼬리 내에 불규칙적으로 이격된 1개 초과의 비-아데닌 뉴클[0027]

레오타이드 또는 적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 1개 초과의 연

속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 경우에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 12개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이[0028]

드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 16개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오[0029]

타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 25개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오[0030]

타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 경우에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 30개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이[0031]

드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 39개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오[0032]

타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신, 또는 티민이다.  일부 경우에서, 상기[0033]

비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌 뉴클레오타이드이다.  일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드

는 시토신 뉴클레오타이드이다.  일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 티민 뉴클레오타이드이

다.

일부 경우에서, 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드가 존재하는 경우, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 하기[0034]

로부터 선택될 수 있다: a) 구아닌 및 티민 뉴클레오타이드; b) 구아닌 및 시토신 뉴클레오타이드; c) 티민 및

시토신 뉴클레오타이드; 또는 d) 구아닌, 티민 및 시토신 뉴클레오타이드.

일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신, 및 티민 중에서 선택된 하나의 비-아데[0035]

닌 뉴클레오타이드로 구성된다.

일부 경우에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신, 및 티민 중 하나 이상으로부터 선택된 2개의[0036]

비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.

일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신, 및 티민 중 하나 이상으로부터 선택된 3[0037]

개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.

상기 아데닌 뉴클레오타이드는 아데노신 모노포스페이트일 수 있다. [0038]

일부 실시형태에서, mRNA에 의해 암호화된 단백질은 치료적 단백질이다.  일부 경우에서, 상기 단백질은 사이토[0039]

카인, 케모카인, 성장 인자, Cas9 또는 변형된 Cas9이다.

일부 실시형태에서, 본 명세서에 기재된 임의의 DNA에 의해 암호화된 mRNA가 포괄된다.[0040]

일부 실시형태에서,  상기 DNA는 벡터 내에 있다.  상기 벡터는 곤충, 박테리아, 또는 포유동물(예를 들어,[0041]

사람) 세포를 포함하는 숙주 세포 내에 있을 수 있다.

일부 실시형태에서, 아데닌 뉴클레오타이드만을 함유하는 유사한 또는 동일한 길이의 폴리-A 꼬리를 암호화하는[0042]

뉴클레오타이드를 포함하는 DNA에서 발생하는 손실과 비교할 때 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는
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상기 숙주세포의 성장 동안 벡터 내에서 폴리-A 꼬리를 암호화하는 뉴클레오타이드의 손실을 방지한다.

하기를 포함하는, 본 명세서에 기재된 임의의 DNA 벡터로부터 mRNA를 생성하는 방법이 포괄된다: 폴리-A 꼬리의[0043]

하류에 있는 벡터를 선형화하는 단계; 상기 선형화된 벡터를 변성시키는 단계; 및 구아닌, 시토신, 우라실 및

아데닌 뉴클레오타이드의 존재 하에서 상기 변성된 DNA를 RNA 폴리머라제와 접촉시키는 단계.

일부 실시형태에서, 본 개시는 관심 단백질을 암호화하는 뉴클레오타이드에 대해 3'에 위치한 폴리아데닐화된[0044]

(폴리-A) 꼬리를 암호화하는 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA를 포함하고, 여기서 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 8

개의 연속 아데닌(A) 뉴클레오타이드의 제1 동종중합체 서열 및 하나 이상의 비-아데닌(A) 뉴클레오타이드를 포

함하는 차단 서열을 포함한다.   일부 그와 같은 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 연속 아데닌(A) 뉴

클레오타이드의 제2 동종중합체 서열을 추가로 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 8개

의 연속 아데닌(A) 뉴클레오타이드의 3개 이상의 동종중합체 서열을 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 제1

및/또는 후속 동종중합체 서열은 적어도 10, 15, 20, 25, 30, 35, 또는 40개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드를

포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는, 아데닌 뉴클레오타이드만을 함

유하는 유사한 또는 동일한 길이의 3' 꼬리를 포함하는 DNA에서 발생하는 손실과 비교할 때, DNA 복제 동안 하

나 이상의 아데닌 뉴클레오타이드의 손실을 방지한다.   일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클

레오타이드는 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 차단하도록 위치되어 폴리(A) 결합 단백질이 연속 아데닌 뉴클레오

타이드의 스트레치에 결합할 수 있다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 50개의 총 아데닌 뉴클

레오타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 40-1000, 40-900, 40-800, 40-700, 40-600,

40-500,  40-400,  40-300,  40-200,  또는  40-100개의  총  아데닌  뉴클레오타이드를  포함한다.   일부

실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 95-100개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서, 상

기 폴리-A 꼬리는 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 또는 97개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유

한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 96 또는 97개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는

함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 차단 서열은 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의

비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 하

나 이상의 차단 서열은 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2개 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하

는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기

비-아데닌  뉴클레오타이드(들)은  적어도  8,  9,  10,  11,  또는  12개의  연속  아데닌  뉴클레오타이드  뒤에

위치한다.  일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 적어도 8-50개의 연속 아데닌 뉴

클레오타이드 뒤에 위치한다.  일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 적어도 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,

35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에

위치한다.

일부 실시형태에서, 이전의 단락에 기재된 것과 같은, 상기 차단 서열은 트리뉴클레오타이드, 디뉴클레오타이드[0045]

또는 모노뉴클레오타이드 차단 서열이다.  일부 그와 같은 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속

아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나

의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8, 9, 10, 11, 12,

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,

38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아

데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유

한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4, 또는

5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는

매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타

이드마다 1, 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태

에서, 상기 폴리-A 꼬리는 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 1

개 초과의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레

오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 1개 초과의 연속 스트레치는 상기 폴리-A 꼬리 내에 불규

칙적으로 이격되어 있다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 12개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다

하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는

함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 16개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데

닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일
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부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 25개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타

이드 또는 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에

서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 30개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2,

3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리

-A 꼬리는 매 39개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2, 3, 4, 또는 5

개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레

오타이드는 구아닌, 시토신, 또는 티민이다.  일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌 뉴

클레오타이드이다.  일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 시토신 뉴클레오타이드이다.  일부

실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 티민 뉴클레오타이드이다.  일부 실시형태에서, 상기 DNA는 하

기로부터 선택된 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다: (a) 구아닌 및 티민 뉴클레오타이드; (b)

구아닌 및 시토신 뉴클레오타이드; (c) 티민 및 시토신 뉴클레오타이드; 또는 (d) 구아닌, 티민 및 시토신 뉴클

레오타이드.  상기한 일부 실시형태에서, 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신, 및 티민 중에서 선택된

하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드로 구성된다.  일부 실시형태에서, 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토

신, 및 티민 중 하나 이상으로부터 선택된 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서,

비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신, 및 티민 중 하나 이상으로부터 선택된 3개의 비-아데닌 뉴클레오

타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서, 아데닌 뉴클레오타이드는 아데노신 모노포스페이트이다.  일부 실시형

태에서, 상기 단백질은 치료적 단백질이다.  일부 실시형태에서, 상기 단백질은 사이토카인 또는 케모카인이다.

 일부 실시형태에서, 상기 단백질은 성장 인자이다.   일부 실시형태에서, 상기 단백질은 Cas9  또는 변형된

Cas9이다.

본 개시는 또한 이전 단락에 기재된 바와 같은 DNA에 의해 암호화된 mRNA를 포함한다.[0046]

일부 실시형태에서, 이전 단락에 기재된 DNA는 또한 벡터 내에 포함될 수 있다.  일부 실시형태에서, 상기 벡터[0047]

는 숙주 세포 내에 포함된다.  일부 실시형태에서, 상기 DNA가 벡터 내에 있는 경우, 상기 하나 이상의 비-아데

닌 뉴클레오타이드는, 아데닌 뉴클레오타이드만을 함유하는 유사한 또는 동일한 길이의 폴리-A 꼬리를 암호화하

는 뉴클레오타이드를 포함하는 DNA에서 발생하는 손실과 비교하여, 상기 숙주 세포의 성장 동안 상기 벡터 내에

서 폴리-A 꼬리를 암호화하는 뉴클레오타이드의 손실을 방지한다.

본 개시는 또한, 하기 단계를 포함하는, 본 명세서에 기재된 DNA 벡터로부터 mRNA를 생성하는 방법을 포괄한다:[0048]

(a) 폴리-A 꼬리의 하류에 있는 벡터를 선형화하는 단계; (b) 상기 선형화된 벡터를 변성시키는 단계; 및 (c)

구아닌, 시토신, 우라실, 및 아데닌 뉴클레오타이드의 존재 하에서 상기 변성된 DNA를 RNA 폴리머라제와 접촉시

키는 단계.

도면의 간단한 설명

도  1은  성장  라운드에  걸쳐  길이가  감소하는  아데노신만을  함유하는  폴리-A  꼬리를  암호화하는  서열을[0049]

도시한다.  각 클론은 클론을 암호화하는 플라스미드를 발현하는 숙주 세포의 연속적인 성장/정제 라운드에 의

해 생성된 DNA를 지칭한다.

도 2는 2회의 성장 계대에 걸쳐 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리의 크기 유지를 도시한다.

도  3은  아데노신만을  함유하는  폴리-A  꼬리를  가진  Cas9  mRNA  또는  비-아데닌  뉴클레오타이드  및

SEAP(서열번호: 8)를 표적으로 삼는 단일 가이드 RNA를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 Cas9 mRNA를 사용한 Cas9

mRNA 검정에서 측정된 분비된 배아 알칼리성 포스파타제(SEAP) 수준을 도시한다.

도  4는  아데노신만을  함유하는  폴리-A  꼬리를  가진  Cas9  mRNA  또는  비-아데닌  뉴클레오타이드  및

SEAP(서열번호: 8)를 표적으로 삼는 단일 가이드 RNA를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 Cas9 mRNA를 사용한 24시

간 인큐베이션으로의 Cas9 mRNA 검정에서 측정된 SEAP 억제%를 도시한다.

도  5는  아데노신만을  함유하는  폴리-A  꼬리를  가진  Cas9  mRNA  또는  비-아데닌  뉴클레오타이드  및

SEAP(서열번호: 8)를 표적으로 삼는 단일 가이드 RNA를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 Cas9 mRNA를 사용한 48시

간 인큐베이션으로의 Cas9 mRNA 검정에서 측정된 SEAP 억제%를 도시한다.

도 6은 대조군 형질전환 및 저장 용액(TSS) 완충액의 투약, 또는 서열번호: 9의 단일 가이드 RNA(마우스 TTR 유

전자를 표적으로 삼음) 및 서열번호: 6(HiCas9 mRNA) 또는 서열번호: 7(파손된 폴리-A mRNA)에 의해 암호화된

mRNA 중 어느 하나로 제형화된 액체 나노입자(LNP)의 투약 7일 경과 후 마우스에서의 혈청 트랜스티레틴(TTR)
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수준을 도시한다.

도  7은  아데노신만을  함유하는  폴리-A  꼬리를  가진  Cas9  mRNA  또는  비-아데닌  뉴클레오타이드  및

SEAP(서열번호: 8)를 표적으로 삼는 단일 가이드 RNA를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 Cas9 mRNA를 사용한 48시

간 인큐베이션으로의 Cas9 mRNA 검정에서 측정된 SEAP 억제%를 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

관심 단백질을 암호화하는 뉴클레오타이드에 대해 3'에 위치한 폴리아데닐화된 꼬리를 암호화하는 DNA가 본원에[0050]

개시되며, 여기서 상기 폴리-A 꼬리는 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  DNA 복제 동안, 하

나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA는 아데닌 뉴클레오타이드만으로

구성된 폴리-A 꼬리와 비교하여 폴리-A 꼬리 내의 아데닌 뉴클레오타이드의 점진적인 손실을 더 적게 나타낼 수

있다.  따라서, 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA를 포함하는

플라스미드가 제공된다.  이러한 DNA에 의해 암호화된 mRNA도 포괄된다.  DNA 및 RNA 둘 다는 비-차단된 폴리-A

꼬리를 포함하는 유사한 분자보다 아데닌 뉴클레오타이드의 처리(processive) 손실에 대해 더 큰 안정성을 나타

낼 수 있다.

상기 관심 단백질은 임의의 천연 또는 비-천연 단백질일 수 있다.  본 명세서에서 사용된 바와 같이, "단백질"[0051]

은 연속 아미노산의 임의의 서열을 지칭한다.  이와 같이, 단백질은 천연적으로 발생하는 단백질의 전체 아미노

산 서열을 포함하는 단백질을 지칭할 수 있다.  또한, 단백질은 전장 단백질의 단편을 포함하는 아미노산 서열

을 지칭할 수 있다.  단백질은 천연적으로 발생하는 서열, 하나 이상의 변형을 갖는 천연적으로 발생하는 서열,

또는 천연에서 발생하지 않는 인공 서열일 수 있다.

상기 관심 단백질은 대상체에서 치료학적으로 사용될 수 있거나, 이 단백질은 생화학 반응에서 사용될 수 있다.[0052]

치료 단백질은, 다른 것들 중에서, 예를 들어, 성장 인자, 백신 또는 면역-종양학용 항원, 및 효소를 포함한다.

치료 단백질은 천연적으로 발생된 것이거나 변형된 것일 수 있다.  특정 상황에서, 변형된 단백질은 융합 단백

질일 수 있다.

일부  실시형태에서,  mRNA에  의한  단백질의  발현은  질환의  치료제로서  사용하기위한  것이다.   일부[0053]

실시형태에서, mRNA에 의한 단백질의 발현은 암 면역요법, 감염성 질환에 대한 백신접종, I 형 알레르기에 대한

내성을 유도하기 위해, 대체 요법으로서, 또는 재생 의약으로서 사용하기 위한 것이다(문헌[Sergeeva OV et al,

Biochemistry (Moscow) 81(7):709-722 (2016)] 참조).

일부 실시형태에서, 자가 수지상 세포는 전이성 전립선 암을 지닌 대상체에서 T-세포 면역 반응을 조절하기 위[0054]

해 전립선-특이적 항원(PSA)을 암호화하는 mRNA로 생체 외에서 형질감염된다.

일부 실시형태에서, mRNA는 예방 백신이다.  일부 실시형태에서, mRNA는 하나 이상의 항원성 단백질을 암호화한[0055]

다.  일부 실시형태에서, 상기 항원성 단백질(들)은 바이러스성 단백질이다.  일부 실시형태에서, 상기 mRNA는

신체의 세포가 항원성 단백질을 생성하고 발현하게 한다.  일부 실시형태에서, 상기 mRNA는 위험 또는 질환 또

는 개체 사이에 전파없이 항원성 단백질의 발현을 유발한다.  일부 실시형태에서, 항원성 단백질의 발현은 대상

체의 면역계가 항체를 생성하게 한다.  일부 실시형태에서, 이들 항체는 바이러스를 중화시키고 바이러스에 노

출된 후 미래의 감염을 예방할 수 있다.  일부 실시형태에서, 상기 mRNA는 감염성 질환에 대한 예방 백신이다.

일부 실시형태에서, 상기 mRNA는 인플루엔자, 치쿤군야, 지카, 사이토메갈로바이러스, 사람 메타뉴모바이러스

(HMPV), 또는 파라인플루엔자 바이러스 유형 3(PIV3)에 대한 예방 백신이다.  일부 실시형태에서, 상기 mRNA는

인플루엔자 H10 또는 H7 아형에 대한 예방 백신이다.

일부 실시형태에서, mRNA는 개인화된 암 백신이다.  일부 실시형태에서, mRNA는 암 세포를 인식하고 반응을 나[0056]

타내기 위해 암을 가진 대상체의 면역계를 프라이밍한다.  일부 실시형태에서, 이 반응은 개별 환자의 암 또는

종양에 맞춤화된다.  일부 실시형태에서, mRNA는 환자의 특이적 신생항원(환자의 암 또는 종양에 존재하는 돌연

변이를 갖는 특유 단백질)을 암호화한다.  일부 실시형태에서, mRNA는 환자의 특이적 신생항원의 발현을 유발한

다.  일부 실시형태에서, 신생항원의 발현은 암 세포를 인식하고 파괴하기 위해 환자에서 특이적 면역 반응을

유발한다.  일부 실시형태에서, mRNA는 개인화된 암 백신으로서 사용된다.  일부 실시형태에서, mRNA는 항-PD-1

요법과 같은 하나 이상의 체크 포인트 억제제 항체와 함께 개인화된 암 백신으로서 사용된다.

일부 실시형태에서, mRNA는 종양내 면역-종양학에 사용된다.  일부 실시형태에서, 종양으로의 mRNA의 주사는 표[0057]

적이탈(off-target)  효과를  감소시키고/시키거나  전신  투여와  비교하여  더  강력할  수  있다.   일부
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실시형태에서, 상기 mRNA는 CD134에 대한 리간드인 OX40L(CD252)의 발현을 유발한다.  일부 실시형태에서, 상기

mRNA는 인터루킨 12(IL-12)와 같은 사이토카인의 발현을 유발한다.

일부 실시형태에서, mRNA는 국소 요법을 위한 단백질의 발현을 야기한다.  일부 실시형태에서, mRNA는 국소 조[0058]

직에서 더 많은 혈관의 생성 및 개선된 혈액 공급을 야기한다.  일부 실시형태에서, 상기 mRNA는 혈관 내피 성

장 인자 A(VEGF-A)의 발현을 유발한다.  일부 실시형태에서, VEGF-A의 발현은 국소적이고 일시적이다.  일부 실

시형태에서, VEGF-A의 국소 및 일시적 발현은 심부전의 치료 또는 심장마비 후, 당뇨병성 상처 치유, 또는 다른

허혈성 혈관 질환의 치료에 사용된다.

일부 실시형태에서, mRNA는 대체 요법을 위한 단백질의 발현을 야기한다.  일부 실시형태에서, 상기 단백질은[0059]

계면 활성제 단백질-B이다.

일부 실시형태에서, mRNA는 RNA-가이드된 뉴클레아제, 예컨대, 부류 2 CRISPR-연관된 Cas 엔도뉴클레아제, 예를[0060]

들어 Cas9/Csn1(Cas9)의 발현을 유발한다.  예시적인 Cas9 서열은 UniProt Q99ZW2이다.  일부 실시형태에서,

상기 단백질은 또 다른 기능성 단백질 또는 펩타이드에 융합된 변형된 Cas9 또는 Cas9 단백질이다.  비활성인,

하나의 촉매 도메인, RuvC 또는 HNH 중 어느 하나를 갖는 Cas9의 변형된 버전을 "닉카제"라고 한다.  일부 실시

형태에서, 상기 조성물 및 방법은 닉카제를 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 조성물 및 방법은 표적 DNA에

서 이중 가닥 파괴보다 닉을 유도하는 닉카제 Cas9를 포함한다.

일부 실시형태에서, 상기 Cas 단백질은 단지 하나의 기능성 뉴클레아제 도메인을 함유하도록 변형될 수 있다.[0061]

예를 들어, 상기 Cas 단백질은 핵산 절단 활성을 감소시키기 위해 뉴클레아제 도메인 중 하나가 돌연변이되거나

완전히 또는 부분적으로 결실되도록 변형될 수 있다.  일부 실시형태에서, 활성이 감소된 RuvC 도메인을 갖는

닉카제 Cas가 사용된다.  일부 실시형태에서, 불활성 RuvC 도메인을 갖는 닉카제 Cas가 사용된다.  일부 실시형

태에서, 활성이 감소된 HNH 도메인을 갖는 닉카제 Cas가 사용된다.  일부 실시형태에서, 불활성 HNH 도메인을

갖는 닉카제 Cas가 사용된다.

일부 실시형태에서, 키메라 Cas 단백질은 상기 DNA에 의해 암호화되며, 여기서 상기 단백질의 하나의 도메인 또[0062]

는 영역은 다른 단백질의 일부로 대체된다.  일부 실시형태에서, Cas 뉴클레아제 도메인은 Fok1과 같은 다른 뉴

클레아제로부터의  도메인으로  대체될  수  있다.   일부  실시형태에서,  Cas  단백질은  변형된  뉴클레아제일  수

있다.

I.비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA[0063]

본 명세서에 사용된, "폴리-A 꼬리"는 mRNA의 3' 말단에 아데노신 또는 다른 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는[0064]

서열을 지칭한다.  천연 폴리-A 꼬리는 아데닌 뉴클레오타이드만으로 구성될 수 있지만, 본 발명의 "폴리-A 꼬

리"는 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드 "앵커"에 의해 안정화된다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬

리는 적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 및 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 하나 이상의 차단 서

열을 포함한다.  다시 말해서, 본 발명의 폴리-A 꼬리는 적어도 8개의 연속 아데닌을 포함하지만, 차단 또는 앵

커 서열 내에 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  본 명세서에 개시된 차단 서열은 규칙적으로

또는 불규칙적으로 이격된 간격으로 폴리-A 꼬리를 차단하고 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA뿐만 아니라 상기

DNA로부터 생성된 mRNA를 안정화시킨다.  예시적인 차단 서열이 표 4에 제공된다.

본원에 사용된, "비-아데닌 뉴클레오타이드"는 아데닌을 포함하지 않는 임의의 천연 또는 비 천연 뉴클레오타이[0065]

드를 지칭한다.  구아닌, 티민 및 시토신 뉴클레오타이드는 예시적인 비-아데닌 뉴클레오타이드다.

DNA의 mRNA로의 전사 후 시작되는 폴리아데닐화 과정에서 천연 폴리-A 꼬리가 첨가된다.  그러나, 분자 생물학[0066]

방법에서, 폴리-A 꼬리는 종종 관심 단백질을 암호화하는 플라스미드 내의 DNA 섹션에 의해 암호화된다.  이 경

우, 폴리-A 꼬리의 크기(즉, 폴리-A 꼬리에 포함된 아데닌 뉴클레오타이드의 수)는 이들 연속 아데닌 뉴클레오

타이드를 암호화하는 플라스미드 내의 DNA 뉴클레오타이드의 수에 직접적으로 의존한다.

상기 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA 뉴클레오타이드의 수는, 예를 들어, 숙주 세포에서 플라스미드의 성장 동안[0067]

DNA  복제  동안  점진적으로  감소할  수  있다.   플라스미드에서  연속  아데닌-코딩  뉴클레오타이드의  수가

감소하면, 전장 폴리-A 꼬리를 암호화하는 플라스미드의 수율이 감소되고, 더 짧은 폴리-A 꼬리를 가진 생성 된

mRNA는 안정성이 감소되고/되거나 분해가 증가될 수 있다.  예를 들어, 40개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드의

폴리-A 꼬리를 가진 mRNA는 90개 이상의 뉴클레오타이드의 폴리-A 꼬리를 가진 mRNA보다 안정성이 더 낮을 것으

로 예상될 수 있다.  안정성이 낮다는 것은 mRNA가 더 빨리 분해될 수 있고, 결과적으로 더 짧은 폴리-A 꼬리를

가진 mRNA로부터 표적 단백질의 발현이 감소됨을 의미한다.  이와 같이, 숙주 세포 내에서 DNA 복제의 다수의
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라운드에 걸쳐 DNA 플라스미드 내에서 폴리-A 꼬리의 길이를 유지하는 것이 유리하다.  또한, 상기 폴리-A 꼬리

는 번역에 중요할 수 있고, 더 긴 폴리-A 꼬리를 유지하는 것은 mRNA로부터의 개선된 단백질 발현을 초래할 수

있다.

관심 단백질을 암호화하는 뉴클레오타이드에 대해 3'에 위치한 폴리-A 꼬리 내에 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레[0068]

오타이드의 포함은, 아데닌 뉴클레오타이드만을 함유하는 유사한 또는 동일한 길이의 3' 폴리-A 꼬리를 포함하

는 DNA에서 발생하는 손실과 비교하여, DNA 복제 동안 하나 이상의 아데닌 뉴클레오타이드의 손실을 방지할 수

있다.  더 긴 폴리-A 꼬리의 존재는 또한 mRNA로부터 단백질 번역 효율을 향상시킬 수 있다.

A.아데닌 뉴클레오타이드[0069]

본 발명의 폴리-A 꼬리에서 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 수는 폴리-A-결합 단백질이 연속 아데노신에 결합하[0070]

도록 설계된다.  본 명세서에 사용된, "폴리-A 결합 단백질", "폴리 A 결합 단백질" 또는 "폴리아데닐화된-결합

단백질"은 mRNA의 폴리-A 꼬리에 결합하는 단백질을 지칭한다.  폴리-A 결합 단백질은 번역개시를 조절하는 기

능을 할 수 있다.  폴리-A 꼬리에 결합함으로써, 폴리-A 결합 단백질은 이들을 ZCCHC6/ZCCHC11에 의한 우리딜화

로부터 보호하여 mRNA 안정성에 기여할 수 있다.  폴리-A 결합 단백질은 세포질과 핵 사이를 왕복하는 비번역된

mRNA를 함유하는 세포질 메신저 리보 핵 단백질(mRNP) 과립에 국소화될 수 있다.  예시적인 폴리-A 결합 단백질

은 PABPC1(Uniprot 참조번호: P11940)이다.  본 발명의 DNA는 mRNA로 전사될 때 하나 이상의 폴리-A 결합 단백

질이 상기 폴리-A 꼬리에 결합하는 능력을 유지하도록 충분한 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 암호화할 수 있다.

차단된 비-아데닌 뉴클레오타이드 앵커는 이 기능적인 수의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 배치된다.

일부 실시형태에서, 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 차단하도록 위치되[0071]

어 폴리-A 결합 단백질이 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치(즉, 아데닌 뉴클레오타이드 동종중합체 또는

"동종중합체 A")에 결합할 수 있다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레

오타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드는 8, 9, 10, 11, 및

/또는 12개의 연속 뉴클레오타이드이다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 10, 15, 20, 25, 30,

35, 및/또는 40개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도

10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 및/또는 90개의 연속 아데닌 뉴클레오타이

드를 포함한다.  예를 들어, 폴리-A RNA 서열 중의, 동종중합체는, 적어도 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 또는 40개의 연속 아데노신 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다.

예를 들어, 상기 폴리-A 꼬리를 암호화하는 플라스미드 서열 중의, 동종중합체는, 적어도 8, 9, 10, 11, 12,

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 또는 40개의 연속적인 티미딘 뉴클레오타이드

를 포함할 수 있다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 상이한 길이의 2개 이상의 동종중합체 A 서열을

포함하며, 예를 들어, 상기 폴리-A 꼬리 내의 차단 서열은 불규칙적으로 이격된다.  일부 실시형태에서, 상기

폴리-A 꼬리는 규칙적으로 이격된 차단 서열 및 동일한 길이의 둘 이상의 동종중합체를 포함한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 제1 동종중합체 서열, 적[0072]

어도 5개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 제2 동종중합체 서열, 및 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를

포함하는 앵커를 포함한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 하나 이상의 세트를 포함한다.[0073]

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 8 내지 100개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 하나 이상의 세트를 포

함한다.  다수 세트의 연속 아데닌 뉴클레오타이드, 즉 다수의 동종중합체 서열을 지닌 폴리-A 꼬리의 경우, 각

세트의 아데닌 뉴클레오타이드는 동일한 길이일 필요는 없다.

연속 아데닌 뉴클레오타이드의 수 이외에, 폴리-A 꼬리는 또한 총 아데닌 뉴클레오타이드의 수를 특징으로 할[0074]

수 있다.  총 아데닌 뉴클레오타이드의 수는 단순히 폴리-A 꼬리의 모든 아데닌 뉴클레오타이드의 합이다.  따

라서, 아데닌 뉴클레오타이드의 연속적 또는 비연속적 그룹화의 상이한 그룹의 모든 아데닌 뉴클레오타이드는

폴리-A 꼬리의 총 아데닌 뉴클레오타이드 수에 포함될 것이다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-110, 110-120, 120-[0075]

130,  130-140,  140-150,  150-160,  160-170,  170-180,  180-190,  190-200,  200-210,  210-220,  220-230,  230-

240,  240-250,  250-260,  260-270,  270-280,  280-290,  290-300,  300-310,  310-320,  320-330,  330-340,  340-

350,  350-360,  360-370,  370-380,  380-390,  390-400,  400-410,  410-420,  420-430,  430-440,  440-450,  450-

460,  460-470,  470-480,  480-490,  490-500,  500-510,  510-520,  520-530,  530-540,  540-550,  550-560,  560-
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570, 570-580, 580-590, 또는 590-600개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴

리-A 꼬리는 길이가 적어도 8, 9, 10, 12, 25, 30, 50개 뉴클레오타이드인 하나 이상의 동종중합체 A 서열을 포

함한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 40-1000, 40-900, 40-800, 40-700, 40-600, 40-500, 40-400, 40-300,[0076]

40-200, 또는 40-100개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 40개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  일부 실시형태[0077]

에서, 상기 폴리-A 꼬리는 적어도 50개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴

리-A 꼬리는 적어도 40, 50, 60, 70 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 220,

240, 260, 280, 또는 300개의 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.  

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 또는 97개의 총 아데닌 뉴클레오타이드를[0078]

포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 96 또는 97개의 총 아데닌 뉴클레오타이드

를 포함하거나 또는 함유한다.  

일부 실시형태에서, 상기 아데닌 뉴클레오타이드는 아데노신 모노포스페이트이다.  상기 뉴클레오타이드는 변형[0079]

될 수 있다.

B.비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 차단 서열[0080]

본 발명의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신 또는 티민과 같은 천연 또는 비-천연 뉴클레오타이드를[0081]

포함하거나 이로 구성될 수 있다.  상기 뉴클레오타이드는 변형될 수 있다.

일부 실시형태에서, 폴리-A 꼬리는 폴리-A 꼬리 내에 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 아데[0082]

닌 뉴클레오타이드로만 구성된다.  상기 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 아데닌 뉴클레오타이드의 서열을

차단할 수 있다.  상기 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신 및 티민으로부터 선택될 수 있다.

일부 실시형태에서, 상기 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌 뉴클레오타이드이다.  일부 실시형태에서,

상기 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 시토신 뉴클레오타이드이다.  일부 실시형태에서, 상기 하나의 비-아

데닌 뉴클레오타이드는 티민 뉴클레오타이드이다.  상기 차단 서열은 모노뉴클레오타이드, 디뉴클레오타이드,

트리뉴클레오타이드 서열일 수 있다.  상기 차단 서열은 1, 2, 3, 4, 5개, 또는 그 초과의 비-아데닌 뉴클레오

타이드를 포함할 수 있고, 길이가 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10개, 또는 그 초과의 뉴클레오타이드일 수

있다.

일부 실시형태에서, 단일 비-아데닌 뉴클레오타이드는 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 세트 또는 그룹을 차단시[0083]

킬 수 있다.  폴리-A 결합 단백질이 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치에 결합할 수 있는 방식으로 상기

하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드가 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 차단하도록 위치될 수 있다.

일부 실시형태에서, 폴리-A 꼬리 내에 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드가 존재한다.  폴리-A 결합 단백질[0084]

이 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치에 결합할 수 있는 방식으로 상기 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타

이드가 연속 아데닌 뉴클레오타이드를 차단하도록 위치될 수 있다.  일부 실시형태에서, 비-아데닌 뉴클레오타

이드는 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 1개 초과의 세트 사이에 산재되어 있으며, 연속 아데닌 뉴클레오타이드의

각각의 시리즈 내의 아데닌 뉴클레오타이드의 수는 폴리-A 결합 단백질의 결합을 허용하기에 충분하다.

상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치 내에 있을 수 있다.  상기[0085]

비-아데닌 뉴클레오타이드는 1개 초과의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 연속적인 뉴클레오타이

드의 스트레치일 수 있다.  상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 연속 아데닌 뉴클레오타이드, 예를 들어, 하나 이

상의 동종중합체 A서열의 하나 이상의 세트 사이에 산재된 차단 서열일 수 있다.  일부 실시형태에서, 연속 비-

아데닌 뉴클레오타이드의 수는 1, 2, 3, 4 또는 5개일 수 있다.  일부 실시형태에서, 2-10개의 비-아데닌 뉴클

레오타이드의 연속 스트레치가 존재한다.  일부 실시형태에서, 적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함

하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 연속 스트레치가 존재한다.

상기 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드는 1개 초과의 동일한 뉴클레오타이드일 수 있거나 또는 상기 연속 비-아데[0086]

닌 뉴클레오타이드는 서로 상이할 수 있다.  예를 들어, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 1개 초과의 구아닌,

시토신 또는 티민 뉴클레오타이드일 수 있다.  상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 또한 구아닌 및 티민 뉴클레오

타이드; 구아닌 및 시토신 뉴클레오타이드; 티민 및 시토신 뉴클레오타이드; 또는 구아닌, 티민, 및 시토신 뉴

클레오타이드일 수 있다.  상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신 및 티민 중 하나 이상으로부터 선

공개특허 10-2025-0004924

- 15 -



택된 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다.  상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 구아닌, 시토신,

및 티민 중 하나 이상으로부터 선택된 3개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다.  상기 비-아데닌 뉴

클레오타이드는 구아닌, 시토신 및 티민 중 하나 이상으로부터 선택된 3개 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를

포함할 수 있다.  상기 폴리-A 꼬리는 비-아데닌 뉴클레오타이드 사이의 규칙적인 또는 불규칙적인 간격으로 아

데닌 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다.  예를 들어, 상기 폴리-A 꼬리가 패턴을 갖는 것으로 볼 수 있으며, 여

기서 상기 패턴은 규칙적이거나 불규칙적이다.  상기 패턴의 핵심은, 길이를 따라 적어도 8개의 연속 아데닌이

존재하는 한, 상기 폴리-A 꼬리의 임의의 위치에서의 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 존재이다.  일부

실시형태에서, 폴리-A는 길이를 따라 임의의 위치에 적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치를 포

함할 수 있으며, 여기서 상기 아데닌 뉴클레오타이드는 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 가진 8개 이상

의 아데닌 뒤의 임의의 위치에서 "차단된다".  상기 차단 서열은 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드, 또는 임의

로 적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2 내지 10개의 연속 뉴클레오타이드일 수 있다.  적어도

2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 각각 하나의 또는 연속 뉴클레오타이드 스트레치는, 상기 폴리-A

꼬리의 끝까지, 하나 이상의 아데닌, 임의로 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드, 임의로 하나 이상의 하나

이상의 아데닌 뉴클레오타이드 등이 뒤따를 수 있다.  아데닌 뉴클레오타이드/비-아데닌 뉴클레오타이드의 이

패턴은 규칙적이거나 불규칙적인 간격으로 반복될 수 있다.  대안적으로, 예를 들어, 폴리-A의 전체 길이를 따

라 적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 임의로 포함하는, 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나 또는 하나의

연속 스트레치만이 존재하는 경우와 같이, 패턴이 없을 수 있다.

II.폴리-A 꼬리에서의 아데닌 및 비-아데닌 뉴클레오타이드의 예시적인 패턴[0087]

본 발명의 폴리-A 꼬리는 연속 아데닌 뉴클레오타이드 및 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드와 같은, 다수[0088]

의 상이한 패턴의 차단 서열을 포함하거나 이로 구성될 수 있다.

폴리-A 꼬리는 하나 또는 일련의 연속 아데닌 뉴클레오타이드, 이어서 비-아데닌 뉴클레오타이드로 시작될 수[0089]

있다.  일련의 아데닌 뉴클레오타이드로 시작하는 폴리-A 꼬리는 폴리-A 꼬리의 5 '말단이 연속 아데닌 뉴클레

오타이드 뒤에 오는 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 갖는 하나 또는 일련의 연속 아데닌 뉴클레오타이

드로 구성됨을 의미한다.  "뒤(after)"는 비-아데닌 뉴클레오타이드가 일련의 연속 아데닌 뉴클레오타이드에 대

해 3'에 존재함을 의미한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리의 5' 말단은 일련의 연속 아데닌 뉴클레오타이드와, 뒤이어 하나 이상의[0090]

비-아데닌 뉴클레오타이드(들)로 구성될 수 있다.  일부 실시형태에서, 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드

(들)은 8, 9, 10, 11 또는 12개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 위치한다.  일부 실시형태에서, 상기 하나

이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 적어도 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 위치한다.  일부 실시형

태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 적어도 8 내지 100개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤

에 위치한다.  일부 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 또는 7개의 아데닌 뉴

클레오타이드 뒤에 위치하며, 적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드가 뒤따른다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리 A 꼬리의 5' 말단은 1 내지 8개의 아데닌 뉴클레오타이드와, 뒤이어 하나 이상의[0091]

비-아데닌 뉴클레오타이드(들)로 구성된다.  이러한 실시형태에서, 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드(들)에는 더

많은 아데닌 뉴클레오타이드가 뒤따른다.  상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 뒤따르는 아데닌 뉴클

레오타이드는 또 다른 비-아데닌 뉴클레오타이드 앞에 적어도 8개의 아데닌 뉴클레오타이드를 포함한다.

상기 폴리-A 꼬리를 시작하는 연속 아데닌 뉴클레오타이드 그룹의 크기 범위는 다양할 수 있다.  일부 실시형태[0092]

에서, 상기 폴리-A 꼬리의 5' 말단은 1, 2, 3 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,

20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,

45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,

70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95,

96, 97, 98, 99 또는 100개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드로 구성된다.  제1 비-아데닌 뉴클레오타이드가 1-7개

의 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 이격되는 경우, 상기 폴리-A 꼬리는 상기 비-아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 적어

도 8개의 아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치를 추가로 포함한다.

일부 실시형태에서, 상기 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 적어도 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,[0093]

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 뒤에 위치한다.

공개특허 10-2025-0004924

- 16 -



상기 폴리-A 꼬리는 3' 말단에서 비-아데닌 뉴클레오타이드의 스트레치로 종결될 수 있다.  상기 폴리-A 꼬리의[0094]

3' 말단에서 비-아데닌 뉴클레오타이드의 수는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10개의 비-아데닌 뉴클레오타이

드일 수 있다.  대안적으로, 상기 폴리-A 꼬리의 3' 말단은 하나 이상의 아데닌 뉴클레오타이드로 구성될 수 있

다.

본 발명의 폴리-A 꼬리는 하나의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 서열과, 뒤이어 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오[0095]

타이드, 임의로, 뒤이어 추가의 아데닌 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다.  본 발명의 폴리-A 꼬리는 또한 하나

이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드에 의해 차단된 1개 초과의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 서열을 포함할 수 있

다.  연속 아데닌 뉴클레오타이드의 서열은 적어도 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,

22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,

47, 48, 49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드일 수 있다.  차단 서열에서의 비-아데닌 뉴클레오타이드

의 수는 적어도 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 또는 10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드일 수 있다.

본 발명의 폴리-A 꼬리는 또한 비-아데닌 뉴클레오타이드로 차단되거나 또는 산재된 1개 초과의 일련의 연속 아[0096]

데닌 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다.  상기 차단 서열의 길이는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 또는 10개의 뉴

클레오타이드일 수 있다.  상기 차단 서열의 길이는 1-3, 1-5, 1-10, 2-10, 2-8, 2-6, 또는 2-5개의 뉴클레오

타이드일 수 있다.  본 발명의 폴리-A 꼬리는 1개 초과의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 세트, 및 각각의 연속 아

데닌 뉴클레오타이드 세트 사이에 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의

1개 초과의 연속 스트레치를 포함하는 차단 서열을 포함할 수 있다.  본 발명의 폴리-A 꼬리는 1개 초과의 연속

아데닌 뉴클레오타이드 세트, 및 각각의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 세트 사이에 하나의 비-아데닌 뉴클레오타

이드 또는 2개 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 1개 초과의 연속 스트

레치를 포함할 수 있다.  본 발명의 폴리-A 꼬리는 1개 초과의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 세트 및, 하나 이상

의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 각각 포함하는 하나 이상의 차단 서열을 포함할 수 있다.  상기 세트는 각각 동

일한 또는 상이한 수의 아데닌 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다.  다수의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 세트로

의 실시형태에서, 각각의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 세트는 폴리-A 결합 단백질의 결합을 허용하기에 충분한

길이일 수 있다.

일부 실시형태에서, 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 상기 폴리-A 꼬리와 규칙적인 간격으로 위치한 차[0097]

단 서열이다.  규칙적인 간격이란, 소정 세트수의 연속 아데닌 뉴클레오타이드에 이어서 반복된 방식으로 비-아

데닌 뉴클레오타이드가 뒤따른다는 것을 의미한다.

일부 실시형태에서, 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는 상기 폴리-A 꼬리와 불규칙적인 간격으로 위치된[0098]

다.  불규칙적인 간격이란, 소정 세트수의 연속 아데닌 뉴클레오타이드에 이어서 비-아데닌 뉴클레오타이드가

뒤따르고 이어서 제1 세트에 비해 다른 수의 아데닌을 포함하는 또 다른 세트의 연속 아데닌 뉴클레오타이드가

뒤따른다는 것을 의미한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레[0099]

오타이드 또는 2-10개의 뉴클레오타이드 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는

함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아

데닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유

한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-100개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데

닌 뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한

다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-100개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌

뉴클레오타이드 또는 2-10개의 비-아데닌 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레[0100]

오타이드 또는 적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스

트레치를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-50개의 연속 아데닌 뉴클레

오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-

10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.   일부 실시형태에서, 상기 폴리-

A 꼬리는 매 8-100개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 적어도 2개의

비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함

유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8-100개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아

데닌 뉴클레오타이드 또는 적어도 2개의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나
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의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,[0101]

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,

49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 비-아데닌 뉴클레오타

이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,[0102]

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,

49, 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 하나의 비-아데닌 뉴클레오타이드 또는 적어도 2개의 비-아데

닌 뉴클레오타이드를 포함하는 2-10개의 뉴클레오타이드의 하나의 연속 스트레치를 포함하거나 또는 함유한다.

일부 실시형태에서, 비-아데닌 뉴클레오타이드의 수는 1, 2, 3, 4 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드일[0103]

수 있다.  일부 실시형태에서, 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 수는 8 내지 50개의 아데닌 뉴클레오타이드일 수

있다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,

22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,

47, 48, 49 또는 50개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이

드를 포함하거나 또는 함유한다.

폴리-A 꼬리 내의 연속 아데닌 뉴클레오타이드의 수는 12, 16, 25, 30, 또는 39개일 수 있다.  연속 아데닌 뉴[0104]

클레오타이드의 수는 39개를 초과할 수 있다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 12개의 연속 아데닌

뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4, 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일

부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 16개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4 또는 5개의 연속

비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 25개의 연

속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유

한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매 30개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4 또는 5

개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나 또는 함유한다.  일부 실시형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 매

39개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드마다 1, 2, 3, 4 또는 5개의 연속 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하거나

또는 함유한다.  연속 비-아데닌 뉴클레오타이드의 수는 또한 5개를 초과할 수 있다.

예시적인 트리뉴클레오타이드 차단 서열은 GCG,  CCG,  GTG,  TGG,  CGG,  GGT,  TAT,  CAT,  CGT,  CTC,  GAT,  CCT,[0105]

TGT, CGC, CAC, TGC, TCG, TCT, CCC, GAC, TAG, GTT, CTG, 및 TTT를 함유한다.  63개의 가능한 트리뉴클레오타

이드 차단 서열, 및 말단 A를 제외한 36개의 트리뉴클레오타이드 차단 서열이 존재한다.  일부 실시형태에서,

상기 폴리-A 꼬리는 TGG,  CGG,  GGT,  TAT,  CAT,  CGT, CTC, GAT, CCT, TGT, CGC, CAC, TGC, TCG, TCT, CCC,

GAC, TAG, GTT, CTG, 및 TTT 중에서 선택된 하나 이상의 트리뉴클레오타이드 차단 서열을 포함한다.  일부 실시

형태에서, 상기 폴리-A 꼬리는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 서열 내 또는 폴리-A 꼬리 내에서 3개 이상의 뉴클레

오타이드 사이의 혼성화 및 어닐링을 최소화하도록 설계된 다수의 차단 서열을 포함한다.  특정 실시형태에서,

3개 이상의 뉴클레오타이드 사이의 어닐링을 최소화하는 차단 서열은 말단 A를 생략하는 34개의 트리뉴클레오타

이드 차단 서열로부터 선택된다.  일부 실시형태에서, 3개 이상의 뉴클레오타이드 사이의 어닐링을 최소화하는

차단 서열은 TGG, CGG, GGT, TAT, CAT, CGT, CTC, GAT, CCT, TGT, CGC, CAC, TGC, TCG, TCT, CCC, GAC, TAG,

GTT,  CTG  및 TTT  중에서 선택된다.  일부 실시형태에서, 예를 들어, 서열번호: 18에서, 상기 폴리-A 꼬리는

TGG, CGG, GGT, TAT, CAT, CGT, CTC, GAT, CCT, TGT, CGC, CAC, TGC, TCG, TCT, CCC, GAC, TAG, GTT, CTG,

TTT, 및 CG 중에서 선택된 디- 및/또는 트리-뉴클레오타이드 차단 서열을 포함한다.  특정 실시형태에서, 상기

폴리-A 꼬리는 GCG, CCG, 및 GTG 중에서 선택된 트리뉴클레오타이드 차단 서열을 포함한다.  예시적인 디뉴클레

오타이드 차단 서열은 CG, GC, CC, GG, TT, CT, TC, GT, 및 TG를 포함한다.  15개의 가능한 디뉴클레오타이드

차단 서열, 및 말단 A를 포함하지 않는 9개의 디뉴클레오타이드가 존재한다.  모노뉴클레오타이드 차단 서열은

C, G, 및 T일 수 있다.  RNA 서열(예컨대, mRNA)을 지칭할 때, 상기 임의의 뉴클레오타이드 서열과 관련하여,

DNA 서열과 달리, T는 U로 대체된다.

해당 기술분야의 통상의 기술자는 연속 아데닌 뉴클레오타이드 및 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 갖[0106]

는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 다수의 상이한 패턴의 DNA를 설계할 수 있을 것이다.  적어도 8개의 연속 아데닌

뉴클레오타이드 및 하나 이상의 아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 일부 예시적인 폴리-A 꼬리는, 예를 들어,

서열번호: 1-5, 10, 11 및 18로 제시되어 있다.

III.사용 방법 [0107]

공개특허 10-2025-0004924

- 18 -



본 발명의 DNA는 그 DNA에 의해 암호화된 mRNA의 생산에 사용될 수 있다.  일부 실시형태에서, mRNA는 본 발명[0108]

의 DNA에 의해 암호화된다.

일부 실시형태에서, 본 발명의 DNA는 mRNA의 생산을 위해 제조된다.  일부 실시형태에서, 상기 DNA는 벡터 내에[0109]

있다.  일부 실시형태에서, 상기 벡터는 숙주 세포 내에 있다.  일부 실시형태에서, 본 발명의 DNA에 의해 암호

화된 mRNA는 DNA에 의해 암호화된 관심 단백질을 번역하는데 사용된다.

일부 실시형태에서, 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드는, 아데닌 뉴클레오타이드만을 포함하는 유사한 또[0110]

는 동일한 길이의 3' 꼬리를 포함하는 DNA에서 발생하는 손실과 비교할 때 DNA 복제 동안 하나 이상의 아데닌

뉴클레오타이드의 손실을 방지한다.  DNA 복제는 DNA 정제를 위한 플라스미드 성장에 필요한 단계이다.  이와

같이, 적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 및 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A

꼬리를 암호화하는 본 발명의 DNA를 포함하는 플라스미드는, 아데닌 뉴클레오타이드로만으로 구성된 폴리-A 꼬

리를 암호화하는 플라스미드와 비교하여, 상기 플라스미드의 성장 및 정제의 하나 이상의 라운드에 걸쳐 개선된

안정성을 나타낼 수 있다.

적어도 8개의 연속 아데닌 뉴클레오타이드 및 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를[0111]

암호화하는 서열을 포함하는 본 발명의 DNA를 포함하는 플라스미드는 연속 아데닌 뉴클레오타이드만으로 구성된

폴리-A 꼬리를 암호화하는 서열을 포함하는 DNA를 포함하는 플라스미드에 비해 숙주 세포에서의 성장시 현저하

게 큰 안정성을 가질 수 있다.  DNA 서열을 지닌 플라스미드를 발현하는 숙주 세포의 성장 동안, 연속 아데닌

뉴클레오타이드 및 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA 서열은 아

데닌 뉴클레오타이드만으로 구성된 폴리-A 꼬리와 비교하여 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA의 길이 감소에 대해

내성을 나타낼 수 있다.  일부 실시 양태에서, 하나 이상의 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리

를 암호화하는 DNA를 포함하는 플라스미드는 아데닌 뉴클레오타이드만을 포함하는 폴리-A  꼬리를 암호화하는

DNA를 포함하는 플라스미드와 비교하여 숙주 세포의 성장 동안 아데닌의 손실을 방지한다.

해당 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된 벡터를 성장 및 정제하는 임의의 수단이 플라스미드를 암호화하는[0112]

숙주 세포의 성장에 사용될 수 있다.  벡터의 성장 및 정제 과정은 또한 플라스미드 제조로 지칭될 수 있다.

플라스미드 정제의 표준 단계는 박테리아 배양물의 성장, 박테리아의 수확 및 용해, 및 플라스미드 DNA의 정제

를 포함한다.  플라스미드 DNA를 정제하기 위해 다양한 제조업체로부터의 다수의 키트를 이용가능하다.  플라스

미드 제조 단계는 소규모제조(기대 수율은 20 내지 40 μg 또는 50 내지 100 μg의 플라스미드 DNA임), 중규모

제조(기대 수율은 100 내지 350 μg의 플라스미드 DNA임), 대규모제조(기대 수율은 500-850 μg의 플라스미드

DNA임), 메가규모제조(기대 수율은 1.5-2.5 mg의 플라스미드 DNA임) 또는 기가규모제조(기대 수율은 7.5-10 mg

의 플라스미드 DNA임)일 수 있다.  치료적 mRNA 생산을 위해, 플라스미드는 100mg, 1g, 10g, 또는 그 초과의 규

모로 생산될 수 있다.  본 명세서에 기재된 바와 같은 비-아데닌 뉴클레오타이드를 갖는 폴리-A 꼬리를 암호화

하는 플라스미드의 증가된 안정성 및 복제 효율은 이와 같은 규모로 제조된 플라스미드의 일관성 및 효율성을

개선시킬 수 있다.

일부 실시형태에서, 본 발명의 DNA 벡터로부터 mRNA를 생성하는 방법이 포함된다.  일부 실시 양태에서, DNA 벡[0113]

터로부터 mRNA를 생성하는 방법은 상기 폴리-A 꼬리의 하류에 있는 벡터를 선형화하는 단계; 선형화된 벡터를

변성시키는 단계; 및 구아닌, 시토신, 우라실, 아데닌, 또는 이러한 뉴클레오타이드의 화학적으로 변형된 버전,

그 중에서도, 예컨대, 슈도우리딘, N-1-메틸슈도우리딘, 메톡시우리딘과 같은 RNA 뉴클레오타이드의 존재 하에

서 변성 DNA를 RNA 폴리머라제와 접촉시키는 단계를 포함한다.  변형된 잔기, 예컨대, 염기, 당 및 뉴클레오타

이드 잔기의 골격 변형이, 본원에 기재된 것과 같은 mRNA, 폴리뉴클레오타이드, 및 방법에 사용될 수 있다.

이  설명  및  예시적인  실시예는  제한적인  것으로  간주되어서는  안된다.   본  명세서  및  첨부된  청구범위의[0114]

목적상, 달리 나타내지 않는 한, 명세서 및 청구범위에 사용된 수량, 백분율, 또는 비율을 나타내는 모든 숫자

및 기타 수치는 모든 경우에 용어 "약"에 의해, 이미 그렇게 변형되지 않은 정도로 변형되는 것으로 이해되어야

한다.  따라서, 상반되게 나타내지 않는 한, 하기 명세서 및 첨부된 청구범위에 제시된 수치 파라미터는 획득하

고자 하는 원하는 특성에 따라 변할 수 있는 근사치이다.  적어도, 또 균등론의 적용을 청구범위의 범위로 제한

하려는 시도는 아니지만, 각각의 수치 파라미터는 적어도 기록된 유효숫자의 수에 비추어 통상적인 반올림 기법

을 적용하여 해석되어야 한다.

본 명세서 및 첨부된 청구범위에 사용된 것과 같은, 단수 형태 "한(a)", "하나(an)" 및 "상기(the)" 및 임의의[0115]

단어의 임의의 단수 사용은, 명시적으로 명백하게 하나의 지시대상으로 제한되지 않는 한, 복수의 지시대상을

포함한다는 점에 유의한다.  본 명세서에 사용된 것과 같은, 용어 "포함하다" 및 그의 문법적 변형은 비제한적
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인 것으로 의도되며, 목록에서 항목의 인용은 열거된 항목에 대해 대체되거나 추가될 수 있는 다른 유사한 항목

을 배제하는 것은 아니다.

서열의 설명[0116]

이 표는 본원에서 참조된 특정 서열의 목록을 제공한다.  아래 표에서 DNA 서열의 RNA 버전을 참조할 때, T는 U[0117]

로 대체됨을 유의한다.  아래 표에서 RNA 서열의 DNA 버전을 참조할 때, U는 T로 대체된다.

표 1

[0118]

[0119]
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[0120]
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[0140]

포스포로티오에이트(PS) 연결 또는 결합은 포스포디에스테르 연결에서, 예를 들어, 뉴클레오타이드 염기 사이의[0141]

결합에서 하나의 비브릿지 포스페이트 산소가 황으로 치환된 결합을 지칭한다.  포스포로티오에이트가 올리고

뉴클레오타이드를 생성하기 위해 사용될 때, 변형된 올리고뉴클레오타이드는 또한 S-올리고로 지칭될 수 있다.

"
*
"는 PS 변형을 나타내는데 사용될 수 있다.  본 명세서에서, 용어 A

*
, C

*
, U

*
, 또는 G

*
는 PS 결합으로 그 다음[0142]

(예를 들어, 3') 뉴클레오타이드에 연결된 뉴클레오타이드를 나타내는데 사용될 수 있다.

본 명세서에서, 용어 "mA
*
", "mC

*
", "mU

*
", 또는 "mG

*
"는 2'-O-Me로 치환되고, PS 결합으로 그 다음(예를 들어,[0143]

3') 뉴클레오타이드에 연결된 뉴클레오타이드를 나타내기 위해 사용될 수 있다.

실시예[0144]

하기 실시예는 특정개시된 실시형태를 예시하기 위해 제공되며, 어떠한 식으로든 본 개시의 범위를 제한하는 것[0145]

으로 해석되지 않아야 한다.

실시예 1 - 폴리-A 암호화를 위한 안정한 플라스미드의 설계 및 안정성[0146]

비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 설계하였다.  연속 아데닌 뉴클레오타이드 및 비-아데닌[0147]

뉴클레오타이드(예를 들어, 차단 서열)를 갖는 이들 폴리-A 꼬리를 암호화하는 플라스미드의 안정성을 아데닌

뉴클레오타이드로만 구성된 폴리-A 꼬리와 비교하였다.

아데노신만으로 구성된 mRNA 폴리-A 꼬리에서의 아데노신 수의 손실 문제는 표 2에 강조되어 있다.  96개의 아[0148]

데노신의 폴리-A 꼬리를 함유하는 서열을 pUC57 플라스미드(Genscript)에 삽입하고, 대장균을 형질전환시켰다.

세포를 LB-Amp 플레이트 상에 플레이팅하고, 30 ℃ 또는 37 ℃에서 밤새 인큐베이션하였다.  8개의 콜로니를 골

라내고, LB-Amp 배지를 사용하여 96-웰 플레이트에 접종하고 30 ℃ 또는 37 ℃에서 밤새 성장시켰다(1일차).  1

일차 배양물로부터의 샘플을 신선한 LB-Amp 배지에 첨가하고 30 ℃ 또는 37 ℃에서 추가로 2일 동안 성장시켰다

(2일차).  DNA를 1일차 및 2일차 배양물로부터 정제하고, 플라스미드에서 폴리-A 꼬리 길이를 결정하기 위해 서

열분석하였다.  예시적인 결과는 하기 표 2 및 도 1에 제시되어 있다.
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표 2

[0149]

[0150]

다수의 콜로니의 경우, 각 라운드의 성장은 상기 폴리-A 꼬리 내의 아데노신의 수의 감소와 연관되어 있었고,[0151]

단지 하나의 콜로니 만이 2회의 복제 라운드를 통해 90개가 넘는 아데노신을 유지했다.  또한, 박테리아 콜로니

의 크기는 플라스미드로부터 폴리-A 꼬리 길이의 손실과 상관관계가 있었으며(즉, 더 큰 콜로니는 폴리-A 길이

의 손실과 상응하였음), 이는 더 긴 폴리-A 꼬리를 암호화하는 서열이 플라스미드 생산 동안 박테리아 성장을

억제할 수 있음을 시사한다.  대장균의 콜로니로부터 정제된 DNA는 플라스미드 DNA를 보유하는 개별 대장균의

DNA 집단을 나타낸다.  따라서, 표 2에 제공된 값(및 본 명세서에 기재된 유사한 값)은 상기 집단의 평균 폴리-

A 길이를 나타낸다.  또한, 폴리-A와 같은 긴 반복부의 PCR 및 서열분석 동안, 폴리머라제가 미끄러짐으로써,

서열이 실제 서열보다 약간 더 짧게 보이는 외관을 초래할 수 있다.  따라서, 95개의 아데노신을 보여주는 결과

의 경우, 상기 플라스미드가 한 개의 아데노신을 잃었는지 또는 그것이 PCR의 아티팩트(artifact)인지 확실하지

않다.  그러나, PCR 증폭 및 서열분석 동안의 상당한 손실이 폴리머라제 미끄러짐의 아티팩트인 것은 아니다.

별개의 실험에서, 대장균을 서열번호:1의 폴리-A 꼬리를 함유하는 pUC57 플라스미드로 형질전환시키고 LB-Amp[0152]

플레이트 상에 플레이팅하였다.  8개의 클론을 2 라운드의 성장을 통해 배양하고 상기 폴리-A 꼬리를 암호화하

는 서열의 유지에 대해 시험하였다.  한 클론에 대한 대표적인 데이터가 도 2에 도시되어 있으며, 상기 꼬리를

암호화하는 플라스미드의 2 라운드 성장에 걸쳐 서열번호: 1의 폴리-A 꼬리에서는 꼬리 크기의 변화가 나타나지

않았다.  미니프렙(Miniprep) 1은 첫 번째 성장 라운드를 나타내고, 미니프렙 2는 두 번째 성장 라운드를 나타

낸다.  미니프렙은 Invitrogen Purelink Quick Plasmid 미니프렙 키트를 사용하여 수행되었다.

추가의 비-아데노신 패턴(서열번호: 3)을 갖는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 플라스미드를 대장균에서의 복제를 견[0153]

딜  수  있는  능력에  대해  시험하였다.   서열  번호  3의  폴리-A  꼬리를  함유하는  서열을  pUC19  플라스미드

(Genscript)에 삽입하고, 대장균을 형질전환시켰다.  세포를 LB-칸(Kan) 플레이트 상에 플레이팅하고, 30 ℃ 또

는 37 ℃에서 밤새 인큐베이션하였다.  8개의 콜로니를 골라 LB-칸 배지를 사용하여 96-웰 플레이트에 접종하고

30 ℃ 또는 37 ℃에서 밤새 성장시켰다(1일차).  1일차 배양으로부터의 샘플을 신선한 LB-칸 배지에 첨가하고

30 ℃ 또는 37 ℃에서 추가로 2일 동안 성장시켰다(2일차).  DNA를 1일차 및 2일차 배양물로부터 정제하고, 상

기 플라스미드에서 폴리-A 꼬리 길이를 결정하기 위해 서열분석하였다.  1일차 배양물 8개 중, 6개가 25개, 24

개, 24개 및 24개 아데노신의 스트레치를 유지하였고, 서열분석된 12개의 2일차 배양물 중, 9개가 25개, 24개,

24개 및 24개 아데노신의 스트레치를 유지하였으며, 이는 아데노신-만의 서열과 비교하여 폴리-A 유지의 개선을

입증한다.

이들 데이터는 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA가 아데노신만을 함유하는[0154]

폴리-A 꼬리를 암호화하는 DNA와 비교하여 다수의 라운드의 플라스미드 성장 및 정제에 걸쳐 개선된 안정성을

나타냄을 제시한다.

실시예 2 - 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 작제물의 활성[0155]

비-아데닌 뉴클레오타이드(차단 서열)를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 mRNA 대 아데노신만을 함유하는 폴리-A[0156]

꼬리를 가진 mRNA의 효능에서의 차이가 있는지 여부를 측정하기 위한 실험을 수행하였다.  Cas9 단백질을 암호
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화하는 mRNA를, 분비된 배아 알칼리성 포스파타제(SEAP)를 암호화하는 리포터 플라스미드, 뿐만 아니라 SEAP를

표적으로 삼는 가이드 RNA와 함께, 전기천공으로 HEK-293  세포 내로 형질감염시킨 모델시스템을 사용하였다.

mRNA로부터 Cas9 단백질의 성공적인 발현은 SEAP 표적 서열의 절단을 초래하여, SEAP 생성 감소를 반영하는 색

변화를 초래한다.  SEAP HEK-Blue 리포터 시약은 Invivogen에서 구입했다.  T7 프로모터를 함유하고 아데노신-

만의 폴리-A 꼬리(100개의 아데노신 뉴클레오타이드를 갖도록 설계되었지만, 서열 분석에 의해 97개의 아데노신

뉴클레오타이드를 갖는 것으로 나타났음)를 갖는 Cas9 mRNA를 암호화하는 서열(서열번호: 6) 또는 T7 프로모터

를 함유하고 서열번호: 1의 폴리-A 꼬리를 갖는 Cas9 mRNA를 암호화하는 서열(서열번호: 7)을 pUC57 플라스미드

(Genscript)에 클로닝하였다.  mRNA는 각각의 mRNA를 암호화하는 선형화된 플라스미드로부터 시험관내 전사에

의해 생성되었다.

도 3은 HEK-Blue 세포 분석에서 0.005-50 nM의 농도로 아데노신-만의 폴리-A 또는 서열번호: 1의 폴리-A를 가진[0157]

Cas9 mRNA, 및 SEAP를 표적으로 삼는 1 μM 단일 가이드 RNA(서열번호: 8)의 적정을 도시한다.

HEK-Blue 결과는 폴리-A 꼬리 중 어느 하나를 가진 mRNA의 효과가 용량-반응 곡선에 걸쳐 유사하였음을 보여준[0158]

다.  기준선 청색이 SEAP 발현을 나타내기 때문에, 더 높은 농도의 mRNA는 분홍색으로의 색상 변화에 의해 입증

되는 바와 같이 SEAP 리포터 유전자 발현에서의 감소를 초래하였다.  따라서, 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함

하는 폴리-A 꼬리는 아데노신만을 함유하는 폴리-A 꼬리와 비교하여 Cas9 작제물의 발현 및 기능의 효능을 변화

시키지 않았다.

서열번호: 6의 Cas 9 mRNA의 발현에 의해 부여된 편집의 효능을 또한 서열번호: 7의 Cas9 mRNA(즉, 서열번호: 1[0159]

의 폴리-A 꼬리와 비교되는 아데노신-만의 폴리-A 꼬리)와 비교하였다.  이들 실험을 위해, HEK-Blue 세포를 전

기천공법에 의해 sgRNA(서열번호: 8) 및 2개의 상이한 mRNA로 형질감염시켰다.

도 4는 24시간 인큐베이션 후 작제물 둘 다에 대한 SEAP 억제%을 나타낸다.  아데노신만을 함유하는 폴리-A 꼬[0160]

리 및 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 mRNA의 SEAP 편집에 관한 EC50은 각각 0.050 및

0.054로 유사했다.

도 5는 48시간 인큐베이션 후 작제물 둘 다에 대한 SEAP 억제%을 나타낸다.  아데노신만을 함유하는 폴리-A 꼬[0161]

리 및 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 mRNA의 SEAP 편집에 관한 EC50은 각각 0.086 및

0.082로 유사했다.

mRNA 발현 및 활성을 또한 생체내에서 확인하였다.  서열번호: 6(HiCas9 mRNA) 및 서열번호: 7(결손된 폴리A[0162]

mRNA)의 Cas9 mRNA를 서열번호: 9의 단일 가이드 RNA(마우스 TTR 유전자를 표적화함)와 함께 1:1 중량비로 지질

나노입자(LNP)로 제형화하고, 1 또는 0.5 mg/kg의 총 RNA로의 정맥내 투약에 의해 CD-1 암컷 마우스(n = 5)에

투여하였다.  투여 후 7일에 동물로부터 혈액을 채취하고, TTR 단백질의 혈청 수준을 ELISA로 측정하였다.  요

약하면,  총  TTR  혈청  수준은  Mouse  Prealbumin(트랜스티레틴)  ELISA  키트(Aviva  Systems  Biology,  Cat.

OKIA00111)를 사용하여 측정하였다.  키트 시약 및 표준은 제조업체의 프로토콜에 따라 제조되었다.  플레이트

를 450 nm의 흡광도에서 SpectraMax M5 플레이트 판독기에서 판독하였다.  혈청 TTR 수준은 4개 매개변수 로지

스틱 곡선을 사용하여 표준 곡선에 맞추어 SoftMax Pro 소프트웨어 6.4.2 버전으로 계산하였다.  최종 혈청 값

을 분석 희석에 대해 조정하였다.

도 6은 투여 후 7일에 폴리-A 작제물 둘 다에 대한 유사한 수준의 혈청 TTR 녹다운(TTR 유전자의 편집 백분율을[0163]

나타냄)을 보여준다.  혈청 TTR 녹다운 결과는 7일에 수확된 마우스의 간에서 TTR 유전자좌의 서열 분석에 의해

확인되었다.  아데노신-만의 폴리-A mRNA를 제공받은 마우스는 각각 0.5 및 1 mg/kg의 총 RNA로 61.74 % 및

69.84 %의 편집을 나타내었고, 비-아데노신 뉴클레오타이드를 함유하는 폴리-A mRNA를 제공받은 마우스는 0.5

및 1 mg/kg의 총 RNA로 63.14 % 및 70.82 %의 편집을 나타냈다.

따라서, 비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 Cas9 mRNA의 발현은, 아데노신만을 함유하는[0164]

폴리-A 꼬리를 가진 Cas9 mRNA와 비교하여 유사한 편집 효능을 생성하였다.

실시예 3 - 추가의 차단 서열을 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 작제물의 활성[0165]

비-아데닌 뉴클레오타이드를 포함하는 폴리-A 꼬리를 가진 mRNA 대 실시예 2에서와 같이 아데노신 뉴클레오타이[0166]

드만을 함유하는 폴리-A 꼬리를 가진 것의 효능을 측정하기 위한 실험을 수행하였다.  T7 프로모터를 함유하고

서열번호: 2, 서열번호: 3, 서열번호: 4, 서열번호: 5, 서열번호: 10, 또는 서열번호: 11을 포함하는 차단된 폴

리-A 꼬리를 가진 Cas9 mRNA를 암호화하는 서열을, 프라이머를 이용한 PCR 증폭으로 제조하여 상기 폴리-A 서열
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에 도입하였다.  이들 PCR 생성물로부터 시험관내 전사에 의해 mRNA가 생성되었다.  서열번호: 18에 대한 mRNA

는, 상기 mRNA를 암호화하는 선형화된 플라스미드로부터 시험 관내 전사에 의해 생성되었다.

도 7은 HEK-Blue 세포 분석에서 0.02-6 nM의 농도로의 아데노신-만의 폴리-A[100PA] 또는 서열번호: 2, 서열번[0167]

호: 3, 서열번호: 4, 서열번호: 5, 서열번호: 10, 또는 서열번호: 11의 폴리-A를 가진 Cas9 mRNA, 및 SEAP를

표적으로 삼는 1 μM 단일 가이드 RNA(서열번호: 8)의 적정을 나타낸다.  구체적으로, 도 7은 48시간 인큐베이

션 후 작제물에 대한 SEAP 억제 백분율을 나타내고, EC50 값은 하기 표 3에 제공된다.  모든 작제물은 활성적이

다.

표 3

[0168]

실시예 4 - 차단 서열을 갖는 긴 폴리A의 클로닝[0169]

표  4(아래)로부터의  12개의  차단  서열  및  12개의  연속  아데노신의  13개  반복부를  포함하는,  서열번호:[0170]

18[300pa]인, 300개 뉴클레오타이드의 긴 폴리 A 꼬리를 설계하였다.  서열번호: 18의 앵커 서열은 상기 폴리-A

꼬리 ~300개 nt 내의 트리뉴클레오타이드 차단 서열 사이의 하이브리드화 및 자가-어닐링이 최소화되도록 설계

되었다.  아래 표 4는 차단 서열 간의 어닐링을 최소화시킨 차단 서열을 제공하고, 이 실험에 사용된 앵커를 포

함한다.

서열번호: 18을 클로닝하기 위해, 폴리A-1(서열번호: 12), 폴리A-2(서열번호: 13), 폴리A-3(서열번호: 14) 및[0171]

폴리A-4(서열번호: 15) 각각의 서열을 pUC57 미니벡터(Genscript)로 생성시킨다.  Bcl11a 프라이머로 서열번호:

12를 증폭시키고, 제한 효소 XhoI 및 AclI로 PCR 생성물을 소화(digest)시키고, XhoI 및 BstBI로 소화된 서열

번호:  13을  포함하는  pA2  플라스미드에  제한  단편을  결찰시킴으로써  pA1-2  플라스미드를  생성시킨다.

서열번호: 14를 증폭하고, 동일한 방식으로 이를 플라스미드 pA4 상의 동일한 제한 부위에 결찰시킴으로써 pA3-

4 플라스미드를 생성시킨다.  pA1-4 플라스미드(서열번호: 18을 포함함)는 pA3-4로부터 서열번호: 17의 서열을

증폭시키고, BbsI 및 XbaI 제한 효소로 PCR 단편을 소화시키고, BbsI 및 XbaI 제한 효소로 소화된 폴리 A1-2(서

열번호: 16) 작제물 내로 제한 단편을 클로닝함으로써 조립된다.  pA1-2 및 pA3-4 내로의 삽입물은 프라이머로

서 [pUC-M 정방향 프라이머 서열2 및 pUC-M 역방향 프라이머 서열](서열번호: 20 및 21)를 사용하여 양방향으로

부터 Sanger 서열분석에 의해 평가된다.

생성된 서열번호: 18(300PA) 폴리A 서열은 pA1-4를 XhoI 및 XbaI로 소화시켜 단백질 암호화 벡터 내의 동일한[0172]

부위로 클로닝함으로써 절단된다.  모든 단계는 표준 조건에서 수행된다.
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표 4

[0173]

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4

도면5

도면6
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도면7

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  INTELLIA THERAPEUTICS, INC.

       DOMBROWSKI, Christian

 

<120>  STABILIZED NUCLEIC ACIDS ENCODING MESSENGER RIBONUCLEIC ACID 

       (MRNA)

<130>  01155-0019-00PCT

<140>  PCT/US2018/046772

<141>  2018-08-14

<150>  US 62/545,883

<151>  2017-08-15

<160>  31    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  108

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: mRNA sequence of an exemplary poly-A tail comprising 

       non-adenine nucleotides with 30, 30, and 39 consecutive 
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       adenosines and ending with non-adenine nucleotides

<400>  1

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa gcgaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa       60

aaaccgaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaccc                   108

<210>  2

<211>  104

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 30PA - sequence of an exemplary poly-A tail comprising

       non-adenine nucleotides with 30, 30, and 39 consecutive 

       adenosines

<400>  2

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa gcgaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa       60

aaaccgaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa                       104

<210>  3

<211>  109

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 25PA - sequence of an exemplary poly-A tail comprising

       non-adenine nucleotides with four sets of 25 consecutive 

       adenosines

<400>  3

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaagcgaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaccgaaaa       60

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa agtgaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa                  109

<210>  4

<211>  101

<212>  DNA

<213

>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 16PA - sequence of an exemplary poly-A tail comprising

       non-adenine nucleotides with six sets of 16 consecutive 

       adenosines

<400>  4

aaaaaaaaaa aaaaaagaaa aaaaaaaaaa aaacaaaaaa aaaaaaaaaa taaaaaaaaa       60
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aaaaaaataa aaaaaaaaaa aaaacaaaaa aaaaaaaaaa a                          101

<210>  5

<211>  165

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 16PA long - sequence of an exemplary poly-A tail 

       comprising non-adenine nucleotides with six sets of 16 

       consecutive adenosines and 63 consecutive adenosines

<400>  5

aaaaaaaaaa aaaaaagaaa aaaaaaaaaa aaacaaaaaa aaaaaaaaaa taaaaaaaaa       60

aaaaaaataa aaaaaaaaaa aaaacaaaaa aaaaaaaaaa acaaaaaaaa aaaaaaaaaa      120

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa                      165

<210>  6

<211>  4523

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail consisting of 97 

       adenosines

<400>  6

taatacgact cactataggg tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt       60

gtgtcgttgc aggccttatt cggatccatg gataagaagt actcaatcgg gctggatatc      120

ggaactaatt ccgtgggttg ggcagtgatc acggatgaat acaaagtgcc gtccaagaag      180

ttcaaggtcc tggggaacac cgatagacac agcatcaaga aaaatctcat cggagccctg      240

ctgtttgact ccggcgaaac cgcagaagcg acccggctca aacgtaccgc gaggcgacgc      300

tacacccggc ggaagaatcg catctgctat ctgcaagaga tcttttcgaa cgaaatggca      360

aaggtcgacg acagcttctt ccaccgcctg gaagaatctt tcctggtgga ggaggacaag      420

aagcatgaac ggcatcctat ctttggaaac atcgtcgacg aagtggcgta ccacgaaaag      480

tacccgacca tctaccatct gcggaagaag ttggttgact caactgacaa ggccgacctc      540

agattgatct acttggccct cgcccatatg atcaaattcc gcggacactt cctgatcgaa      600

ggcgatctga accctgataa ctccgacgtg gataagcttt tcattcaact ggtgcagacc      660

tacaaccaac tgttcgaaga aaacccaatc aatgctagcg gcgtcgatgc caaggccatc      720

ctgtccgccc ggctgtcgaa gtcgcggcgc ctcgaaaacc tgatcgcaca gctgccggga      780
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gagaaaaaga acggactttt cggcaacttg atcgctctct cactgggact cactcccaat      840

ttcaagtcca attttgacct ggccgaggac gcgaagctgc aactctcaaa ggacacctac      900

gacgacgact tggacaattt gctggcacaa attggcgatc agtacgcgga tctgttcctt      960

gccgctaaga acctttcgga cgcaatcttg ctgtccgata tcctgcgcgt gaacaccgaa     1020

ataaccaaag cgccgcttag cgcctcgatg attaagcggt acgacgagca tcaccaggat     1080

ctcacgctgc tcaaagcgct cgtgagacag caactgcctg aaaagtacaa ggagatcttc     1140

ttcgaccagt ccaagaatgg gtacgcaggg tacatcgatg gaggcgctag ccaggaagag     1200

ttctataagt tcatcaagcc aatcctggaa aagatggacg gaaccgaaga actgctggtc     1260

aagctgaaca gggaggatct gctccggaaa cagagaacct ttgacaacgg atccattccc     1320

caccagatcc atctgggtga gctgcacgcc atcttgcggc gccaggagga cttttaccca     1380

ttcctcaagg acaaccggga aaagatcgag aaaattctga cgttccgcat cccgtattac     1440

gtgggcccac tggcgcgcgg caattcgcgc ttcgcgtgga tgactagaaa atcagaggaa     1500

accatcactc cttggaattt cgaggaagtt gtggataagg gagcttcggc acaaagcttc     1560

atcgaacgaa tgaccaactt cgacaagaat ctcccaaacg agaaggtgct tcctaagcac     1620

agcctccttt acgaatactt cactgtctac aacgaactga ctaaagtgaa atacgttact     1680

gaaggaatga ggaagccggc ctttctgtcc ggagaacaga agaaagcaat tgtcgatctg     1740

ctgttcaaga ccaaccgcaa ggtgaccgtc aagcagctta aagaggacta cttcaagaag     1800

atcgagtgtt tcgactcagt ggaaatcagc ggggtggagg acagattcaa cgcttcgctg     1860

ggaacctatc atgatctcct gaagatcatc aaggacaagg acttccttga caacgaggag     1920

aacgaggaca tcctggaaga tatcgtcctg accttgaccc ttttcgagga tcgcgagatg     1980

atcgaggaga ggcttaagac ctacgctcat ctcttcgacg ataaggtcat gaaacaactc     2040

aagcgccgcc ggtacactgg ttggggccgc ctctcccgca agctgatcaa cggtattcgc     2100

gataaacaga gcggtaaaac tatcctggat ttcctcaaat cggatggctt cgctaatcgt     2160

aacttcatgc aattgatcca cgacgacagc ctgaccttta aggaggacat ccaaaaagca     2220

caagtgtccg gacagggaga ctcactccat gaacacatcg cgaatctggc cggttcgccg     2280

gcgattaaga agggaattct gcaaactgtg aaggtggtcg acgagctggt gaaggtcatg     2340

ggacggcaca aaccggagaa tatcgtgatt gaaatggccc gagaaaacca gactacccag     2400

aagggccaga aaaactcccg cgaaaggatg aagcggatcg aagaaggaat caaggagctg     2460

ggcagccaga tcctgaaaga gcacccggtg gaaaacacgc agctgcagaa cgagaagctc     2520
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tacctgtact atttgcaaaa tggacgggac atgtacgtgg accaagagct ggacatcaat     2580

cggttgtctg attacgacgt ggaccacatc gttccacagt cctttctgaa ggatgactcg     2640

atcgataaca aggtgttgac tcgcagcgac aagaacagag ggaagtcaga taatgtgcca     2700

tcggaggagg tcgtgaagaa gatgaagaat tactggcggc agctcctgaa tgcgaagctg     2760

attacccaga gaaagtttga caatctcact aaagccgagc gcggcggact ctcagagctg     2820

gataaggctg gattcatcaa acggcagctg gtcgagactc ggcagattac caagcacgtg     2880

gcgcagatct tggactcccg catgaacact aaatacgacg agaacgataa gctcatccgg     2940

gaagtgaagg tgattaccct gaaaagcaaa cttgtgtcgg actttcggaa ggactttcag     3000

ttttacaaag tgagagaaat caacaactac catcacgcgc atgacgcata cctcaacgct     3060

gtggtcggta ccgccctgat caaaaagtac cctaaacttg aatcggagtt tgtgtacgga     3120

gactacaagg tctacgacgt gaggaagatg atagccaagt ccgaacagga aatcgggaaa     3180

gcaactgcga aatacttctt ttactcaaac atcatgaact ttttcaagac tgaaattacg     3240

ctggccaatg gagaaatcag gaagaggcca ctgatcgaaa ctaacggaga aacgggcgaa     3300

atcgtgtggg acaagggcag ggacttcgca actgttcgca aagtgctctc tatgccgcaa     3360

gtcaatattg tgaagaaaac cgaagtgcaa accggcggat tttcaaagga atcgatcctc     3420

ccaaagagaa atagcgacaa gctcattgca cgcaagaaag actgggaccc gaagaagtac     3480

ggaggattcg attcgccgac tgtcgcatac tccgtcctcg tggtggccaa ggtggagaag     3540

ggaaagagca aaaagctcaa atccgtcaaa gagctgctgg ggattaccat catggaacga     3600

tcctcgttcg agaagaaccc gattgatttc ctcgaggcga agggttacaa ggaggtgaag     3660

aaggatctga tcatcaaact ccccaagtac tcactgttcg aactggaaaa tggtcggaag     3720

cgcatgctgg cttcggccgg agaactccaa aaaggaaatg agctggcctt gcctagcaag     3780

tacgtcaact tcctctatct tgcttcgcac tacgaaaaac tcaaagggtc accggaagat     3840

aacgaacaga agcagctttt cgtggagcag cacaagcatt atctggatga aatcatcgaa     3900

caaatctccg agttttcaaa gcgcgtgatc ctcgccgacg ccaacctcga caaagtcctg     3960

tcggcctaca ataagcatag agataagccg atcagagaac aggccgagaa cattatccac     4020

ttgttcaccc tgactaacct gggagcccca gccgccttca agtacttcga tactactatc     4080

gatcgcaaaa gatacacgtc caccaaggaa gttctggacg cgaccctgat ccaccaaagc     4140

atcactggac tctacgaaac taggatcgat ctgtcgcagc tgggtggcga tggcggtgga     4200

tctccgaaaa agaagagaaa ggtgtaatga gctagccatc acatttaaaa gcatctcagc     4260
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ctaccatgag aataagagaa agaaaatgaa gatcaatagc ttattcatct ctttttcttt     4320

ttcgttggtg taaagccaac accctgtcta aaaaacataa atttctttaa tcattttgcc     4380

tcttttctct gtgcttcaat taataaaaaa tggaaagaac ctcgagaaaa aaaaaaaaaa     4440

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4500

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa                                             4523

<210>  7

<211>  4581

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: T7 promoter and Cas9 mRNA with a poly-A tail 

       comprising SEQ ID NO: 1

<400>  7

taatacgact cactataggg tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt       60

gtgtcgttgc aggccttatt cggatctgcc accatggata agaagtactc gatcgggctg      120

gatatcggaa ctaattccgt gggttgggca gtgatcacgg atgaatacaa agtgccgtcc      180

aagaagttca aggtcctggg gaacaccgat agacacagca tcaagaagaa tctcatcgga      240

gccctgctgt ttgactccgg cgaaaccgca gaagcgaccc ggctcaaacg taccgcgagg      300

cgacgctaca cccggcggaa gaatcgcatc tgctatctgc aagaaatctt ttcgaacgaa      360

atggcaaagg tggacgacag cttcttccac cgcctggaag aatctttcct ggtggaggag      420

gacaagaagc atgaacggca tcctatcttt ggaaacatcg tggacgaagt ggcgtaccac      480

gaaaagtacc cgaccatcta ccatctgcgg aagaagttgg ttgactcaac tgacaaggcc      540

gacctcagat tgatctactt ggccctcgcc catatgatca aattccgcgg acacttcctg      600

atcgaaggcg atctgaaccc tgataactcc gacgtggata agctgttcat tcaactggtg      660

cagacctaca accaactgtt cgaagaaaac ccaatcaatg ccagcggcgt cgatgccaag      720

gccatcctgt ccgcccggct gtcgaagtcg cggcgcctcg aaaacctgat cgcacagctg      780

ccgggagaga agaagaacgg acttttcggc aacttgatcg ctctctcact gggactcact      840

cccaatttca agtccaattt tgacctggcc gaggacgcga agctgcaact ctcaaaggac      900

acctacgacg acgacttgga caatttgctg gcacaaattg gcgatcagta cgcggatctg      960

ttccttgccg ctaagaacct ttcggacgca atcttgctgt ccgatatcct gcgcgtgaac     1020

accgaaataa ccaaagcgcc gcttagcgcc tcgatgatta agcggtacga cgagcatcac     1080

caggatctca cgctgctcaa agcgctcgtg agacagcaac tgcctgaaaa gtacaaggag     1140

attttcttcg accagtccaa gaatgggtac gcagggtaca tcgatggagg cgccagccag     1200
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gaagagttct ataagttcat caagccaatc ctggaaaaga tggacggaac cgaagaactg     1260

ctggtcaagc tgaacaggga ggatctgctc cgcaaacaga gaacctttga caacggaagc     1320

attccacacc agatccatct gggtgagctg cacgccatct tgcggcgcca ggaggacttt     1380

tacccattcc tcaaggacaa ccgggaaaag atcgagaaaa ttctgacgtt ccgcatcccg     1440

tattacgtgg gcccactggc gcgcggcaat tcgcgcttcg cgtggatgac tagaaaatca     1500

gaggaaacca tcactccttg gaatttcgag gaagttgtgg ataagggagc ttcggcacaa     1560

tccttcatcg aacgaatgac caacttcgac aagaatctcc caaacgagaa ggtgcttcct     1620

aagcacagcc tcctttacga atacttcact gtctacaacg aactgactaa agtgaaatac     1680

gttactgaag gaatgaggaa gccggccttt ctgagcggag aacagaagaa agcgattgtc     1740

gatctgctgt tcaagaccaa ccgcaaggtg accgtcaagc agcttaaaga ggactacttc     1800

aagaagatcg agtgtttcga ctcagtggaa atcagcggag tggaggacag attcaacgct     1860

tcgctgggaa cctatcatga tctcctgaag atcatcaagg acaaggactt ccttgacaac     1920

gaggagaacg aggacatcct ggaagatatc gtcctgacct tgaccctttt cgaggatcgc     1980

gagatgatcg aggagaggct taagacctac gctcatctct tcgacgataa ggtcatgaaa     2040

caactcaagc gccgccggta cactggttgg ggccgcctct cccgcaagct gatcaacggt     2100

attcgcgata aacagagcgg taaaactatc ctggatttcc tcaaatcgga tggcttcgct     2160

aatcgtaact tcatgcagtt gatccacgac gacagcctga cctttaagga ggacatccag     2220

aaagcacaag tgagcggaca gggagactca ctccatgaac acatcgcgaa tctggccggt     2280

tcgccggcga ttaagaaggg aatcctgcaa actgtgaagg tggtggacga gctggtgaag     2340

gtcatgggac ggcacaaacc ggagaatatc gtgattgaaa tggcccgaga aaaccagact     2400

acccagaagg gccagaagaa ctcccgcgaa aggatgaagc ggatcgaaga aggaatcaag     2460

gagctgggca gccagatcct gaaagagcac ccggtggaaa acacgcagct gcagaacgag     2520

aagctctacc tgtactattt gcaaaatgga cgggacatgt acgtggacca agagctggac     2580

atcaatcggt tgtctgatta cgacgtggac cacatcgttc cacagtcctt tctgaaggat     2640

gactccatcg ataacaaggt gttgactcgc agcgacaaga acagagggaa gtcagataat     2700

gtgccatcgg aggaggtcgt gaagaagatg aagaattact ggcggcagct cctgaatgcg     2760

aagctgatta cccagagaaa gtttgacaat ctcactaaag ccgagcgcgg cggactctca     2820

gagctggata aggctggatt catcaaacgg cagctggtcg agactcggca gattaccaag     2880

cacgtggcgc agatcctgga ctcccgcatg aacactaaat acgacgagaa cgataagctc     2940
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atccgggaag tgaaggtgat taccctgaaa agcaaacttg tgtcggactt tcggaaggac     3000

tttcagtttt acaaagtgag agaaatcaac aactaccatc acgcgcatga cgcatacctc     3060

aacgctgtgg tcggcaccgc cctgatcaag aagtacccta aacttgaatc ggagtttgtg     3120

tacggagact acaaggtcta cgacgtgagg aagatgatag ccaagtccga acaggaaatc     3180

gggaaagcaa ctgcgaaata cttcttttac tcaaacatca tgaacttctt caagactgaa     3240

attacgctgg ccaatggaga aatcaggaag aggccactga tcgaaactaa cggagaaacg     3300

ggcgaaatcg tgtgggacaa gggcagggac ttcgcaactg ttcgcaaagt gctctctatg     3360

ccgcaagtca atattgtgaa gaaaaccgaa gtgcaaaccg gcggattttc aaaggaatcg     3420

atcctcccaa agagaaatag cgacaagctc attgcacgca agaaagactg ggacccgaag     3480

aagtacggag gattcgattc gccgactgtc gcatactccg tcctcgtggt ggccaaggtg     3540

gagaagggaa agagcaagaa gctcaaatcc gtcaaagagc tgctggggat taccatcatg     3600

gaacgatcct cgttcgagaa gaacccgatt gatttcctgg aggcgaaggg ttacaaggag     3660

gtgaagaagg atctgatcat caaactgccc aagtactcac tgttcgaact ggaaaatggt     3720

cggaagcgca tgctggcttc ggccggagaa ctccagaaag gaaatgagct ggccttgcct     3780

agcaagtacg tcaacttcct ctatcttgct tcgcactacg agaaactcaa agggtcaccg     3840

gaagataacg aacagaagca gcttttcgtg gagcagcaca agcattatct ggatgaaatc     3900

atcgaacaaa tctccgagtt ttcaaagcgc gtgatcctcg ccgacgccaa cctcgacaaa     3960

gtcctgtcgg cctacaataa gcatagagat aagccgatca gagaacaggc cgagaacatt     4020

atccacttgt tcaccctgac taacctggga gctccagccg ccttcaagta cttcgatact     4080

actatcgacc gcaaaagata cacgtccacc aaggaagttc tggacgcgac cctgatccac     4140

caaagcatca ctggactcta cgaaactagg atcgatctgt cgcagctggg tggcgatggt     4200

ggcggtggat cctacccata cgacgtgcct gactacgcct ccggaggtgg tggccccaag     4260

aagaaacgga aggtgtgata gctagccatc acatttaaaa gcatctcagc ctaccatgag     4320

aataagagaa agaaaatgaa gatcaatagc ttattcatct ctttttcttt ttcgttggtg     4380

taaagccaac accctgtcta aaaaacataa atttctttaa tcattttgcc tcttttctct     4440

gtgcttcaat taataaaaaa tggaaagaac ctcgagaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4500

aaaaaagcga aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaac cgaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4560

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a                                               4581

<210>  8

<211>  100

<212>  RNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Single guide RNA targeting SEAP

<220><221>  modified_base

<222>  (1)..(3)

<223>  Each nucleotide modified with 2'-O-Me and is linked to the next 

       nucleotide with a Phosphorothioate (PS) linkage or bond

<220><221>  modified_base

<222>  (29)..(39)

<223>  2'-O-Me

<220><221>  modified_base

<222>  (68)..(96)

<223>  2'-O-Me

<220><221>  modified_base

<222>  (97)..(99)

<223>  Each nucleotide modified with 2'-O-Me and is linked to the next 

       nucleotide with a Phosphorothioate (PS) linkage or bond

<220><221>  modified_base

<222>  (100)..(100)

<223>  2'-O-Me

<400>  8

cucccugaug gagaugacag guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aaggcuaguc       60

cguuaucaac uugaaaaagu ggcaccgagu cggugcuuuu                            100

<210>  9

<211>  100

<212>  RNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Single guide RNA targeting mouse TTR

<220><221>  modified_base

<222>  (1)..(3)

<223>  Each nucleotide modified with 2'-O-Me and is linked to the next 

       nucleotide with a Phosphorothioate (PS) linkage or bond

<220><221>  modified_base

<222>  (29)..(39)
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<223>  2'-O-Me

<220><221>  modified_base

<222>  (68)..(96)

<223>  2'-O-Me

<220><221>  modified_base

<222>  (97)..(99)

<223>  Each nucleotide modified with 2'-O-Me and is linked to the next 

       nucleotide with a Phosphorothioate (PS) linkage or bond

<220><221>  modified_base

<222>  (100)..(100)

<223>  2'-O-Me

<400>  9

uuacagccac gucuacagca guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aaggcuaguc       60

cguuaucaac uugaaaaagu ggcaccgagu cggugcuuuu                            100

<210>  10

<211>  116

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 12PA - mRNA sequence of an exemplary poly-A tail 

       comprising non-adenine nucleotides with nine sets of 12 

       consecutive adenosines and mononucleotide interrupting sequences

<400>  10

aaaaaaaaaa aataaaaaaa aaaaataaaa aaaaaaaaca aaaaaaaaaa ataaaaaaaa       60

aaaacaaaaa aaaaaaagaa aaaaaaaaaa caaaaaaaaa aaataaaaaa aaaaaa          116

<210>  11

<211>  115

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 8PA - mRNA sequence of an exemplary poly-A tail 

       comprising non-adenine nucleotides with twelve sets of 8 

       consecutive adenosines and mononucleotide interrupting sequences

<400>  11

aaaaaaaata aaaaaaataa aaaaaacaaa aaaaaaaaaa aaagaaaaaa aataaaaaaa       60
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acaaaaaaaa caaaaaaaat aaaaaaaaga aaaaaaacaa aaaaaataaa aaaaa           115

<210>  12

<211>  159

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: PolyA-1, Bcl11a primer annealing sites flanking 

       sequence comprising five interrupting sequences separating six 

       repeats of 12 consecutive adenosines

<400>  12

tcttccttca gtctgtaaac ctcagctcga gaaaaaaaaa aaatggaaaa aaaaaaaacg       60

gaaaaaaaaa aaaggtaaaa aaaaaaaata taaaaaaaaa aaacataaaa aaaaaaaacg      120

ttcatatcgg ttctagacca cacttcttac tgaggtccc                             159

<210>  13

<211>  188

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: PolyA-2, Bcl11a primer annealing sites flanking 

       sequence comprising five interrupting sequences separating six 

       sets of 12 consecutive adenosines

<400>  13

tcttccttca gtctgtaaac ctcagaattc atctagctcg agaaaaaatt cgaaaaaaaa       60

aaaacgtaaa aaaaaaaaac tcaaaaaaaa aaaagataaa aaaaaaaaac ctaaaaaaaa      120

aaaatgtaaa aaaaaaaaag ggaaagtctt ccatatcggt tctagaccac acttcttact      180

gaggtccc                                                               188

<210>  14

<211>  170

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: PolyA-3, Bcl11a primer annealing sites flanking 

       sequence comprising five interrupting sequences separating six 

       sets of 12 consecutive adenosines

<400>  14
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tcttccttca gtctgtaaac ctcagctcga ggaagacaag ggaaaaaaaa aaaacgcaaa       60

aaaaaaaaac acaaaaaaaa aaaatgcaaa aaaaaaaaat cgaaaaaaaa aaaatctaaa      120

aaaaaaaaac gttcatatcg gttctagacc acacttctta ctgaggtccc                 170

<210>  15

<211>  171

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: PolyA-4, Blc11a primer annealing sites flanking 

       sequence comprising six interrupting sequences separating seven 

       sets of 12 consecutive adenosines

<400>  15

tcttccttca gtctgtaaac ctcagctcga gaaaaaattc gaaaaaaaaa aaacccaaaa       60

aaaaaaaaga caaaaaaaaa aaatagaaaa aaaaaaaagt taaaaaaaaa aaactgaaaa      120

aaaaaaaatt taaaaaaaaa aaatctagac cacacttctt actgaggtcc c               171

<210>  16

<211>  267

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: PolyA 1-2, Blc11a primer annealing sites flanking 

       sequence comprising 11 interrupting sequences separating 12 sets 

       of 12 consecutive adenosines

<400>  16

tcttccttca gtctgtaaac ctcagaattc atctagctcg agaaaaaaaa aaaatggaaa       60

aaaaaaaaac ggaaaaaaaa aaaaggtaaa aaaaaaaaat ataaaaaaaa aaaacataaa      120

aaaaaaaaac gaaaaaaaaa aaacgtaaaa aaaaaaaact caaaaaaaaa aaagataaaa      180

aaaaaaaacc taaaaaaaaa aaatgtaaaa aaaaaaaagg gaaagtcttc catatcggtt      240

ctagaccaca cttcttactg aggtccc                                          267

<210>  17

<211>  261

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: PolyA 3-4, Blc11a primer annealing sites flanking 
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       sequence comprising 12 interrupting sequences separating 13 sets 

       of 12 consecutive adenosines

<400>  17

tcttccttca gtctgtaaac ctcagctcga ggaagacaag ggaaaaaaaa aaaacgcaaa       60

aaaaaaaaac acaaaaaaaa aaaatgcaaa aaaaaaaaat cgaaaaaaaa aaaatctaaa      120

aaaaaaaaac gaaaaaaaaa aaacccaaaa aaaaaaaaga caaaaaaaaa aaatagaaaa      180

aaaaaaaagt taaaaaaaaa aaactgaaaa aaaaaaaatt taaaaaaaaa aaatctagac      240

cacacttctt actgaggtcc c                                                261

<210

>  18

<211>  370

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 300pa, mRNA sequence of an exemplary poly-A tail 

       comprising 24 interrupting sequences separating 13 repeats of 12 

       consecutive adenosines

<400>  18

aaaaaaaaaa aatggaaaaa aaaaaaacgg aaaaaaaaaa aaggtaaaaa aaaaaaatat       60

aaaaaaaaaa aacataaaaa aaaaaaacga aaaaaaaaaa acgtaaaaaa aaaaaactca      120

aaaaaaaaaa agataaaaaa aaaaaaccta aaaaaaaaaa atgtaaaaaa aaaaaaggga      180

aaaaaaaaaa acgcaaaaaa aaaaaacaca aaaaaaaaaa atgcaaaaaa aaaaaatcga      240

aaaaaaaaaa atctaaaaaa aaaaaacgaa aaaaaaaaaa cccaaaaaaa aaaaagacaa      300

aaaaaaaaaa tagaaaaaaa aaaaagttaa aaaaaaaaaa ctgaaaaaaa aaaaatttaa      360

aaaaaaaaaa                                                             370

<210>  19

<211>  97

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 100PA - sequence of an exemplary poly-A tail 

       comprising 97 adenine nucleotide homopolymer

<400>  19

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa       60

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa                                97
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<210>  20

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: pUC-M seq2 forward primer

<400>  20

gggttattgt ctcatgagcg                                                   20

<210>  21

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: pUC-M seq reverse primer

<400>  21

ttttgtgatg ctcgtcaggg                                                   20

<210>  22

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: RN-Bcl11a for

<400>  22

tcttccttca gtctgtaaac ctcag                                             25

<210>  23

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: RN-Bcl11a rev

<400>  23

gggacctcag taagaagtgt gg                                                22

<210>  24

<211>  4506

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Liv-Udepleted: Cas9 mRNA with a poly-A tail consisting

       of 98 consecutive adenosines
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<400>  24

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60

cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360

cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480

ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900

caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020

gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440

aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680
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gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800

cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100

aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220

gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760

gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180

cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420
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cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540

gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960

gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080

cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga acctcgagaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4440

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4500

aaaaaa                                                                4506

<210>  25

<211>  4512

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail comprising SEQ ID NO: 3

<400>  25

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60

cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360
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cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480

ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900

caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020

gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440

aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680

gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800

cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100
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aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220

gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760

gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180

cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420

cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540

gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960
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gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080

cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga accaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaagc gaaaaaaaaa     4440

aaaaaaaaaa aaaaaaccga aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaagtgaaa aaaaaaaaaa     4500

aaaaaaaaaa aa                                                         4512

<210>  26

<211>  4504

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail comprising SEQ ID NO: 4

<400>  26

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60

cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360

cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480

ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900
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caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020

gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440

aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680

gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800

cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100

aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220

gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760
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gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180

cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420

cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540

gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960

gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080

cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga accaaaaaaa aaaaaaaaag aaaaaaaaaa aaaaaacaaa     4440

aaaaaaaaaa aaataaaaaa aaaaaaaaaa taaaaaaaaa aaaaaaacaa aaaaaaaaaa     4500

공개특허 10-2025-0004924

- 68 -



aaaa                                                                  4504

<210>  27

<211>  4568

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail comprising SEQ ID NO: 5

<400>  27

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60

cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360

cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480

ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900

caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020

gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440
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aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680

gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800

cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100

aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220

gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760

gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180
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cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420

cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540

gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960

gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080

cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga accaaaaaaa aaaaaaaaag aaaaaaaaaa aaaaaacaaa     4440

aaaaaaaaaa aaataaaaaa aaaaaaaaaa taaaaaaaaa aaaaaaacaa aaaaaaaaaa     4500

aaaacaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4560

aaaaaaaa                                                              4568

<210>  28

<211>  4519

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail comprising SEQ ID NO: 10

<400>  28

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60
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cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360

cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480

ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900

caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020

gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440

aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680

gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800
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cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100

aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220

gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760

gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180

cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420

cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540
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gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960

gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080

cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga accaaaaaaa aaaaataaaa aaaaaaaata aaaaaaaaaa     4440

acaaaaaaaa aaaataaaaa aaaaaaacaa aaaaaaaaaa gaaaaaaaaa aaacaaaaaa     4500

aaaaaataaa aaaaaaaaa                                                  4519

<210>  29

<211>  4518

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail comprising SEQ ID NO: 11

<400>  29

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60

cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360

cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480
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ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900

caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020

gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440

aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680

gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800

cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100

aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220
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gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760

gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180

cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420

cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540

gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960

gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080
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cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga accaaaaaaa ataaaaaaaa taaaaaaaac aaaaaaaaaa     4440

aaaaaagaaa aaaaataaaa aaaacaaaaa aaacaaaaaa aataaaaaaa agaaaaaaaa     4500

caaaaaaaat aaaaaaaa                                                   4518

<210>  30

<211>  4500

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail comprising SEQ ID NO: 19

<400>  30

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60

cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360

cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480

ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900

caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020
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gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440

aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680

gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800

cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100

aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220

gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760

gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

공개특허 10-2025-0004924

- 78 -



cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180

cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420

cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540

gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960

gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080

cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga accaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4440

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4500

<210>  31

<211>  4500

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic: Cas9 mRNA with a poly-A tail comprising SEQ ID NO: 2

<400>  31

tcccgcagtc ggcgtccagc ggctctgctt gttcgtgtgt gtgtcgttgc aggccttatt       60

cggatccgcc accatggaca agaagtacag catcggactg gacatcggaa caaacagcgt      120

cggatgggca gtcatcacag acgaatacaa ggtcccgagc aagaagttca aggtcctggg      180

aaacacagac agacacagca tcaagaagaa cctgatcgga gcactgctgt tcgacagcgg      240

agaaacagca gaagcaacaa gactgaagag aacagcaaga agaagataca caagaagaaa      300

gaacagaatc tgctacctgc aggaaatctt cagcaacgaa atggcaaagg tcgacgacag      360

cttcttccac agactggaag aaagcttcct ggtcgaagaa gacaagaagc acgaaagaca      420

cccgatcttc ggaaacatcg tcgacgaagt cgcataccac gaaaagtacc cgacaatcta      480

ccacctgaga aagaagctgg tcgacagcac agacaaggca gacctgagac tgatctacct      540

ggcactggca cacatgatca agttcagagg acacttcctg atcgaaggag acctgaaccc      600

ggacaacagc gacgtcgaca agctgttcat ccagctggtc cagacataca accagctgtt      660

cgaagaaaac ccgatcaacg caagcggagt cgacgcaaag gcaatcctga gcgcaagact      720

gagcaagagc agaagactgg aaaacctgat cgcacagctg ccgggagaaa agaagaacgg      780

actgttcgga aacctgatcg cactgagcct gggactgaca ccgaacttca agagcaactt      840

cgacctggca gaagacgcaa agctgcagct gagcaaggac acatacgacg acgacctgga      900

caacctgctg gcacagatcg gagaccagta cgcagacctg ttcctggcag caaagaacct      960

gagcgacgca atcctgctga gcgacatcct gagagtcaac acagaaatca caaaggcacc     1020

gctgagcgca agcatgatca agagatacga cgaacaccac caggacctga cactgctgaa     1080

ggcactggtc agacagcagc tgccggaaaa gtacaaggaa atcttcttcg accagagcaa     1140

gaacggatac gcaggataca tcgacggagg agcaagccag gaagaattct acaagttcat     1200

caagccgatc ctggaaaaga tggacggaac agaagaactg ctggtcaagc tgaacagaga     1260

agacctgctg agaaagcaga gaacattcga caacggaagc atcccgcacc agatccacct     1320

gggagaactg cacgcaatcc tgagaagaca ggaagacttc tacccgttcc tgaaggacaa     1380

cagagaaaag atcgaaaaga tcctgacatt cagaatcccg tactacgtcg gaccgctggc     1440

aagaggaaac agcagattcg catggatgac aagaaagagc gaagaaacaa tcacaccgtg     1500

gaacttcgaa gaagtcgtcg acaagggagc aagcgcacag agcttcatcg aaagaatgac     1560

aaacttcgac aagaacctgc cgaacgaaaa ggtcctgccg aagcacagcc tgctgtacga     1620

atacttcaca gtctacaacg aactgacaaa ggtcaagtac gtcacagaag gaatgagaaa     1680
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gccggcattc ctgagcggag aacagaagaa ggcaatcgtc gacctgctgt tcaagacaaa     1740

cagaaaggtc acagtcaagc agctgaagga agactacttc aagaagatcg aatgcttcga     1800

cagcgtcgaa atcagcggag tcgaagacag attcaacgca agcctgggaa cataccacga     1860

cctgctgaag atcatcaagg acaaggactt cctggacaac gaagaaaacg aagacatcct     1920

ggaagacatc gtcctgacac tgacactgtt cgaagacaga gaaatgatcg aagaaagact     1980

gaagacatac gcacacctgt tcgacgacaa ggtcatgaag cagctgaaga gaagaagata     2040

cacaggatgg ggaagactga gcagaaagct gatcaacgga atcagagaca agcagagcgg     2100

aaagacaatc ctggacttcc tgaagagcga cggattcgca aacagaaact tcatgcagct     2160

gatccacgac gacagcctga cattcaagga agacatccag aaggcacagg tcagcggaca     2220

gggagacagc ctgcacgaac acatcgcaaa cctggcagga agcccggcaa tcaagaaggg     2280

aatcctgcag acagtcaagg tcgtcgacga actggtcaag gtcatgggaa gacacaagcc     2340

ggaaaacatc gtcatcgaaa tggcaagaga aaaccagaca acacagaagg gacagaagaa     2400

cagcagagaa agaatgaaga gaatcgaaga aggaatcaag gaactgggaa gccagatcct     2460

gaaggaacac ccggtcgaaa acacacagct gcagaacgaa aagctgtacc tgtactacct     2520

gcagaacgga agagacatgt acgtcgacca ggaactggac atcaacagac tgagcgacta     2580

cgacgtcgac cacatcgtcc cgcagagctt cctgaaggac gacagcatcg acaacaaggt     2640

cctgacaaga agcgacaaga acagaggaaa gagcgacaac gtcccgagcg aagaagtcgt     2700

caagaagatg aagaactact ggagacagct gctgaacgca aagctgatca cacagagaaa     2760

gttcgacaac ctgacaaagg cagagagagg aggactgagc gaactggaca aggcaggatt     2820

catcaagaga cagctggtcg aaacaagaca gatcacaaag cacgtcgcac agatcctgga     2880

cagcagaatg aacacaaagt acgacgaaaa cgacaagctg atcagagaag tcaaggtcat     2940

cacactgaag agcaagctgg tcagcgactt cagaaaggac ttccagttct acaaggtcag     3000

agaaatcaac aactaccacc acgcacacga cgcatacctg aacgcagtcg tcggaacagc     3060

actgatcaag aagtacccga agctggaaag cgaattcgtc tacggagact acaaggtcta     3120

cgacgtcaga aagatgatcg caaagagcga acaggaaatc ggaaaggcaa cagcaaagta     3180

cttcttctac agcaacatca tgaacttctt caagacagaa atcacactgg caaacggaga     3240

aatcagaaag agaccgctga tcgaaacaaa cggagaaaca ggagaaatcg tctgggacaa     3300

gggaagagac ttcgcaacag tcagaaaggt cctgagcatg ccgcaggtca acatcgtcaa     3360

gaagacagaa gtccagacag gaggattcag caaggaaagc atcctgccga agagaaacag     3420
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cgacaagctg atcgcaagaa agaaggactg ggacccgaag aagtacggag gattcgacag     3480

cccgacagtc gcatacagcg tcctggtcgt cgcaaaggtc gaaaagggaa agagcaagaa     3540

gctgaagagc gtcaaggaac tgctgggaat cacaatcatg gaaagaagca gcttcgaaaa     3600

gaacccgatc gacttcctgg aagcaaaggg atacaaggaa gtcaagaagg acctgatcat     3660

caagctgccg aagtacagcc tgttcgaact ggaaaacgga agaaagagaa tgctggcaag     3720

cgcaggagaa ctgcagaagg gaaacgaact ggcactgccg agcaagtacg tcaacttcct     3780

gtacctggca agccactacg aaaagctgaa gggaagcccg gaagacaacg aacagaagca     3840

gctgttcgtc gaacagcaca agcactacct ggacgaaatc atcgaacaga tcagcgaatt     3900

cagcaagaga gtcatcctgg cagacgcaaa cctggacaag gtcctgagcg catacaacaa     3960

gcacagagac aagccgatca gagaacaggc agaaaacatc atccacctgt tcacactgac     4020

aaacctggga gcaccggcag cattcaagta cttcgacaca acaatcgaca gaaagagata     4080

cacaagcaca aaggaagtcc tggacgcaac actgatccac cagagcatca caggactgta     4140

cgaaacaaga atcgacctga gccagctggg aggagacgga ggaggaagcc cgaagaagaa     4200

gagaaaggtc tagctagcca tcacatttaa aagcatctca gcctaccatg agaataagag     4260

aaagaaaatg aagatcaata gcttattcat ctctttttct ttttcgttgg tgtaaagcca     4320

acaccctgtc taaaaaacat aaatttcttt aatcattttg cctcttttct ctgtgcttca     4380

attaataaaa aatggaaaga accaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4440

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     4500
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