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명 세 서

청구범위

청구항 1 

멀티플렉스 유전자 편집물을 포함하는 대형 척추동물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

동물이, 적어도 3개의 본래의(native) 대립유전자가 제2 품종 또는 또 다른 종의 상응하는 외인성 대립유전자로

대체된 제1 품종의 소 또는 제1 품종의 돼지이며,

상기 외인성 대립유전자가 감수분열 재조합 없이, 상응하는 본래의 대립유전자의 대체이며,

동물이 외인성 마커 유전자를 포함하지 않는, 동물.

청구항 3 

제2항에 있어서,

3개의 대립유전자가 각각 3개의 상이한 유전자에 대한 것인, 동물.

청구항 4 

제2항 또는 제3항에 있어서,

상기 외인성 대체 대립유전자 중 적어도 3개,  4개,  5개,  6개 또는 7개가 각각 감수분열 재조합을 포함하지

않는, 동물.

청구항 5 

제1항에 있어서,

동물이, 적어도 2개의 본래의 대립유전자가 제2 품종 또는 또 다른 종의 상응하는 외인성 대립유전자로 대체된

제1 동물이며,

상기 외인성 대립유전자가 감수분열 재조합 없이, 상응하는 본래의 대립유전자의 대체인, 동물.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서,

대립유전자 대체 수를 3 내지 25로 포함하거나, 넉아웃 유전자 편집물 수를 2 내지 25로 포함하는, 동물.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 유전자 편집물이 동형접합 편집물, 이형접합 편집물 또는 이들의 조합을 포함하는, 동물.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 동물이 숙주 동물 유래의 숙주 세포와 공여자 동물 유래의 공여자 세포의 키메라이며,

숙주 세포가 멀티플렉스 유전자 편집물을 포함하는, 동물.

청구항 9 
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제8항에 있어서,

동물의 유성 생식이 공여자 세포의 유전자형을 가진 배우자를 자손에게 전달하는, 동물.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서,

마커 유전자를 포함하지 않는, 동물.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서,

동물이 가축,  시미안(simian),  개,  고양이,  조류, 새,  어류,  토끼,  돼지, 소,  버팔로, 염소, 양 및 우제류

(artiodactyl)로 이루어진 군으로부터 선택되는, 동물.

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서,

멀티플렉스 유전자 편집물이 하기 유전자: IL2Rg
-
,  RAG2,  IL2Rg;  RAG2,  IL2Rgy,  RAG2,  IL2Rg,  RAG2,  IL2Rg;

RAG2, IL2Rg; RAG2, DGAT, ABCG2, ACAN, AMELY, BLG, BMP1B(FecB), DAZL, DGAT, Eif4GI, GDF8, 혼-폴 유전자

좌(Horn-poll locus), IGF2, CWC15, KissR/GRP54, OFD1Y, p65, PRLR, Prmd14, PRNP, Rosa, Socs2, SRY, ZFY,

β-락토글로불린,  CLPG,  MODY  1(HNF4α),  MODY  2(GCK),  MODY  3(HNF1α),  MODY  4(Pdx1),  MODY  5(HNF-1β),

MODY  6(eurogenic  differentiation  1),  MODY  7(KLF11),  MODY  8(CEL),  MODY  9(PAX4),  MODY  10(INS),  MODY

11(BLK), APC, ApoE, DMD, GHRHR, HR, HSD11B2, LDLR, NF1, NPPA, NR3C2, p53, PKD1, Rbm20, SCNN1G, tP53,

DAZL, FAH, HBB, IL2RG, PDX1, PITX3, Runx1, RAG2, GGTA, DAZL, VASA, MIWI, PIWI, DCAF17, VDR, PNPLA1,

HRAS,  텔로머라제-vert,  DSP,  SNRPE,  RPL21,  LAMA3,  UROD,  EDAR,  OFD1,  PEX7,  COL3A1,  ALOX12B,  HLCS,

NIPAL4,  CERS3,  ANTXR1,  B3GALT6,  DSG4,  UBR1,  CTC1,  MBTPS2,  UROS,  ABHD5,  NOP10,  ALMS1,  LAMB3,  EOGT,

SAT1,  RBPJ,  ARHGAP31,  ACVR1,  IKBKG,  LPAR6,  HR,  ATR,  HTRA1,  AIRE,  BCS1L,  MCCC2,  DKC1,  PORCN,  EBP,

SLITRK1,  BTK,  DOCK6,  APCDD1,  ZIP4,  CASR,  TERT,  EDARADD,  ATP6V0A2,  PVRL1,  MGP,  KRT85,  RAG2,  RAG-1,

ROR2,  CLAUDIN1,  ABCA12,  SLA-DRA1,  B4GALT7,  COL7A1,  NHP2,  GNA11,  WNT5A,  USB1,  LMNA,  EPS8L3,  NSDHL,

TRPV3, KRAS, TINF2, TGM1, DCLREIC, PKP1, WRAP53, KDM5C, ECM1, TP63, KRT14, RIPK4, PRKDC, BCL11a, BMI1,

CCR5, CXCR4, DKK1, ETV2, FLI1, FLK1, GATA2, GATA4, HHEX, KIT, LMX1A, MYF5, MYOD1, MYOG, NKX2-5, NR4A2,

PAX3,  PDX1,  PITX3,  Runx1,  RAG2,  GGTA,  HR,  HANDII,  TBX5,  ETV2,  PDX1,  TBX4,  ID2  SOX2,  TTF1/NKX2-1,

MESP1,  GATA4,  NKX2-5,  FAH,  PRKDC,  RUNX1,  FLU, PITX3, LMX1A, DKK1, NR4A2/NURR1, FLK1, HHEX1, BCL11A,

RAG2, RAG1, IL2RG, c-KIT/SCFR, BMI1, HANDII, TBX5, GATA2, DAZL, OLIG1, OLIG2, 이들의 이형접합체, 이들의

동형접합체 및 이들의 조합 중 하나 이상으로부터 제조되는, 동물.

청구항 13 

시험관내에서 척추동물 세포 또는 배아 내 복수의 표적 염색체 DNA 부위에서 유전자 편집물을 제조하는 방법으

로서,

제1 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제1 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제1 표적 부위 서열에 상동성인 제1 상동성

표적 복구(HDR) 주형; 및

제2 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제2 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제2 표적 부위 서열에 상동성인 제2 HDR 주

형

을 척추동물 세포 또는 배아 내로 도입하는 단계를 포함하며,

제1 HDR 주형 서열은 제1 표적 부위에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하고, 제2 HDR 주형 서열은 제2 표적 부

위 서열에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하는, 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서,
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제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 표적 염색체 DNA 부위 각각에 관한 제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 표적화된 엔도뉴

클레아제, 및

제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 표적 염색체 DNA 부위 각각에 상동성인 제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 HDR 주형

중 하나 이상을 세포 또는 배아에 도입하는 단계를 추가로 포함하는, 방법.

청구항 15 

제13항 또는 제14항에 있어서,

표적화된 엔도뉴클레아제가 TALEN, 아연 핑거 뉴클레아제, RNA-가이디드 엔도뉴클레아제 또는 Cas9을 포함하는,

방법.

청구항 16 

제13항 내지 제15항 중 어느 한 항에 있어서,

적어도 제1 표적 염색체 DNA 부위가 대립유전자에 대한 유전자좌인, 방법.

청구항 17 

제16항에 있어서,

적어도 하나의 상기 HDR 주형이 이러한 주형과 동족인(cognate) DNA 표적 부위의 넉아웃을 인코딩하는, 방법.

청구항 18 

제16항에 있어서,

적어도 하나의 상기 HDR 주형이 이러한 주형과 동족인 DNA 표적 부위에서 대립유전자의 대체를 위한 외인성 대

립유전자를 인코딩하는, 방법.

청구항 19 

제13항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서,

세포 또는 배아가 제1 종 또는 제1 품종의 가축이고,

복수의 편집물들이 제2 종 또는 제2 품종의 동물 유래의 외인성 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체를 포

함하는, 방법.

청구항 20 

제13항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서,

세포 또는 배아가 표적 DNA 부위에서 복수의 유전자 편집물들에 대해 동형접합성이며,

상기 편집물은 상기 표적 DNA 부위와 동족인 HDR 주형에 의해 인코딩되는, 방법.

청구항 21 

제13항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서,

세포 또는 배아가 표적 DNA 부위에서 복수의 유전자 편집물들에 대해 이형접합성이며,

상기 편집물은 상기 표적 DNA 부위와 동족인 HDR 주형에 의해 인코딩되는, 방법.

청구항 22 

제13항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서,

세포 또는 배아가 대형 척추동물, 가축, 시미안, 개, 고양이, 조류, 새, 어류, 토끼, 돼지, 소, 버팔로, 염소,

양 및 우제류로 이루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

공개특허 10-2017-0003585

- 5 -



청구항 23 

제13항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서,

세포가 접합자, 줄기세포, 성인 줄기세포, 만능 세포(pluripotent cell), 전구 세포(progenitor cell) 및 원발

성 세포(primary cell)로 이루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

청구항 24 

제13항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서,

배아가 접합자, 배반포, 상실배이거나, 1개 내지 200개의 세포수를 가진 것인, 방법.

청구항 25 

제13항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서,

표적화된 엔도뉴클레아제가 TALEN과 CRISPR의 조합인, 방법.

청구항 26 

제13항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서,

하나 이상의 표적 부위 서열이 하기 목록: IL2Rgy/-, RAG2-/-, IL2Rg
-/-
, RAG2

-/-
, IL2Rgy/-, RAG2-/-, IL2Rg+/-

, RAG2+/-, IL2Rg
y/+
, RAG2

+/-
, IL2Rg

+/-
, RAG2

+/-
, DGAT, ABCG2, ACAN, AMELY, BLG, BMP1B(FecB), DAZL, DGAT,

Eif4GI, GDF8, 혼-폴 유전자좌, IGF2, CWC15, KissR/GRP54, OFD1Y, p65, PRLR, Prmd14, PRNP, Rosa, Socs2,

SRY,  ZFY,  β-락토글로불린,  CLPG,  MODY  1(HNF4α),  MODY  2(GCK),  MODY  3(HNF1α),  MODY  4(Pdx1),  MODY

5(HNF-1β),  MODY  6(유로제닉  분화  1),  MODY  7(KLF11),  MODY  8(CEL),  MODY  9(PAX4),  MODY  10(INS),  MODY

11(BLK), APC, ApoE, DMD, GHRHR, HR, HSD11B2, LDLR, NF1, NPPA, NR3C2, p53, PKD1, Rbm20, SCNN1G, tP53,

DAZL, FAH, HBB, IL2RG, PDX1, PITX3, Runx1, RAG2, GGTA, DAZL, VASA, MIWI, PIWI, DCAF17, VDR, PNPLA1,

HRAS,  텔로머라제-vert,  DSP,  SNRPE,  RPL21,  LAMA3,  UROD,  EDAR,  OFD1,  PEX7,  COL3A1,  ALOX12B,  HLCS,

NIPAL4,  CERS3,  ANTXR1,  B3GALT6,  DSG4,  UBR1,  CTC1,  MBTPS2,  UROS,  ABHD5,  NOP10,  ALMS1,  LAMB3,  EOGT,

SAT1,  RBPJ,  ARHGAP31,  ACVR1,  IKBKG,  LPAR6,  HR,  ATR,  HTRA1,  AIRE,  BCSIL,  MCCC2,  DKC1,  PORCN,  EBP,

SLITRK1,  BTK,  DOCK6,  APCDD1,  ZIP4,  CASR,  TERT,  EDARADD,  ATP6V0A2,  PVRL1,  MGP,  KRT85,  RAG2,  RAG-1,

ROR2,  CLAUDIN1,  ABCA12,  SLA-DRA1,  B4GALT7,  COL7A1,  NHP2,  GNA11,  WNT5A,  USB1,  LMNA,  EPS8L3,  NSDHL,

TRPV3, KRAS, TINF2, TGM1, DCLRE1C, PKP1, WRAP53, KDM5C, ECM1, TP63, KRT14, RIPK4, PRKDC, BCL11a, BMI1,

CCR5, CXCR4, DKK1, ETV2, FLI1, FLK1, GATA2, GATA4, HHEX, KIT, LMX1A, MYF5, MYOD1, MYOG, NKX2-5, NR4A2,

PAX3,  PDX1,  PITX3,  Runx1,  RAG2,  GGTA,  HR,  HANDII,  TBX5,  ETV2,  PDX1,  TBX4,  ID2  SOX2,  TTF1/NKX2-1,

MESP1, GATA4, NKX2-5, FAH, PRKDC, RUNX1, FLI1, PITX3, LMX1A, DKK1, NR4A2/NURR1, FLK1, HHEX1, BCL11A,

RAG2, RAG1, IL2RG, c-KIT/SCFR, BMI1, HANDII, TBX5, GATA2, DAZL, OLIG1, OLIG2, 이들의 이형접합체, 이들의

동형접합체 및 이들의 조합으로부터 선택되는, 방법.

청구항 27 

원발성 척추동물 세포 또는 배아에서 멀티플렉스 유전자 넉아웃을 제조하는 방법으로서,

상이한 표적 유전자들에 대해 상동성을 가진 HDR 주형의 존재 하에, 상기 상이한 표적 유전자들로 표적화된 복

수의 TALEN들을 세포 또는 배아 내로 도입하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 28 

숙주 세포 및 공여자 세포에 대해 키메라성인 척추동물 배아로서,

상이한 염색체 DNA 부위들에서 복수의 숙주 세포 유전자 편집물들을 가진 숙주 배아, 및

숙주 세포와 통합되어, 키메라 배아를 형성하는 공여자 세포

를 포함하는, 척추동물 배아.
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청구항 29 

제28항에 있어서,

공여자 세포가 영장류, 설치류 또는 우제류 유래의 배아 줄기세포, 만능 줄기세포, 난할구 등인, 배아.

청구항 30 

제28항 또는 제29항에 있어서,

숙주 또는 캐리어 세포 유전자 편집물이, 유전자의 넉아웃, 또는 또 다른 품종의 척추동물 또는 또 다른 종의

동물의 외인성 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체를 포함하는, 배아.

청구항 31 

제28항 내지 제30항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 세포 유전자 편집물의 수가 2, 3, 4, 5, 6 또는 7이거나 적어도 2, 3, 4, 5, 6 또는 7인, 배아.

청구항 32 

제28항 내지 제31항 중 어느 한 항에 있어서,

또 다른 품종의 척추동물 또는 또 다른 종의 동물의 외인성 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체의 수가

2, 3, 4, 5, 6 또는 7이거나 적어도 2, 3, 4, 5, 6 또는 7인, 배아.

청구항 33 

제28항 내지 제32항 중 어느 한 항에 있어서,

배아가 발현가능한 리포터 유전자 및/또는 합성 유전자 및/또는 외인성 형광 단백질을 포함하지 않는, 배아.

청구항 34 

제28항 내지 제33항 중 어느 한 항에 있어서,

모든 유전자 편집물들이 바이-대립유전자형(bi-allelic)이거나, 적어도 2개, 3개, 4개 또는 5개의 편집물들이

바이-대립유전자형이거나,  적어도  2개,  3개,  4개  또는  5개의  유전자  편집물들이  모노-대립유전자형(mono-

allelic)이거나, 이들의 임의의 조합인, 배아.

청구항 35 

제28항 내지 제34항 중 어느 한 항에 있어서,

숙주 배아가 성장 장애(failure to thrive; FTT) 표현형을 갖도록 결정되어 있는, 배아.

청구항 36 

숙주 세포 및 공여자 세포에 대해 키메라성인 척추동물로서,

상이한 염색체 DNA 부위들에서 복수의 숙주 세포 유전자 편집물들, 및

숙주 세포와 통합되어, 키메라 배아를 형성하는 공여자 세포

를 포함하는, 척추동물.

청구항 37 

숙주 세포 및 공여자 세포에 대해 키메라성인 척추동물 배아를 제조하는 방법으로서,

제1 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제1 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제1 표적 부위 서열에 상동성인 제1 상동성

표적 복구(HDR) 주형; 및

제2 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제2 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제2 표적 부위 서열에 상동성인 제2 HDR 주

형
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을 숙주 척추동물 세포 내로 도입하는 단계,

세포를 클로닝하여, 숙주 배아를 발생(develop)시키는 단계, 및

공여자 세포를 숙주 배아에 위치시키는 단계

를 포함하며,

제1 HDR 주형 서열은 제1 표적 부위에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하고, 제2 HDR 주형 서열은 제2 표적 부

위 서열에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하는, 방법.

청구항 38 

제37항에 있어서,

세포가 원발성 세포인, 방법.

청구항 39 

제37항 또는 제38항에 있어서,

대형 척추동물, 가축, 시미안, 개, 고양이, 조류, 새, 어류, 토끼, 돼지, 소, 버팔로, 염소, 양 및 우제류로 이

루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

청구항 40 

숙주 세포 및 공여자 세포를 포함하는 키메라성 대형 척추동물로서,

숙주  세포는,  공여자  세포의  유전자에  의해  보완되는  배우자발생(gametogenic)  유전자  또는  정자발생

(spermatogenic) 유전자에 대한 적어도 하나의 비-감수분열 유전자 편집물을 포함하며,

동물은 공여자 세포의 유전자형을 가진 배우자를 포함하는, 키메라성 대형 척추동물.

청구항 41 

숙주 세포 및 공여자 세포를 포함하는 키메라성 대형 척추동물로서,

숙주 세포는 성장 장애(FTT) 숙주 세포 유전자형을 구축하기 위해 적어도 하나의 비-감수분열 유전자 편집물을

포함하며, 

FTT 유전자형은 공여자 세포에 의해 보완되는, 키메라성 대형 척추동물.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원에 대한 교차 참조[0001]

본 출원은 2014년 4월 28일에 출원된 미국 가출원 61/985,327을 우선권으로 주장하며, 이는 원용에 의해 본 명[0002]

세서에 포함된다.

기술분야[0003]

본 기술분야는 다중 부위에서의 유전자 편집, 척추동물 세포에서의 다중 유전자 편집물(edit) 및 이들의 용도에[0004]

관한 것이다.

배 경 기 술

세포, 및 이러한 세포로부터 제조된 동물에 대해 이루어지는 유전자 변형은 유전자 발현을 변화시키는 데 유용[0005]

하다. 유전자 조작 분야는 매우 활동적이다.

발명의 내용

단일 세대에서 이의 유전자 코드에 다중 변화를 가진 대형 척추동물을 제조하는 것이 매우 유용할 것이다. 본원[0006]
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에 개시되는 바와 같이, 이러한 제조는 세포 또는 배아에서 다중 유전자를 동시에 편집함으로써 가능하다. 다중

유전자는 척추동물 세포 또는 배아에서 표적화된 뉴클레아제 및 상동성 표적 복구(homology directed repair;

HDR) 주형을 사용하여 편집되도록 표적화될 수 있다. 이들 세포 또는 배아는 모든 동물을 연구 또는 제조하는

데 사용될 수 있다. 다중 편집물은 예를 들어, 순차적으로 이루어지는 품종 개량 또는 유전자 조작 변화에 의해

단일 세대에서 제조될 수 있으며, 그렇지 않다면 제조되지 않을 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 단일 편집물을 사용하여 2개의 넉아웃에 대해 동형인 동물을 제조하는 방법을 도시하고 있다. [0007]

도 1b는 단일 편집물을 일시에 제조함으로써 다중 편집물을 가진 동물을 제조하는 가설적인 방법을 도시하고 있

다.

도 2는 F0 세대에서 파운더(founder)를 구축하는 데 사용되는 멀티플렉스 유전자 편집을 도시하고 있다.

도 3은 돼지 RAG2 및 IL2Rγ의 멀티플렉스 유전자 편집을 도시하고 있다. 패널 a)는 형질감염 후 3일째에 세포

집단에서 비-상동성 말단 접합(non-homologous end joining; NHEJ) 및 상동성 의존적 복구 HDR의 효율을 확인

하기 위한 서베이어(Surveyor) 및 RFLP 분석이다. 패널 b)는 형질감염 후 11일째에 세포 집단에 대한 상동성 의

존적 복구의 RFLP 분석이다. 패널 c)는 IL2Rγ, RAG2 또는 둘 다에서 HDR에 양성인 콜로니의 백분율이다. 패널

a에서 "C"로 표시된 집단의 세포를 평판배양하였다. 패널 d)는 IL2Rγ 및 RAG2에 대해 2 ㎍ 및 1 ㎍ 양의 TALEN

mRNA 및 각각에 대해 1 μM의 HDR 주형으로 형질감염시킨 세포의 콜로니 분석이다. 콜로니 유전자형의 분포는

하기에 나타나 있다.

도 4는 돼지 APC 및 p53의 멀티플렉스 유전자 편집이다. 패널 a)는 형질감염 후 3일째에 세포 집단에서 비-상동

성 말단 접합(NHEJ) 및 상동성 의존적 복구 HDR의 효율을 확인하기 위한 서베이어 및 RFLP 분석이다. 패널 b)는

형질감염 후 11일째에 세포 집단에 대한 상동성 의존적 복구의 RFLP 분석이다. 패널 c) 및 패널 d)는 APC, p53

또는 둘 다에서 HDR에 대한 지시된 세포 집단(패널 a에서, "C" 및 "D"로 표시됨) 유래의 양성 콜로니의 백분율

이다. 3개 이상의 HDR 대립유전자를 가진 콜로니는 하기에 열거되어 있다.

도 5는 5-유전자 멀티플렉스 HDR 효율에 미치는 올리고뉴클레오타이드 HDR 주형의 농도의 효과이다. 돼지 RAG2,

IL2Rγ, p53, APC 및 LDLR에 관한 TALEN mRNA를 지시된 양으로 2 μM(패널 a) 또는 1 μM(패널 b)의 각각의 동

족 HDR 주형과 함께 돼지 섬유아세포 내에 공동-형질감염시켰다. NHEJ 및 HDR의 백분율을 서베이어 및 RFLP 검

정에 의해 측정하였다.

도 6은 5-유전자 멀티플렉스 HDR 효율에 미치는 올리고뉴클레오타이드 HDR 주형의 농도의 효과에 대한 실험 데

이터의 플롯을 보여주는 5-유전자 멀티플렉스 데이터 세트이다. 돼지 RAG2, IL2Rγ, p53, APC 및 LDLR에 관한

TALEN mRNA를 지시된 양으로 2 μM(패널 a) 또는 1 μM(패널 b)의 각각의 동족 HDR 주형과 함께 돼지 섬유아세

포 내에 공동-형질감염시켰다. NHEJ 및 HDR의 백분율을 서베이어 및 RFLP 검정에 의해 측정하였다. 5-유전자 멀

티플렉스 HDR 유래의 콜로니 유전자형: 콜로니 유전자형을 RFLP 분석에 의해 평가하였다. 패널 a)에서 각각의

라인은  각각의  명시된  유전자좌에서  하나의  콜로니의  유전자형을  나타낸다.  3개의  유전자형을  동정할  수

있었다; 이형접합 HDR 또는 동형접합 HDR의 예상된 RFLP 유전자형을 가진 것들뿐만 아니라 RFLP 양성 단편을 가

진 것들, + 삽입 또는 결실(indel) 대립유전자를 가리키는 가시적인 크기 이동을 가진 제2 대립유전자. 명시된

유전자좌에서 편집물을 가진 콜로니의 백분율은 각각의 컬럼 아래에 표시되어 있다. 패널 b)는 0개 내지 5개의

유전자좌에서 편집된 콜로니의 총 수이다.

도 7은 5-유전자 멀티플렉스 HDR 효율에 미치는 올리고뉴클레오타이드 HDR 주형 농도의 효과를 수반하는 제2 실

험에 대한 실험 데이터의 플롯을 보여주는 또 다른 5-유전자 멀티플렉스 데이터 세트이다. 제2의 5-유전자 멀티

플렉스 시험의 콜로니 유전자형이다. 패널 a)에서, 각각의 라인은 각각의 명시된 유전자좌에서 하나의 콜로니의

유전자형을 나타낸다. 3개의 유전자형을 동정할 수 있었다; 이형접합 HDR 또는 동형접합 HDR의 예상된 RFLP 유

전자형을 가진 것들뿐만 아니라 RFLP 양성 단편을 가진 것들, + 삽입 또는 결실(indel) 대립유전자를 가리키는

가시적인 크기 이동을 가진 제2 대립유전자. 명시된 유전자좌에서 편집물을 가진 콜로니의 백분율은 각각의 컬

럼 아래에 표시되어 있다. 패널 b)는 0개 내지 5개의 유전자좌에서 편집된 콜로니의 총 수이다.

도 8은 콜로니 유전자형을 보여주는 또 다른 5-유전자 멀티플렉스 시험 데이터 세트이다. 패널 a)에서, 각각의

라인은  각각의  명시된  유전자좌에서  하나의  콜로니의  유전자형을  나타낸다.  3개의  유전자형을  동정할  수

있었다; 이형접합 HDR 또는 동형접합 HDR의 예상된 RFLP 유전자형을 가진 것들뿐만 아니라 RFLP 양성 단편을 가

공개특허 10-2017-0003585

- 9 -



진 것들, + 삽입 또는 결실(indel) 대립유전자를 가리키는 가시적인 크기 이동을 가진 제2 대립유전자. 명시된

유전자좌에서 편집물을 가진 콜로니의 백분율은 각각의 컬럼 아래에 표시되어 있다. 패널 b)는 0개 내지 5개의

유전자좌에서 편집된 콜로니의 총 수이다.

도 9는 요망되는 유전자 넉아웃 또는 선택적인 대립유전자를 생성하는 표적화된 뉴클레아제를 가진 F0 세대 키

메라의 제조 방법을 도시하고 있다.

도 10은 정상적인 표현형을 가진 F0 세대 동물, 및 성장 장애(failure to thrive; FTT) 표현형 및 유전자형을

가진 자손의 구축을 도시하고 있다.

도 11은 공여자 배아의 유전학을 가진 배우자를 포함하는 키메라 동물의 제조 방법을 도시하고 있다.

도 12는 NKX-2, GATA4 및 MESP1의 3개의 표적화된 유전자좌에서의 멀티플렉스 편집을 도시하고 있다. 패널 a)는

실험의 도식도이며, 패널 b)는 유전자의 표적화를 보여주고 있으며, NKX2-5, GATA4 및 MESP1은 각각 서열번호

1-3으로서 열거되어 있다. 패널 c)는 실험에 대한 검정 결과를 도시하고 있다. 각각의 표적 유전자에 대한 올리

고 서열이 나타나 있다. 신규 뉴클레오타이드는 대문자로 표시된다. PTC는 박스 안에서 밝은 색상의 문자로 표

시되어 있으며, 신규 HindIII RFLP 부위에는 밑줄이 그어져 있다.

도 13은 TALEN과 RGEN의 조합을 사용한 멀티플렉스 유전자-편집을 도시하고 있으며; RFLP에 의해 평가된 형질감

염된 세포의 검정은 2개 부위 모두에서 HDR을 보여주었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

멀티플렉스 유전자 편집 과정이 기술되어 있다. 다중 유전자는 모든 동물의 연구 또는 제조에 사용될 수 있는[0008]

세포 또는 배아에서 변형될 수 있다. 다른 실시형태는 숙주 니치(host niche)의 선택적인 탈집단화에 의한 세포

또는 기관 소실의 보완을 수반한다. 이들 발명은 모델, 식품으로서, 및 산업 및 의학용 세포성 생성물 및 무세

포성(acellular) 생성물의 공급원으로서 작용하기 위해 동물의 신속한 창조(creation)를 제공한다.

도 1a는, 단일 편집물을 사용하여, 편집된 대립유전자를 오직 2개만 가진 가축을 제조하는 데 수년이 소요되는[0009]

이유를 예시하는 시각표를 가지고 있으며, 시간은 소의 경우 약 6년이다. 이러한 맥락에서, 편집된다는 것은,

유전자를 선택하고 이를 변경시키는 것을 지칭한다. 우선, 표적화된 KO을 가진 이형접합 송아지를 제작하기 위

해 클로닝된 배양된 체세포에서 관심 유전자를 편집, 예를 들어 넉아웃(KO)시켜야 한다. 이형접합체는 품종 개

량을 위해 성숙하도록 소의 경우 약 2세가 될 때까지 길러져서, 제1세대(F1) 수컷 및 암컷 이형접합 송아지가

발생되며, 이들이 서로 품종 개량되어 동형접합 넉아웃 송아지(F2)가 발생될 것이다. 소에서 종래의 접근법을

이용하여 다중 표적화된 돌연변이에 관한 동형접합체를 발생시키는 것은 비실용적일 것이다. 추가적인 편집물을

제조하는 데 필요한 햇수 및 필요한 동물 수는 도 1b에 예시된 바와 같이 사용되는 특정 일정에 따라 대략 기하

급수적인 방식으로 증가한다. 척추동물 중에서, 1 세대 당 자손의 수가 더 많고 소보다 임신 기간이 더 짧은 동

물조차도 다중 편집물을 달성하기 위해서는 과도하게 긴 시간이 필요할 것이다. 더욱이, 공격적인 동계 교배에

의해 시간을 최소화하려는 계획은 다중 편집물에 대해서는 합리적으로 가능하지 않을 수 있다. 또한, 순차적인

클로닝은 과정 및 결과 관점에서, 특히 동물이 가축 또는 실험 모델로서 유용해야 한다면 바람직하지 못하다.

본 발명에 의해 제시되는 기회는 도 2에 예시되어 있으며, 도 2는 제1-세대 동물(F0)에서 제조되는 다중 편집물[0010]

을 보여준다. 배아는 직접 제조되거나, 이형접합체 또는 동형접합체인 것으로 독립적으로 선택되는 2개 이상의

편집물을 사용함으로써 제조되며, 대리(surrogate) 암컷에 위치해서 임신이 이루어진다. 생성되는 동물은 F0 세

대 파운더이다. 복수의 배아가 제조되어 하나 이상의 대리모에 위치되어, 2가지 성별 모두의 자손이 생성될 수

있거나, 잘 알려진 배아-분할 기술이 사용되어, 복수의 클로날 배아가 제조될 수 있다. 전형적으로 2가지 성별

모두의 한배새끼(litter)를 생성하는 돼지와 같은 가축이 교배되어 번식될 수 있다.

다수의 대립유전자는 본원에 기술된 바와 같이 세포 또는 배아에서, 표적화된 엔도뉴클레아제 및 상동성 표적[0011]

복구(HDR)를 사용하여 교란되거나 그렇지 않다면 편집될 수 있다. 일 실시형태는 척추동물 세포 또는 배아의 복

수의 표적 염색체 DNA 부위에서 유전자 편집물을 제조하는 방법이며, 이러한 방법은, 제1 표적 염색체 DNA 부위

에 관한 제1 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제1 표적 부위 서열에 상동성인 제1 상동성 표적 복구(HDR) 주형; 및

제2 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제2 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제2 표적 부위 서열에 상동성인 제2 HDR 주

형을 척추동물 세포 또는 배아 내로 도입하는 단계를 포함하며, 제1 HDR 주형 서열은 제1 표적 부위에서 본래의

염색체  DNA  서열을  대체하고,  제2  HDR  주형  서열은  제2  표적  부위  서열에서  본래의  염색체  DNA  서열을

대체한다. 
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넉아웃 또는 대체와 같은 다중 편집물이 수득될 수 있음을 아는 것은 예상치 못하였으며 놀랍고 예측하지 못한[0012]

결과였다. 하나의 이론화된 메커니즘은, 다중 편집물들에 수용적인 세포들이 소수 존재하며, 그 이유는 이들이

세포 주기의 특정 단계에 있기 때문이라는 것이다. 엔도뉴클레아제 및 HDR 주형에 노출 시, 이들은 쉽게 반응한

다. 관련된 작동 이론은, HDR 주형화(templating) 과정 그 자체가 다중 치환에 적합하다는 것이며, 그 이유는

하나의 표적화된 부위에 대한 세포 복구 머시너리의 활성화가 마찬가지로 다른 부위에서도 복구 또는 HDR 주형

화를 선호하기 때문이다. HDR은 역사적으로 효율이 낮은 과정이었으므로, 다중 HDR 편집물은 분명하게 시도, 관

찰 또는 인지되지 않았다.

본원에서의 결과는, 너무 많거나 너무 적은 엔도뉴클레아제 및/또는 HDR 주형이 음성 효과를 가질 수 있음을 보[0013]

여주며, 이러한 음성 효과는 이러한 영역에서의 선행 연구가 틀렸음을 입증할 수 있다. 사실상, 발명자들은, 표

적화된 엔도뉴클레아제가 올바르게 디자인 및 제조될 수 있으나, 그럼에도 불구하고 너무 효율적이기 때문에 실

패할 수 있음을 관찰하였다. 나아가, 성공적으로 변형된 세포 집단은 종종 시간이 지나도 개선되지 않는다. 세

포를 변형시키는 당업자는 통상, 성공적인 클로닝 또는 다른 용도들을 위한 안정성 및 건강의 지표로서 변형 및

세포의 수명을 모색한다. 그러나, 이러한 예상은 종종 본원의 멀티플렉싱 과정에서는 유용하지 않았다. 더욱이,

발명자들은, 상동성 재조합(HR) 유전자이입 효율이 단일-유전자좌 유전자이입과 비교하여 멀티플렉스 접근법에

서 가변적임을 관찰하였다. 일부 유전자좌들은 매우 민감하였으나, 다른 유전자좌들은 효율이 크게 하락하였다.

엔도뉴클레아제들 사이에 분명하게 방해(간섭)가 있으나, 순수(net) 효과는 예를 들어, 엔도뉴클레아제가 보편

적인 자원(resource)에 대해 경쟁하고 있음을 가정함으로써 간단하게 설명될 수는 없다.

염색체 DNA의 복수의 위치들 내로 많은 유전자들을 무작위로 또는 부정확하게 삽입하거나, 복수의 유전자들을[0014]

교란시키는 무작위 편집물을 제조하기 위한 잘 알려진 기술들은 다양하게 존재한다. 입증되는 바와 같이, 무작

위 또는 부정확한 과정은, 효과를 달성하기 위해 복수의 특이적으로 표적화된 유전자들을 편집해야 하는 과학자

들에게 도움이 되지 못할 것이다. 이에, 본원에 교시된 HDR 과정들은, 편집물 및 생성되는 유기체가 의도되는

표적  부위에서만  만들어진다는  것에  의해  쉽게  구별될  수  있다.  하나의  차이는,  본  발명의  HDR  편집

실시형태가, 추가의 유전자 복사본 없이 및/또는 엔도뉴클레아제에 의해 표적화되는 것 이외의 유전자의 교란

없이, 수행될 수 있다는 것이다. 또한, 특이적인 편집물은, HDR 주형 서열이 적절한 상동성 없이는 부위 내로

복사되지 않기 때문에, 하나의 위치에서 만들어진다. 실시형태는, 외인성 대립유전자가 이의 동족 대립유전자

부위에서만 염색체 DNA 내로 복사되는 유기체 및 과정을 포함한다.

HDR-기재 편집의 이점은 편집물이 선택될 수 있다는 점이다. 이와는 대조적으로, 비-상동성 말단 접합(NHEJ) 과[0015]

정에 의한 다른 시도들은, indel이 프레임 시프트(frame shift)를 만들지 않으면서 서로 취소시키도록, 다중 위

치에서 indel을 만들 수 있다. 이러한 문제점은, 멀티플렉싱이 관여하는 경우 유의미해진다. 그러나, HDR의 성

공적인 용도는, 바람직하다면 표적 유전자가 프레임 시프트를 가지는 것을 보장하기 위해 편집물이 만들어질 수

있음을 제공한다. 더욱이, 대립유전자 대체는 HDR을 필요로 하며, NHEJ, 핵산의 벡터-구동 삽입, 트랜스포존 삽

입 등에 의해서는 달성될 수 없다. 더욱이, 원하지 않는 편집물을 포함하지 않는 유기체를 선택하는 것은 어려

움의 정도를 더 높인다.

그러나, 일반적으로, 본원에 기술된 바와 같은 멀티플렉스 편집물이 가축 또는 대형 척추동물에 관련된 세포 또[0016]

는 동물의 표적화된 부위에서 이미 달성되지 않은 것으로 여겨진다. 계대배양 수가 높은 세포로부터 동물을 클

로닝하면, 유전적 손상이 너무 많아 실험 모델 또는 가축의 F0 파운더로서 유용하지 않은 동물이 제작된다는 것

은 잘 알려져 있다.

유전자 편집은 확률적인 과정이며; 그 결과, 해당 분야는 전형적으로, 성공적으로 편집된 세포의 소수 백분율을[0017]

동정하기 위해 다양한 스크리닝 기술들을 강조하였다. 이는 확률적인 과정이기 때문에, 복수의 편집물의 제조

시의 어려움은, 의도되는 편집물의 수가 증가함에 따라, 당업자에 의해 기하급수적인 방식으로 증가할 것으로

예상될 수 있다.

본 발명의 일 실시형태는 본원에서 멀티플렉스 유전자 넉아웃 또는 편집으로 지칭되는 방법인, 단일 세포 또는[0018]

배아에서 다중 표적화된 유전자 넉아웃 또는 다른 편집물을 제조하는 방법을 제공한다. 표적화된 유전자라는 용

어는, TALEN 또는 CRISPR과 같은 엔도뉴클레아제 시스템의 디자인에 의해 엔도뉴클레아제 공격을 받도록 선택되

는 염색체 DNA 부위를 지칭한다. 용어 넉아웃, 불활성화 및 교란은, 표적화된 부위가 변해서 유전자 발현 생성

물이 제거되거나 크게 감소되어, 유전자 발현이 더 이상 동물 전체에 유의미한 영향을 미치지 않음을 의미하기

위해 본원에서 상호호환적으로 사용된다. 이들 용어는 때때로, 유전자의 역할을 본질적으로 제거하지 않은 채

유전자의 역할을 눈에 띄게 감소시키는 것을 지칭하기 위해 어디에서나 사용된다.
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본원에 사용되는 바와 같이, 유전자 편집은 유전자를 선택하고 이를 변경하는 것을 지칭한다. 무작위 삽입, 유[0019]

전자 포획(trapping) 등은 유전자 편집이 아니다. 유전자 편집의 예는 표적화된 부위에서의, 유전자 넉아웃, 핵

산  첨가,  핵산  제거,  모든  기능의  절개,  대립유전자의  유전자이입,  고차형  유전적  변경(hypermorphic

alteration), 저차형 유전적 변경(hypomorphic alteration) 및 하나 이상의 대립유전자의 대체이다.

대립유전자 대체는 내인성 대립유전자보다 외인성 대립유전자를 복사하는 비-감수분열 과정을 지칭한다. 용어[0020]

대립유전자 대체는, 일부 경우 축퇴성 치환(degenerate substitution)을 제외하고는, indel 또는 다른 변화 없

이 본래의 대립유전자로부터 외인성 대립유전자에 변화가 가해지는 것을 의미한다. 용어 축퇴성 치환은, 코딩되

는 아미노산을 변화시키지 않으면서, 코돈 내 염기가 또 다른 염기로 변화됨을 의미한다. 축퇴성 치환은 엑손

또는 인트론에 존재하도록 선택될 수 있다. 축퇴성 치환의 하나의 용도는, 유전자 이입된 서열의 존재를 용이하

게 시험하기 위해 제한효소 부위를 만드는 것이다. 내인성 대립유전자는 또한 본원에서, 본래의 대립유전자로

지칭된다. 용어 유전자는 광범위하며, 기능성 생성물을 제작하기 위해 발현되는 염색체 DNA를 지칭한다. 유전자

는 대립유전자를 가진다. 특정 유전자좌에 2개의 동일한 대립유전자가 존재한다면 유전자형은 동형접합이며, 2

개의 대립유전자가 서로 다르다면 이형접합으로 지칭된다. 대립유전자는, 특정 염색체의 특정 위치에 위치한 유

전자의 대안적인 형태(하나의 쌍 중 하나의 구성원)이다. 대립유전자는 구별되는 특성을 결정한다. 대립유전자

들은 (위치 또는 bp를 구별하는) 이들의 DNA 서열 내 특정 위치에서 염기쌍(bp) 차이를 가지며, 이로 인해 이들

은 구별되는 특성을 가지며 서로 구별되며, 이러한 구별되는 위치들은 대립유전자 마커로서의 역할을 한다. 대

립유전자는 보편적으로 기술되어 있으며, 본원에 기술되어 있고, 이들이 구별되는 위치들에서 동일한 염기를 가

진다면 동일한 것이며; 동물은 본래 다른 위치들에서 다른 bp에서 소정의 변이를 가진다. 당업자는 대립유전자

를 비교할 때, 천연 변이를 일상적으로 수용한다. 정확하게 일치한다라는 용어는 본원에서, DNA 정렬 시 bp 차

이 또는 indel이 절대적으로 없음을 의미하는 데 사용된다.

대립유전자 동정을 위한 유사한 시험은, 변경된 유기체의 염색체 DNA를, 자연상에서 인지되는 대로의 외인성 대[0021]

립유전자의 염색체 DNA와 정렬하는 것이다. 외인성 대립유전자는 하나 이상의 대립유전자 마커를 가질 것이다.

마커의 업스트림 및 다운스트림에서의 DNA 정렬은 특정한 경우 일치할 것이다. 요망되는 시험에 따라, 이러한

거리는 예를 들어, 10 bp 내지 4000 bp일 수 있다. HDR 주형이, 정확하게 일치하는 서열을 만드는 것으로 예상

될 수 있긴 하지만, 주형화된 영역의 어느 한쪽 상의 염기는 물론 어느 정도의 자연적인 변이를 가질 것이다.

당업자는, 자연적인 변이의 존재에도 불구하고, 대립유전자를 일상적으로 구별한다. 당업자는, 예시적으로 언급

된 경계 사이의 모든 범위 및 값들이 고려됨을 즉시 이해할 것이며, 하기 거리들 중 임의의 거리가 상한 또는

하한으로서 이용가능하다: 15, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800,

2000, 4000. 

당업자는 또한, 유전자 편집물을, 유성 생식과는 대조적으로 유전자 편집의 결과인 대립유전자와 구별할 수 있[0022]

다. 대립유전자가, 대립유전자들을 혼합하기 위해 유성생식할 수 없는 또 다른 종으로부터 유래되는 경우, 사소

하다. 또한, 많은 편집물들은 자연상에서 간단히 발견되지 않는다. 또한, 대립유전자가 하나의 품종에서 다음

품종으로 이동될 때, 심지어 또 다른 품종에서 자연적으로 발견되는 대립유전자를 정확하게 복제하는 대체가 이

루어질 때조차, 편집물은 쉽게 구별될 수 있다. 대립유전자는 대부분의 기간 동안 DNA 상에 안정하게 위치된다.

그러나, 배우자를 형성하는 동안 감수분열은 수컷 DNA와 암컷 DNA가 때때로 대립유전자를 서로 바꾸도록 하며

(swap), 이를 교차(crossover)라 한다. 교차 빈도 및 유전자 지도는 광범위하게 연구 및 개발되어 왔다. 가축의

경우, 동물의 혈통은 많은 세대들 동안 보다 상세히 추적될 수 있다. 유전학에서, 센티모르간(cM, 지도 단위

(map unit; m.u.)라고도 함)은 유전자 연관(genetic linkage)을 측정하는 단위이다. 이는, 단일 세대에서 개입

염색체 교차의 예상되는 평균 수가 0.01인, 염색체 위치(유전자좌 또는 유전자좌의 마커)들 사이의 거리로서 정

의된다. 서로 근접한 유전자들은 염색체 상에서 서로 원거리에 있는 유전자들과 비교해 더 낮은 교차율을 가진

다. 교차는, 2개의 유전자가 염색체 상에서 서로 바로 다음에 존재하는 경우에는 매우 드문 사건이다. 단일 대

립유전자의 2개의 이웃하는 대립유전자들과 관련된 이러한 단일 대립유전자의 교차는 실현불가능하므로, 이러한

사건은 유전자 조작의 생성물이어야 한다. 심지어, 동일한 품종의 동물들이 관여하는 경우에조차, 자연적인 대

립유전자 대체 대(versus) 조작된 대립유전자 대체는, 부모가 알려져 있는 경우 쉽게 확인될 수 있다. 또한, 혈

통은 잠재적인 부모의 유전자형 분석(genotyping)에 의해 높은 정확도로 확인될 수 있다. 부모 확인은 동물떼

(herd) 및 인간에서 일상적이다.

실시형태는, 동시적인 멀티플렉스 유전자 편집 방법을 포함한다. 동시적이라는 용어는, 순차적인 넉아웃 또는[0023]

순차적인 클로닝 또는 동물 품종 개량의 개입 주기에서와 같이 다중 편집물을 달성하기 위해 세포를 다수 회 처

리하는 가설적인 과정과 대조적이다. 동시적이라는 것은, 유용한 농도로 동시에 존재하는 것, 예를 들어 다중
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표적화된 엔도뉴클레아제가 존재하는 것을 의미한다. 과정들은 접합자 및 배아에 적용되어, 모든 세포 또는 본

질적으로 모든 세포들이 편집된 대립유전자 또는 넉아웃을 가지는 유기체를 제작할 수 있다. 예를 들어, 넉아웃

의 맥락에서 본질적으로 모든 세포란, 많은 세포들에서 유전자를 넉아웃시켜, 해당 유전자의 유전자의 유전자

생성물이 유기체의 기능 면에서 비효율적이기 때문에, 해당 유전자가 부재(absent)하는 것을 지칭한다. 이러한

과정들은 최소 수의 세포 분열 동안에, 바람직하게는 약 0회 내지 약 2회의 분열 동안에 세포, 및 배아 내 세포

를 변형시킨다. 실시형태는, 신속한 과정, 또는 여러 회에 걸쳐 발생하거나 세포 분열 수가 고려되는, 예를 들

어 0회 내지 20회 복제(세포 분열)로 고려되는 과정을 포함한다. 당업자는, 표현적으로 언급된 제한값들 내의

모든 값 및 범위들, 예를 들어, 약 0회 내지 약 2회의 복제, 약 0회 내지 약 3회의 복제, 약 4회 이하의 복제,

약 0회 내지 약 10회의 복제, 10회 내지 17회의 복제; 약 7일 미만, 약 1일 미만, 약 2일 미만, 약 3일 미만,

약 4일 미만, 약 5일 미만 또는 약 6일 미만, 약 0.5일 내지 약 18일 등이 고려됨을 즉시 이해할 것이다. 낮은

수의 계대배양이라는 용어는 약 20회 이하의 복제를 수행한 원발성 세포를 지칭한다.

어디에서나, 본 발명자들은, 단일 배아에서, 모계 대립유전자, 부계 대립유전자 또는 두 대립유전자 모두가 소[0024]

의 배아 및 돼지의 배아에서 편집될 수 있으며, 따라서, 두 대립유전자 모두의 주형 편집이 배아에서 HDR을 사

용하여 수행될 수 있음을 보여주었다. 이들 편집물은 동일한 유전자좌에서 형성되었다. 구체적으로는, 자매 염

색분체 유래의 유전자이입이 검출되었다(문헌[Carlson et al., PNAS 43(109):17382-17387, 2012]).

도 3을 참조하여, 실시예 1은, 2개의 유전자를 한꺼번에 넉아웃시키기 위해 HDR 편집을 사용하는 것, 및 나아가[0025]

2개의 넉아웃 모두에 대해 동형접합성이거나 각각의 넉아웃에 대해 이형접합성인 세포를 선별할 수 있는 것을

성공적으로 시도한 실험들에 관해 기술하고 있다. 선별한다라는 용어는, 추가적인 용도를 위해 세포를 동정하고

단리하는 능력을 지칭하는 데 사용되며; 과정 중 어떠한 단계에서도 발현가능한 리포터 유전자가 존재하지 않았

으며, 이는, 이러한 과정을 많은 다른 접근법들과 구별하는 고도로 유의미한 이점이다. 제1 유전자 표적(재조합

활성화 유전자 2, RAG2) 및 제2 유전자 표적(인터루킨 수용체 2, 감마, IL2Rg 또는 ILR2γ) 각각에 관한 제1 표

적화된 엔도뉴클레아제 및 제2 표적화된 엔도뉴클레아제(각각은 TALEN 쌍임)를 도입하기 위해 세포를 처리하였

다. TALEN은 의도되는 부위를 표적으로 하도록 디자인되고, 적절한 양으로 제조되어야 했다. 세포의 처리는 5분

미만이 소요되었다. 전기천공을 사용하였으나, 본원에 기술된 다른 많은 적합한 단백질 또는 DNA 도입-과정들이

존재하였다. 그런 다음, 세포를 배양하여, 세포가 개별 세포 콜로니를 형성하였으며, 이들 콜로니는 각각 단일

처리 세포로부터 유래된 것이었다. 3일 후 또는 11일 후에, 다양한 콜로니 유래의 세포를 시험하였다. RAG2의

넉아웃의 속도는 IL2Rg의 넉아웃 속도보다 약 6배 더 빨랐으며; 분명하게도 일부 유전자들은 다른 것들보다 넉

아웃이 더 어렵다. 2개 유전자 모두를 넉아웃시키는 효율은 높았으며, 2개 넉아웃 모두에 대해 이형접합 또는

동형접합인 세포를 성공적으로 동정하였다. 유의미하게는, TALEN mRNA 및 HDR 주형의 투여량은 특이적인 효과

및 비-특이적인 효과를 가졌다. IL2Rg에 대한 TALEN mRNA의 증가는 IL2Rg에 대한 NHEJ 및 HDR을 둘 다 증가시켰

으며, 한편, RAG2에 대한 NHEJ 수준은 변하지 않았다. IL2Rg HDR 주형의 증가는 RAG2 유전자좌에서 HDR을 감소

시켰으며, 이는, 올리고뉴클레오타이드 농도 상승에 의한 상동성 표적 복구의 비특이적인 저해를 제시한다. 특

히 이들 낮은 용량에서의 이러한 용량 민감성은 다른 것들을 멀티플렉스 과정의 목적으로부터 벗어날 수 있게

하였다. 실시예 1의 세포를 클로닝하였으며, 출원 시, 2가지의 동물이 동일 유래의 배아를 임신하고 있다.

도 4를 참조하여, 실시예 2는, 상이한 유전자를 제외하고는 멀티플렉스 HDR 편집의 동일한 목적을 가진 실험을[0026]

기술하고 있다. 제1 유전자 표적은 선종성 폴립증(adenomatous polyposis coli; APC)이었다. 제2 유전자 표적

은 p53(TP53 유전자)이었다. 2개의 넉아웃 모두에 대해 동형접합인 세포 및 2개의 넉아웃 모두에 대해 이형접합

인 세포를 검출하고, 단리하였다.

도 5 내지 8을 참조하여, 실시예 3은 2개 내지 5개의 유전자를 넉아웃하기 위한 멀티플렉스 HDR 편집을 기술하[0027]

고 있다. 3개의 실험이 있었으며, 유전자형에 대해 시험된 세포 콜로니의 수는 각각의 실험에 대해 72개 내지

192개의  범위였다.  세포를,  유전자  APC,  p53,  RAG2,  저밀도  지질단백질  수용체(LDLR),  IL2Rg,  키스펩틴

(kisspeptin) 수용체(KISSR 또는 GPR54) 및 진핵 번역 개시 인자 4GI(EIF4GI)의 다양한 조합들의 멀티플렉스

넉아웃에 대해 처리하였다. 유전자 LDLR은 다른 유전자보다 변형에 일관적으로 덜 수용적이었다. 결과로부터 입

증되는 바와 같이, 다수의 대립유전자는 TALEN-특이적인 상동성 표적 복구(HDR)을 사용하여 동시에 교란될 수

있다. 각각이 20% HDR/부위 초과 및 이들의 동족 HDR 주형을 초래한 5개의 TALEN 쌍을 3개의 조합들에서 동시에

공동-형질감염시켰다(표 A). 각각의 복제물 유래의 콜로니의 비율은 적어도 4개의 유전자에서 HDR 사건에 대해

양성이었으며, 복제물-A 유래의 2개의 콜로니는 모든 5개의 유전자들에서 HDR 사건을 가졌다. 5개의 유전자에서

indel의 동시적인 형성이 마우스 ES 세포에서 Cas9/CRISPR-자극된 NHEJ에 의해 언급되긴 하였지만, 표적화된 뉴

클레아제-자극된 HDR에 의한 5개 유전자(7개 이하의 대립유전자)의 정확한 변형은 예상치 못한 것이며, 놀랍고,
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대적할 만한 상대가 없는 것이다. 복제물의 TALEN이 Cas9/CRISPR(벡터는 발현을 위해 세포 내로 도입되었음)으

로 대체되었을 때, 변형 수준은 검출 미만이었으며(데이터는 도시되지 않음); 그러나, 다른 데이터들은 예를 들

어 하기 실시예 9와 같이 RGEN 멀티플렉스를 가리킨다. 4개의 유전자가 모든 실험에서 편집된 것으로 확인되었

으며, 하나의 실험에서는 5개의 유전자가 편집된 것으로 확인되었다.

이러한 과정의 속도 및 효율은, 5개 초과의 유전자의 멀티플렉스 넉아웃이 과정의 성질을 변화시키지 않으면서[0028]

달성가능하도록,  그  자체가  규모-증가된다.  표  A와  관련하여,  약  72개  내지  192개의  세포를 시험하였으며;

현재, 이러한 과정은 구축되었으며, 보다 다수의 유전자/대립유전자의 멀티플렉스가 예상될 수 있기 위해서는,

시험 수를 훨씬 더 많은 수의 세포까지 증가시키는 것은 부당하지 않다. 멀티플렉스 유전자 또는 대립유전자의

수는 2 내지 25일 수 있으며; 당업자는, 표현적으로 언급된 경계 사이의 모든 범위 및 값들이 고려됨을 즉시 이

해할 것이며, 상한 또는 하한으로서 이용가능한 하기들 중 임의의 수는 서로 조합된다: 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 14, 16, 18, 20, 25. 

[0029]

입증된 바와 같이, 멀티플렉스 넉아웃을 포함하는 세포 및 배아뿐만 아니라 이로써 제조되는 동물은 본 발명의[0030]

실시형태이다.

실시예 4는 다양한 동물의 제조를 위한 어느 정도 상세한 과정들을 기술하고 있으며, 특정한 유전자를 예시로서[0031]

지칭한다. 실시예 5는 CRISPR/Cas9 디자인 및 제조의 실시예를 기술하고 있다.

실시예 6은 표적화된 뉴클레아제 구동 HDR 과정을 이용한 멀티플렉스 유전자 편집의 추가적인 실시예를 제공한[0032]

다. GATA 결합 단백질 4(GATA4); 호메오박스 단백질 NKX2-5(NKX2-5) 및 뒤쪽 중배엽 단백질 1(MESP1)을, TALEN

및 HDR 주형을 이용하여 동시에 표적화하여, 각각의 유전자에 대해 프레임-시프트 돌연변이 및 조기(premature)

정지-코돈을 유도한다. 목적은, 보완 연구에 사용하기 위해 각각의 유전자에 대해 바이대립유전자 넉아웃을 만

드는 것이었다. 2개의 클론이 각각의 유전자에서 의도된 바이대립유전자 HDR을 가졌기 때문에, 과정의 효율은

약 0.5%였다. 주어진 유전자 넉아웃은 단독적으로 또는 조합하여, 보완이 없는 성장 장애 유전자형 및 조기 배

아 치사를 유발할 것이다. 당업자는, FTT 및 보완 연구를 위한 삼중 넉아웃(약 1/66 기회)을 수득하기 위해 개

별적으로 이들 유전자의 넉아웃 및 이형접합체의 품종간 개량이 가축에서 실현가능하지 않음을 이해할 것이다.

실시예 7은 TALEN 및 Cas9/CRISPR이 혼합되어, 유전자의 멀티플렉스 편집을 수행할 수 있다는 데이터를 제공한[0033]

다. 일부 유전자/대립유전자들은 TALEN 또는 Cas9/CRISPR에 의해 보다 쉽게 표적화되며, 멀티플렉싱이 이들 툴

의 조합을 이용해 수행되어야 하는 이러한 상황이 유발될 수 있다. 이러한 실시예에서, 진핵 번역 개시 인자
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4GI(EIF4GI)는 TALEN에 의해 표적화되었으며, p65(RELA)  유전자는 Cas9/CRISPR에 의해 표적화되었다. 세포를

HDR 사건을 가리키는 RELP 검정에 의해 분석하였으며, HDR은 2개 부위 모두에서 입증되었다. 이에, TALEN 및

RGEN은 예를 들어, 1, 2, 3 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10개의 TALEN과 1, 2, 3 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10개의

RGEN 시약을 임의의 조합으로 포함하는 멀티플렉싱 조합을 위해 함께 또는 개별적으로 사용될 수 있다.

키메라[0034]

숙주 배반포를 제조하고, 공여자 동물 유래의 공여자 세포를 첨가함으로써 키메라를 제조할 수 있다. 생성된 동[0035]

물은, 숙주 및 공여자 둘 모두로부터 기원하는 세포를 가진 키메라일 것이다. 특정한 종류의 세포 및 세포 계통

(lineage)을 제작하기 위해서는, 일부 유전자들이 배아에 필요하다. 이러한 유전자가 숙주 세포에서 넉아웃될

때, 미씽(missing) 유전자를 가진 공여자 세포의 도입은 이들 세포 및 세포 계통이 숙주 배아에 복구되도록 할

수 있으며; 복구된 세포는 공여자 유전자형을 가진다. 이러한 과정을 보완 과정이라고 한다.

문헌[Matsunari et al., PNAS 110:4557-4562, 2013]은 공여자-유래 돼지 췌장을 제조하기 위한 보완 과정을 기[0036]

술하고 있었다. 이들은 기능성 췌장의 형성을 예방하기 위해 변경된 숙주 돼지 배반포를 형성하였다. 이들은 체

세포 클로닝에 의해 숙주 배반포를 형성하였다. 체세포는 췌장 발달을 저해하는 것으로 알려진 Pdx1(췌장 및 십

이지장 호메오박스 1)의 프로모터 하에 Hes1을 과발현하도록 변형되었다. 숙주 배반포에 첨가된 공여자 세포는

이러한 변형을 가지고 있지 않았으며; 세포 계통에 공급된 공여자 세포는 췌장을 형성할 필요가 있었다. 이들은

이미 어디에서나 언급되어 있었으며, 기능성 기관은 기관발생-불능 마우스 배아에서 배반포 보완에 의해 생체내

에서 만능 줄기세포(PSC)로부터 발생될 수 있다. 이들은 인간 유도 PSC를 포함한 이종발생성(xenogenic) 만능

줄기세포(PSC)를 사용한 향후 연구를 제안하였다. 사실상, 이종 기관 이식(xenotransplantation)은 40년 넘게

기관/조직 부족에 대한 잠재적인 해결안으로 여겨져 왔다. 췌장 형성을 불능화시키기 위해 어떠한 유전자도 넉

아웃되지 않았다는 사실은 유의미하다.

대형 척추동물에서 심지어 하나의 유전자를 넉아웃하는 것은, 종래의 과정을 사용한 상당한 자원 투자이다. 이[0037]

와는 대조적으로, 세포에서 유전자 생성물의 과발현은 현재 당해 기술분야, 예를 들어 게놈 내에 다중 유전자

카세트 복사본을 위치시키는 플라스미드 또는 벡터를 사용하여 쉽게 달성된다. 유전자의 발현을 추가하는 것은

유전자를 표적으로 하는 것 및 유전자를 넉아웃시키는 것보다 더 용이하다. 유전자 생성물의 과발현에 의해 기

관발생을 방지하는 능력은 이때, 통상적이지 않은 것으로 여겨진다. 사실상, 대형 동물 게놈을 조작하는 능력의

한계는 상당할 수 있다. 그렇지만, 돼지는 크기 및 생리학적 특성이 인간과 유사할 뿐만 아니라 생싱력 및 성장

속도가 높아서, 이종 기관 이식에 바람직한 공여자 동물이다.

도 9는 키메라의 맥락에서 적용된 바와 같은 유전자 넉아웃 또는 다른 유전자 편집물을 제조하기 위해 본원에[0038]

사용된 멀티플렉스 과정을 도시하고 있다. 넉아웃에 바람직한 이형접합성 및 동형접합성 분포를 정확하게 가진

세포를 단리한다. 이들 세포를 클로닝에 사용하여, 숙주 배반포로서 발달하도록 허용된 배아를 제조한다. 배반

포라는 용어는 본원에서, 2개의 세포로부터 약 3주까지의 배아를 지칭하는 데 광범위하게 사용된다. 배아라는

용어는 접합자로부터 태어날 때까지의 동물을 지칭하는 데 광범위하게 사용된다. 공여자 배아가 구축되며, 공여

자 세포의 공급원으로서 사용되며, 이는 유전자가 넉아웃에 의해 형성된 니치(niche)를 갖도록 제공한다. 공여

자 세포를 숙주 배반포 내에 도입하여, 숙주 세포와 함께 복제하여, 숙주 세포 및 공여자 세포 둘 다를 가진 키

메라를 형성한다. 배아를 대리 암컷에 전달하여, 임신시킨다. 숙주 세포가 배우자를 형성할 때, 키메라의 자손

은 숙주 유전자형을 가진다. 키메라는 이의 숙주 배반포에 의해 결정되는 성별을 가진다.

도 10은 성장 장애 표현형(FTT) 보완 과정을 예시하고 있다. FTT는, 성적으로 성숙할 연령까지 생존할 것으로[0039]

예상되지 않는 동물을 지칭한다. FTT 유전자형 및 표현형을 가진 숙주 배아가 제공된다. 오로지 하나의 유전자

의  넉아웃에  의해  이용가능한  FTT는  제한되어  있으며  일부  기관  및  조직들에  대해서는  알려져  있지  않기

때문에, 멀티플렉스 과정이 이상적이다. 공여자 세포는 FTT 내 미씽된 유전자를 제공하며, 미씽 세포 유형을 제

공한다. 배아는 대형 척추동물일 수 있으며, 넉아웃은 멀티플렉스일 수 있으며, 예를 들어 2개 내지 25개의 유

전자가 넉아웃될 수 있다. 더욱이, 표적화된 엔도뉴클레아제가 사용되어, 넉아웃을 달성할 수 있다. 면역결핍

실시형태에서, IL2Rg-/y RAG2-/- 넉아웃은, 숙주가 필수적으로 면역 기능을 갖고 있지 않기 때문에, FTT이다.

그러나, 공여자 세포는 이들 미씽 유전자를 갖고 있지 않으며, 생성되는 키메라는 필수적으로, 동물을 양육 및

유지시킬 수 있기 위해 정상 표현형을 가진다. 그러나, 지손은 FTT 표현형을 가진다. 따라서, 동물은 유지될 수

있으며, FTT 동물이 편리하게 생성된다. 키메라는 넉아웃의 이형접합과 동형접합의 임의의 조합일 수 있다. 따

라서, 다른 과정들이 부가적인 세대 또는 그 이상을 필요로 할때, 성장 장애(FTT) 표현형을 생성하는 F0 세대

동물인, 키메라 제조 방법이 기술되어 있다.
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키메라는 통상 숙주 세포의 유전학을 통과한다. 그러나, 본원에서는 공여자 세포의 유전적 특성을 자손에게 전[0040]

달하지만  숙주  세포의  유전적  특성은  전달되지  않는  대안적인  키메라가  개시되어  있다.  유전적  승계

(inheritance)를 스위칭하는 것은 일부 유용한 기회들을 만들 수 있는 것으로 나타나 있다. 도 11을 참조로 ㅎ

여, G 숙주로 표지된 배아가 도시되어 있다. 이러한 배아는 비기능성 배우자를 이용하여 제조되었다. 공여자 배

반포를 제조하고, 이를 공여자 세포의 공급원으로서 사용한다. 공여자 세포는 공여자 배우자를 만드는 데 필요

한 유전자 및 세포 계통을 제공한다. 생성되는 키메라는 공여자 세포의 배우자를 가지며, 공여자 세포의 유전적

특성을 가진 자손을 생성한다. 예시에서, 숙주 배아는 수컷 브라만 황소(Brahman bull)이다. 공여자 세포는 더

블-머슬드 황소(double-muscled bull)로부터 유래된다. 키메라는 브라만 황소 표현형을 가지지만, 이의 자손은

더블 머슬드이다. 숙주 및 공여자는 동일하거나 상이한 품종 또는 동일하거나 상이한 종으로부터 유래될 수 있

다. 숙주는 불임이도록 만들어져 왔으며, 이는 숙주가 유성생식할 수 없음을 의미한다. 일부 불임 동물을 사용

하여, 비기능성인, 예를 들어 부동성 정자인 배우자를 만드는 데 사용될 수 있거나, 예를 들어 조기 배우자형성

이 교란된 배우자를 전혀 만들지 않는 데 사용될 수 있다. 공여자 세포는 예를 들어, 야생형 세포, 바람직한 형

질을 가진 동물 품종의 세포 또는 유전적으로 변형된 세포일 수 있다.

본 발명의 실시형태는,  배우자 형성 또는 정자 형성을 방지하는 유전자 변형을 염색체에 가진 키메라 불임[0041]

동물, 예컨대 키메라 가축을 포함한다. 염색체는 X 염색체, Y 염색체 또는 상염색체일 수 있다. 변형은 기존의

유전자의 교란을 포함할 수 있다. 교란은, 유전자가 발현될 수 없도록 기존의 염색체 유전자를 변경함으로써 형

성될 수 있거나, 유전자의 전사 또는 번역을 저해할 인자들을 유전적으로 발현시킴으로써 형성될 수 있다. 배우

자  형성이라는  용어는,  각각이  각각의  부모의  생식세포주  유래의  부모의  유전적  컴플리먼트(genetic

compliment)를 절반으로 가진 반수체 성세포(난자 및 정자)의 생성을 의미한다. 정자의 생성은 정자 발생이다.

수정 동안 정자와 난자의 융합에 의해, 이배체 게놈을 가진 접합자 세포가 형성된다. 배우자발생 세포라는 용어

는 난자 또는 정자에 대한 전구체를 지칭하며, 전형적으로 생식 세포 또는 정조 세포를 지칭한다. 일 실시형태

는, 숙주에서의 정조 줄기세포(SSC)의 넉아웃이다. 동물은 바람직한 유전적 특성을 가진 공여자 세포이며, 공여

자 유전자형을 가진 배우자를 형성하는 SSC 세포를 공급한다. 일부 유전자들은 불임을 유발하는 하나 이상의 효

과들을  발휘하도록  조합되어  교란된다:  예를  들어,  Acr/H1.1/Smcp,  Acr/Tnp2/Smcp,  Tnp2/H1.1/Smcp,

Acr/Hlt/Smcp, Tnp2/Hlt/Smcp(문헌[Nayernia K; Drabent B; Meinhardt A; Adham IM; Schwandt I; Muller C;

Sancken U; Kleene KC; Engel W Triple knockouts reveal gene interactions affecting fertility of male

mice. Mol. Reprod. Dev 70(4):406-16, 2005]). 실시형태는 제1 유전자 또는 유전자들의 넉아웃을 가진 제1 라

인의 동물, 및 제2 유전자 또는 유전자들의 넉아웃을 가진 제2 라인의 동물을 포함하여, 이들 라인의 수컷 자손

은 불임이다.

유전적으로 변형된 대형 척추동물을 형성하기 위해 유전자 조작을 사용하는 것은, 바람직한 형질을 가진 동물의[0042]

생성을 가속화할 것이다. 전형적인 가축 품종 개량은 비용이 많이 들며 시간 소모적인 과정으로서, 세대 번식

(generational reproduction)을 위해서는 조심스런 유전자 형질 선택 및 기나긴 기다림이 수반된다. 형질 선택

을 조심스럽게 한다고 하더라도, 유성 생식의 변화는 바람직한 형질 조합들을 개발하고 전달하는 데 있어서 상

당한 도전을 제시한다. 그러나, 공여자 형질을 전달하는 키메라의 형성은, 바람직한 유전적 형질의 신속한 전파

뿐만 아니라 형질의 독점적 통제(proprietary control)의 보호를 허용하는 동물 번식 방법을 이룬다. 실시형태

는, 공여받은 유전 물질에 대한 숙주로서 작용할 수 있는 유전적으로 그리고 게놈적으로 불임인 동물의 생산을

포함한다. 숙주에 의한 성교는 공여자의 유전 물질을 번식시킬 것이다. 유전적으로 불임임 동물 그룹을 사용하

여, 단일 공여자 유래의 동일한 유전자를 유성 생식에 의해 전파시킬 수 있으며, 이로써 많은 공여자 자손들이

신속하게 생성될 수 있다. 실시형태는, 오로지 하나의 성별을 가진 동물만 생성하도록 변형되어, 동물을 수용하

는 사용자가 형질을 가진 동물을 쉽게 사육할 수 없을 동물을 포함한다.

실시형태는 배우자 형성 또는 정자 활성에 선택적인 유전자 또는 복수의 유전자를 불활성시키기 위해 세포 또는[0043]

배아에 유전자 변형을 일으키는 것을 포함한다. 유전자 변형의 하나의 과정은, 유전자에 특이적으로 결합하는

TALEN 쌍에 대한 Cas9/CRISPR 또는 mRNA와 같은 표적화된 뉴클레아제의 도입을 수반한다. 동물을 세포로부터 클

로닝하거나, 변형된 배아를 직접 대리모에서 키운다. 동물은 가축 동물 또는 다른 동물일 수 있다. 배우자 형성

은 조기 단계에 차단될 수 있다. 또는, 생식력에 필수적이나 동물에게는 필수적이지 않은 정자 활성이 교란될

수 있다. 따라서, 동물은 유성생식할 수 없기 때문에 불임이지만: 변형된 정자로부터 자손을 생성하기 위해 ART

가 사용될 수 있다. (품종 개량 및/또는 유전자 조작 결과) 바람직한 유전적 형질을 가진 공여자 동물이 선별된

다.

2개 이상의 넉아웃을 가진 F0 세대 파운더 동물 라인의 신속한 구축[0044]

공개특허 10-2017-0003585

- 16 -



대립유전자들의 요망되는 조합을 가진 F0 세대를 생성하기 위해, 멀티플렉스를 이용하여, 2개, 3개 또는 그 이[0045]

상의  유전자(2개  내지  25개)를  동시에  넉아웃시킬  수  있다.  모든  넉아웃에  대한  동형접합성이  FTT를

생성한다면, 이러한 옵션은, 해당 상황에 대해 최소의 이형접합성이 있어야 하는 경우를 제외하고는, 파운더를

모든 넉아웃에 대해 동형접합이 되도록 만드는 것이다. 하나의 이형접합체 유전자는 비-FTT 표현형을 허용할 수

있다. 대안적으로, 멀티플렉스 넉아웃이, FTT 자손을 가진 번성하는 키메라를 만들기 위해, 보완과 조합하여 사

용될 수 있다. 이러한 과정은 다중 넉아웃 동물의 생성 시, 세대들을 없앨 수 있다.

어느 경우에서든지, 이점은 크며, 많은 과정들을 실제로 달성하는 한 영역으로 이동시킨다. 종래의 품종 개량에[0046]

의해 2개의 유전자좌가 넉아웃된 동물을 생성하는 것은 비용면에서 엄두를 못내는데, 왜냐하면 자손 중 오로지

약 6%만이 F2 세대에서 요망되는 표현형을 가질 것이기 때문이다(표 B). 이와는 대조적으로, 멀티플렉스 접근법

은 F0 세대에서 요망되는 유전자형을 생성할 수 있으며, 이는 종래의 넉아웃 및 품종 개량을 능가하는 큰 이점

이다. 시간 및 동물의 절약은 이론학적이지 않음을 강조해야 하며: 실패 대신 성공이 예상되기 때문에, 몇몇 종

류의 변형을 가능하게 하는 것이 발전이다. 더욱이, 실시예를 계속하기 위해서는, 하나 또는 2개의 키메라 RG-

KO 부모들 사이의 품종 개량은 RG-KO 자손의 생산율을 각각 25% 및 100%까지 상당히 증가시킬 것이다(표 B).

[0047]

면역결핍 동물 [0048]

하나의 실시형태 그룹은 면역결핍 돼지 또는 다른 가축, 및 이들의 제조 방법에 관한 것이다. 이들 실시형태는[0049]

동형접합 및 이형접합 넉아웃 유전자형의 선별을 관리하는 기회를 이용하는 멀티플렉스 편집물, 예를 들어 넉아

웃의 예들이다. 이들은, 파운더 라인을 신속하게 구축하는 멀티플렉스의 힘을 나타낸다. 이들은 또한, 키메라를

제조하는 것을 수반하는 본 발명의 추가적인 양태를 포함하기도 한다.

돼지는 인간의 크기 및 생리학적 특성을 모방하는 가장 관련이 깊은 비-영장류의 동물 모델이다. 불행하게도,[0050]

완전히 면역결핍된 돼지는 광범위하게 이용 가능하지 않은데, 왜냐하면, (1) 다중 유전자 넉아웃(KO)이 필요하

며, (2) 다중-유전자좌 널(null) 동물을 제작하기 위한 이종 교배가 비용이 아주 많이 들며, Ko의 수에 따라 가

능할 수 있고, (3) 오로지 작은 규모의 무균 설비들만이 돼지에 이용 가능하기 때문이다. 본원에서, 실시형태는

RAG2 및 IL2Rg가 둘 다 넉아웃(즉, RG-KO)된 대형 척추동물을 포함한다. 대형 척추동물이라는 용어는 시미안,

가축,  개  및  고양이를 지칭한다.  가축이라는 용어는 식용으로 관습적으로 사육되는 동물,  예컨대,  소,  양,

염소,  조류(닭,  칠면조),  돼지,  버팔로 및  어류를 지칭한다.  유전자는 체세포의 넉아웃일 수 있으며,  그런

다음, 이는 클로닝에 사용되어, 전체 동물을 생산한다. 대안적으로는, 유전자를 넉아웃시키기 위해 배아를 처리

할 수 있으며, 동물은 배아로부터 직접 유래된다. 멀티플렉스 유전자-표적 플랫폼은 돼지에서 T 세포, B 세포

및 NK 세포의 발달을 동시에 교란시킬 수 있다. 이에, 이러한 세포들 없이 제조된 동물은 본원의 방법을 이용하

여 F0 파운더로서 직접 제조될 수 있으나, 표현형은 FTT이다.

멀티플렉스 편집물용 농업적 표적[0051]

식용 동물 게놈의 편집은, 수많은 유전자좌들을 동시에 편집하고, 한번에 하나의 대립유전자를 발생시키는 대신[0052]

에, 대립유전자들을 함께 발생시키는 데 필요할 동물 품종 개량 세대를 절약함으로써, 크게 가속화될 수 있다.

또한, 일부 농업 형질은 복잡하며, 이는, 이들 형질이 1개 초과(2개 내지 수백개)의 유전자에서 대립유전자의

영향의 결과로서 나타남을 의미한다. 예를 들어, DGAT, ABCG2에서의 다형성, 및 염색체 18 상에서의 다형성은

젖소에서 네트 데어리 메리트(Net Dairy Merit)의 변동의 대부분을 차지한다. 가축 세포 또는 배아는 다양한 농

업적 표적들을 비롯한 수많은 유전자들의 멀티플렉스 편집을 받을 수 있다: 하나 이상의 AC AN, AMELY, BLG,

BMP  1B(FecB),  DAZL,  DGAT,  Eif4GI,  GDF8,  혼-폴 유전자좌, IGF2,  CWC15,  KissR/GRP54,  OFD1Y,  p65,  PRLR,

Prmd14, PRNP, Rosa, Socs2, SRY, ZFY, β-락토글로불린, CLPG.

멀티플렉싱을 위한 질환 모델링 표적: [0053]

암과 같은 일부 형질들은 다중 유전자에서의 돌연변이를 토대로 유발된다(APC/p53 참조). 또한, 수많은 질환 형[0054]

질들은 소위 복합 형질인데, 이는 1개 초과의 유전자에서 대립유전자의 영향의 결과로서 나타난다. 예를 들어,
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당뇨병, 대사질환, 심장 질환 및 신경학적 질환은 복합 형질로 간주된다. 실시형태는 개별 대립유전자에 대해

이형접합 및 동형접합인 동물 모델, 또는 상이한 조합들에서 다른 유전자에서 대립유전자와 조합된 모델을 포함

한다. 예를 들어, 젊은이에서 발병하는 성인형 당뇨병(mature onset diabetes of the young; MODY) 유전자좌는

개별적으로  그리고  부가적으로  당뇨병을  유발하며,  하기가  포함된다:  MODY  1(HNF4α),  MODY  2(GCK),  MODY

3(HNF1α),  MODY  4(Pdx1),  MODY  5(HNF-1β),  MODY  6(유로제닉 분화 1),  MODY  7(KLF11),  MODY  8(CEL),  MODY

9(PAX4), MODY 10(INS), MODY 11(BLK). 가축 세포 또는 배아는 다양한 질환 모델링 표적들을 포함하여, 동물

모델링을 위해 수많은 유전자들의 멀티플렉스 편집을 받을 수 있다: APC,  ApoE,  DMD,  GHRHR,  HR,  HSD11B2,

LDLR,  NF1,  NPPA,  NR3C2,  p53,  PKD1,  Rbm20,  SCNN1G,  tP53,  DAZL,  FAH,  HBB,  IL2RG,  PDX1,  PITX3,  Runx1,

RAG2, GGTA. 실시형태는 상기 표적들 중 하나 이상이 편집된, 예를 들어 KO된 세포, 배아 및 동물을 포함한다.

하나의 종 내의 유전자들은 다른 종들에 오르토로그(ortholog)를 가진다. 인간의 유전자 및 마우스의 유전자는[0055]

가축, 특히 소, 돼지, 양, 염소, 닭 및 토끼에서 오르토로그를 일관적으로 가진다. 이들 종과 어류 사이의 유전

적 오르토로그는 종종 유전자의 기능에 따라 일관된다. 생물학자들은 유전자 오르토로그를 찾는 과정에 친숙하

므로, 유전자들은 다른 종들의 오르토로그를 열거하지 않으면서 종들 중 하나의 면에서 본원에 기술될 수 있다.

따라서, 유전자의 교란에 대해 기술하고 있는 실시형태는 다른 종들에서 동일하거나 상이한 명칭을 가진 오르토

로그의 교란을 포함한다. 일반적인 유전적 데이터베이스뿐만 아니라 유전적 오르토로그의 동정에 특수화된 데이

터베이스가 존재한다. 더욱이, 당업자들은 유전자에 대해 보편적으로 사용되는 약어에 친숙하며, 문맥을 사용하

여, 어떤 유전자가 하나의 유전자에 대해 1개 초과의 약어로 지칭되는 경우, 또는 2개의 유전자가 동일한 약어

로 지칭되는 경우를 확인한다.

정조 줄기세포는 가축의 제2 유전자 변형 방법을 제공한다. 유전자 변형 또는 유전자 편집물은 공여자 고환으로[0056]

부터 단리된 정조 줄기세포에서 시험관내에서 실시될 수 있다. 변형된 세포는 수여자의 생식 세포-결실된 고환

내로 이식된다. 이식된 정조 줄기세포는 유전자 변형(들)을 가진 정자를 생산하며, 이는 인공 정액주입 또는 시

험관내 수정(IVF)을 통해 품종 개량에 사용되어 파운더 동물을 유도할 수 있다.

숙주 니치의 선택적 탈집단화에 의한 널로모픽(nullomorphic) 세포 또는 기관 소실의 보완.[0057]

티플렉스 편집을 사용하여, 특정 배아 또는 동물 니치로부터 세포 또는 기관을 의도적으로 제거하여, 보다 양호[0058]

한 공여자 세포 통합, 증식 및 분화에 도움이 되는 환경을 만들어서, 배아, 태아 또는 동물에서 이종상동성

(orthologous) 세포, 조직 또는 기관을 보완하여 이들의 기여를 증강시킬 수 있다. 비어있는 니치를 가진 동물

은, 공여자 세포 및 유전자에 의해 충전될 수 있는 결핍을 가지도록 제작되었기 때문에, 결핍 캐리어이다. 구체

적인 예로는, 수여자-삭제 및 배우자발생 세포 계통의 공여자-구출(DAZL, VASA, MIWI, PIWI 등)이 있다.

또 다른 실시형태에서, 멀티플렉스 유전자 편집을 사용하여, 선천성 탈모증을 유도할 수 있으며, 공여자 유래[0059]

세포에게 모발 모낭발생(folliculogeneis)에 참여할 기회를 제공할 수 있다. 탈모증을 유발하기 위해 멀티플렉

스 유전자 편집되는 것으로 간주되는 유전자로는, OMIM 및 인간 표현형 온톨로지 데이터베이스에서 동정된 것들

이 있다; DCAF17, VDR, PNPLA1, HRAS, 텔로머라제-vert, DSP, SNRPE, RPL21, LAMA3, UROD, EDAR, OFD1, PEX7,

COL3A1, ALOX12B, HLCS, NIPAL4, CERS3, ANTXR1, B3GALT6, DSG4, UBR1, CTC1, MBTPS2, UROS, ABHD5, NOP10,

ALMS1,  LAMB3,  EOGT,  SAT1,  RBPJ,  ARHGAP31,  ACVR1,  IKBKG,  LPAR6,  HR,  ATR,  HTRA1,  AIRE,  BCS1L,  MCCC2,

DKC1, PORCN, EBP, SLITRK1, BTK, DOCK6, APCDD1, ZIP4, CASR, TERT, EDARADD, ATP6V0A2, PVRL1, MGP, KRT85,

RAG2, RAG-1, ROR2, CLAUDIN1, ABCA12, SLA-DRA1, B4GALT7, COL7A1, HP2, GNA11, WNT5A, USB1, LMNA, EPS8L3,

NSDHL, TRPV3, KRAS, TINF2, TGM1, DCLRE1C, PKP1, WRAP53, KDM5C, ECM1, TP63, KRT14, PvIPK4. 모낭발생 잠

재성을 가진 공여자 세포가 가진 키메라 현상을 사용하여, 인간의 모낭을 성장시킬 수 있다. 돼지 또는 다른 척

추동물에서 기관 또는 조직의 제거, 및 인간 기원의 기관 또는 조직의 성장이 특히, 의학적 기관 또는 조직의

공급원으로서 유용하다.

멀티플렉스를 위한 추가적인 보완 표적은 PRKDC, BCL11a, BMI1, CCR5, CXCR4, DKK1, ETV2, FLI1, FLK1, GATA2,[0060]

GATA4, HHEX, KIT, LMX1A, MYF5, MYOD1, MYOG, NKX2-5, NR4A2, PAX3, PDX1, PITX3, Runx1, RAG2, GGTA, HR,

HANDII, TBX5이다.

실시형태는 멀티플렉스 접근법 또는 다른 접근법에 의해 상기 표적들 중 1개, 2개 또는 그 이상(2개 내지 25[0061]

개)을 표적화하는 것을 포함한다.

편집된 유전자 [0062]

특정 표적 및 표적화된 엔도뉴클레아제와 관련하여 본원에 기술된 방법 및 발명은 광범위하게 적용 가능하다.[0063]
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본 발명자들은 하기 유전자들 모두를 이용한 편집물을 이용하여 클로닝에 적합한 원발성 가축 세포를 제조하였

다.

[0064]
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[0065]

유전자 변형 동물[0066]

유전자 발현 마커를 제자리에 두어서 이것이 동물로부터 증식될 수 있게 하는 방법을 사용하거나, 이러한 마커[0067]

를 동물에 위치시키지 않는 방법에 의해, 염색체 변형에 대해 모노-대립유전자형 또는 바이-대립유전자형인 동

물을 제조할 수 있다. 예를 들어, 본 발명자들은 동물의 염색체에 변화를 주거나 외인성 유전자를 염색체에 삽

입하기 위해, 상동성 의존적 재조합(HDR) 방법을 사용하였다. TALEN과 같은 툴 및 리컴비나제 융합 단백질, 뿐

만 아니라 종래의 방법들은 본원 어디에서나 고찰되어 있다. 본원에 개시된 유전자 변형을 지지하는 실험 데이

터 중 일부는 하기와 같이 요약된다. 발명자들은 이미, 변형된 세포의 폴리제닉 집단으로부터 클로닝할 때의 이

례적인 클로닝 효율에 대해 언급하였으며, 단리된 콜로니에 대한 체세포 핵 트랜스퍼(SCNT)에 의한 클로닝 효율

의  변동을  피하기  위해  이러한  접근법을  주장하였다(문헌[Carlson  et  al,  2011]).  그러나,  부가적으로는,

TALEN-매개 게놈 변형뿐만 아니라 리컴비나제 융합 분자에 의한 변형은 단일 세대에서 달성되어야 하는 바이-대

립유전자 변경을 제공한다. 예를 들어, 넉아웃된 유전자에 대해 동형접합인 동물은 SCNT에 의해 제조될 수 있으

며, 동계 교배 개량 없이 동형접합체를 생산할 수 있다. 임신 기간, 및 돼지 및 소와 같은 가축에 대한 번식 연

령으로의 성숙은 연구 및 생산에 대한 상당한 장벽이다. 예를 들어, 클로닝 및 품종 개량에 의한 이형접합 돌연
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변이체 세포(2개 성별 모두)로부터의 동형접합 넉아웃의 발생은 돼지 및 소 각각에 대해 16개월 및 30개월이 소

요될 것이다. 주장컨대, 일부는 유전자 변형 및 SCNT의 순차적인 사이클을 이용하여 이러한 부담을 감소시켰으

나(문헌[Kuroiwa et al., 2004]), 이는 둘 다 기술적으로 어렵고 비용면에서 꺼려지며, 더욱이, 대형 척추동물

실험 모델 또는 가축에 실제로 유용한 F0 동물을 제조하기 위한 순차적인 클로닝을 피하기 위한 많은 이유들이

존재한다. SCNT 전에, 바이-대립유전자 KO 세포를 일상적으로 생성하는 능력은 대형 동물 유전자 조작에서 상당

한 진보이다. 바이-대립유전자 넉아웃은 ZFN 및 희석 클로닝과 같은 다른 과정들을 사용하여 불멸 세포주에서

달성되었다(문헌[Liu et al., 2010]). 또 다른 그룹은 최근, 상업적인 ZFN 시약을 사용한 돼지 GGTA1의 바이-대

립유전자 KO에 관해 기술하였으며(문헌[Hauschild et al., 2011]), 여기서, 바이-대립유전자 널 세포는 GGTA1-

의존적 표면 에피토프의 부재에 대해 FACS에 의해 농화(enrich)될 수 있었다. 이들 연구가 특정한 유용한 개념

을 나타내긴 하지만, 이들 연구는, 간단한 클론 희석이 일반적으로 원발성 섬유아세포 단리물에 대해서는 실현

가능하지 않으며(섬유아세포가 저밀도에서는 불량하게 성장함), 널 세포에 대한 생물학적 농화가 대부분의 유전

자에 대해 이용가능하지 않기 때문에, 변형될 수 있었음을 보여주지 않는다.

표적화된 뉴클레아제-유도 상동성 재조합을 사용하여, 연결된 선별 마커에 대한 요구를 없앨 수 있다. TALEN은,[0068]

특정 대립유전자를 상동성 의존적 복구(HDR)에 의해 가축 게놈 내로 정확하게 트랜스퍼하는 데 사용될 수 있다.

파일럿 연구에서,  특정 11  bp  결실(벨지언 블루 대립유전자)(문헌[Grobet  et  al.,  1997;  Kambadur  et  al.,

1997])을 소의 GDF8 유전자좌 내로 도입하였다(U.S. 2012/0222143 참조). 단독으로 형질감염될 때, btGDF8.1

TALEN 쌍은 표적 유전자좌에서 염색체 중 16% 이하를 절단하였다. 11 bp 결실을 가진 슈퍼코일드 상동성 DNA 복

구 주형으로 공동-형질감염하면, 요망되는 사건에 대한 선별 없이도, 제3일에 유전자 전환 빈도(HDR)가 5% 이하

로 달성되었다. 유전자 전환을, 스크리닝된 단리된 콜로니 중 1.4%에서 확인하였다. 이들 결과는, TALEN을 사용

하여, 연결된 선별 마커의 도움 없이도 HDR을 효과적으로 유도할 수 있음을 나타내었다.

상동성 표적 복구(HDR) [0069]

상동성 표적 복구(HDR)는 세포에서 ssDNA 및 이중 가닥 DNA(dsDNA) 병변을 복구하기 위한 메커니즘이다. 이러한[0070]

복구 메커니즘은, 병변 부위에 대해 상당한 상동성을 가진 서열을 가진 HDR 주형이 존재할 때, 세포에 의해 사

용될 수 있다. 생물학적 분야에서 보편적으로 사용되는 용어이니만큼 특이적인 결합은, 비-표적 조직과 비교하

여 상대적으로 높은 친화성으로 표적에 결합하는 분자를 지칭하며, 일반적으로 복수의 비-공유 상호작용, 예컨

대 정전기적 상호작용, 반데르발스 상호작용, 수소 결합 등을 수반한다. 특이적인 혼성화는 상보적 서열을 가진

핵산들 사이의 특이적인 결합 형태이다. 단백질은 또한, 예를 들어, TALEN 또는 CRISPR/Cas9 시스템에서 또는

Gal4 모티프에 의해 DNA에 특이적으로 결합할 수 있다. 대립유전자의 유전자이입은 주형-가이디드 과정을 이용

하여 내인성 대립유전자를 외인성 대립유전자로 복사하는 과정을 지칭한다. 내인성 대립유전자는 사실상 절개되

고, 일부 상황들에서 외인성 핵산 대립유전자에 의해 대체될 것이지만, 본 이론은 이러한 과정이 복사 메커니즘

이라는 것이다. 대립유전자가 유전자 쌍이기 때문에, 이들 사이에 상당한 상동성이 존재한다. 대립유전자는 단

백질을 인코딩하는 유전자일 것이거나, 대립유전자는 생물활성 RNA 사슬을 인코딩하는 기능 또는 조절 단백질이

나 RNA를 수용하는 부위를 제공하는 것과 같은 다른 기능들을 가질 수 있다.

HDR 주형은 유전자이입되는 대립유전자를 포함하는 핵산이다. 주형은 dsDNA 또는 단일-가닥 DNA(ssDNA)일 수 있[0071]

다. ssDNA 주형은 바람직하게는 약 20개 내지 약 5000개의 잔기를 가지지만, 다른 길이들도 사용될 수 있다. 당

업자는, 예시적으로 언급된 범위 내의 모든 범위들 및 값들이 고려됨을 즉시 이해할 것이며; 예를 들어, 500개

내지 1500개의 잔기, 20개 내지 100개의 잔기 등. 주형은 내인성 대립유전자에 인접한 DNA 또는 대체되어야 하

는 DNA에 상동성을 제공하는 측면(flanking) 서열을 추가로 포함할 수 있다. 주형은 또한, 표적화된 뉴클레아제

시스템에 결합되는 서열을 포함할 수도 있으며, 따라서, 시스템의 DNA-결합 구성원에 대한 동족 결합 부위이다.

동족이라는 용어는, 수용체 및 이의 리간드와 같이 전형적으로 상호작용하는 2개의 생체분자를 지칭한다. HDR

과정의 맥락에서, 생체분자들 중 하나는 의도되는, 즉, 동족 DNA 부위 또는 단백질 부위와 결합하는 서열을 이

용하여 디자인될 수 있다.

표적화된 엔도뉴클레아제 시스템 [0072]

전사 활성자-유사 효과기 뉴클레아제(TALEN) 및 아연 핑거 뉴클레아제(ZFN)와 같은 게놈 편집 툴은 생명공학,[0073]

유전자 요법, 및 많은 유기체들에서의 기능성 게놈 연구 분야에 영향을 미쳐 왔다. 보다 최근에는, RNA-가이디

드 엔도뉴클레아제(RGEN)가  상보적 RNA  분자에 의해 이의 표적 부위로 향하게 된다.  Cas9/CRISPR  시스템은

REGEN이다. tracrRNA는 또 다른 이러한 툴이다. 이들은 표적화된 뉴클레아제 시스템의 예들이며: 이들 시스템은

뉴클레아제를 표적 부위에 위치화시키는 DNA-결합 구성원을 가진다. 그런 다음, 이러한 부위는 뉴클레아제에 의
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해 절단된다. TALEN 및 ZFN은 DNA-결합 구성원에 융합된 뉴클레아제이다. Cas9/CRISPR은 표적 DNA 상에서 서로

발견하는 동족이다. DNA-결합 구성원은 염색체 DNA에 동족 서열을 가진다. DNA-결합 구성원은 전형적으로, 의도

되는  동족  서열의  측면에서  디자인되어,  의도되는  부위에서  또는  의도되는  부위  근처에서  핵산분해

(nucleolytic) 작용을 수득한다. 특정한 실시형태들이 제한 없이 이러한 시스템 모두에 적용 가능하며; 이러한

실시형태로는, 뉴클레아제 재-절단을 최소화하는 실시형태, 의도되는 잔기에서 정확하게 SNP를 제조하기 위한

실시형태, 및 DNA-결합 부위에서 유전자이입되는 대립유전자의 대체가 있다.

TALEN [0074]

본원에 사용되는 바와 같이, TALEN이라는 용어는 광범위하며, 또 다른 TALEN의 도움 없이 이중 가닥 DNA를 절단[0075]

할 수 있는 단량체성 TALEN을 포함한다. TALEN이라는 용어는 또한, 동일한 부위에서 DNA를 절단하기 위해 함께

작동하도록 조작된 TALEN 쌍 중 하나의 구성원 또는 두 구성원 모두를 지칭하는 데 사용된다. 함께 작동하는

TALEN은 DNA 또는 TALEN-쌍의 대칭성(handedness)을 나타내는 좌측-TALEN 및 우측-TALEN으로 지칭될 수 있다.

TAL에 대한 암호(cipher)는 보고되어 왔으며(PCT 공개 WO 2011/072246), 여기서, 각각의 DNA 결합 반복부는 표[0076]

적 DNA 서열에서 하나의 염기쌍을 인지하는 데 관여한다. 잔기는 DNA 서열을 표적으로 하도록 조립될 수 있다.

간략하게는, TALEN의 결합을 위한 표적 부위는 결정되어 있으며, 표적 부위를 인지하는 일련의 RVD 및 뉴클레아

제를 포함하는 융합 분자가 형성된다. 결합 시, 뉴클레아제는 DNA를 절단하며, 이로 인해, 세포의 복구 머시너

리가 작동하여, 절단된 말단들에서 유전자 변형을 형성할 수 있다.

TALEN이라는 용어는, 전사 활성자-유사(TAL) 효과기 결합 도메인 및 뉴클레아제 도메인을 포함하는 단백질을 의[0077]

미하며, 그 자체가 기능성인 단량체성 TALEN뿐만 아니라 또 다른 단량체성 TALEN과의 이량체화를 필요로 하는

것들을  포함한다.  단량체성  TALEN  둘  다가  동일할  때,  이량체화에  의해  동종이량체성  TALEN이  형성될  수

있거나, 단량체성 TALEN들이 상이할 때, 이량체화에 의해 이종이량체성 TALEN이 형성될 수 있다. TALEN은 불멸

화된 인간 세포에서 2개의 주요 진핵 DNA 복구 경로, 비-상동성 말단 접합(NHEJ) 및 상동성 표적 복구에 의해

유전자 변형을 유도하는 것으로 나타났다. TALEN은 종종 쌍으로 사용되지만, 단량체성 TALEN이 알려져 있다.

TALEN (및 다른 유전자 툴)에 의해 처리될 세포로는,  배양된 세포, 불멸화된 세포, 원발성 세포, 원발성 체세

포, 접합자, 생식 세포, 원시 생식 세포, 배반포 또는 줄기세포 등이 있다. 일부 실시형태에서, 다른 단백질 도

메인들(예, 비-뉴클레아제 단백질 도메인)을 특이적인 뉴클레오타이드 서열에 표적화하기 위해, TAL 효과기가

사용될 수 있다. 예를 들어, TAL 효과기는 비제한적으로, DNA 20 상호작용 효소(예, 메틸라제, 토포이소머라제,

인테그라제, 트랜스포사제 또는 리가제), 전사 활성자 또는 억제제 유래의 단백질 도메인, 또는 히스톤과 같은

다른 단백질과 상호작용하거나 이를 변형시키는 단백질에 연결될 수 있다. 이러한 TAL 효과기 융합의 용도로는,

예를 들어, 에피유전학적(epigenetic) 조절 구성원을 형성하거나 변형시키는 것, DNA에서 부위-특이적 삽입, 결

실 또는 복구를 만드는 것, 유전자 발현을 조절하는 것 및 염색질 구조를 변형시키는 것 등이 있다.

뉴클레아제라는 용어는 엑소뉴클레아제 및  엔도뉴클레아제를 포함한다.  엔도뉴클레아제라는 용어는 DNA  또는[0078]

RNA 분자, 바람직하게는 DNA 분자 내의 핵산들 사이에서 가수분해(절단)를 촉매할 수 있는 임의의 야생형 효소

또는 변이체 효소를 지칭한다. 엔도뉴클레아제의 비제한적인 예로는, 유형 II 제한효소 엔도뉴클레아제, 예컨대

FokI, HhaI, HindIII, NotI, BbvCl, EcoRI, BglII 및 AlwI이 있다. 엔도뉴클레아제는 또한, 전형적으로 길이가

약 12개 내지 45개의 염기쌍(bp), 보다 바람직하게는 14 bp 내지 45 bp인 폴리뉴클레오타이드 인지 부위를 가질

때, 희귀-절단 엔도뉴클레아제를 포함한다. 희귀-절단 엔도뉴클레아제는 정해진 유전자 좌에서 DNA 이중-가닥

절단부(DSB)를 유도한다. 희귀-절단 엔도뉴클레아제(rare-cutting endonuclease)는 예를 들어, 표적화된 엔도뉴

클레아제, 조작된 아연-핑거 도메인과 Fok1과 같은 제한효소의 촉매 도메인과의 융합에 의해 형성된 키메라 아

연-핑거 뉴클레아제(ZFN), 또는 화학적 엔도뉴클레아제일 수 있다. 화학적 엔도뉴클레아제에서, 화학적 절단기

(cleaver) 또는 펩타이드성 절단기가, 특이적인 표적 서열을 인지하는 핵산 중합체 또는 또 다른 DNA에 공액됨

으로써, 특이적인 서열에 대한 절단 활성을 표적으로 한다. 화학적 엔도뉴클레아제는 또한, 특이적인 DNA 서열

에 결합하는 것으로 알려진 오르토페난트롤린의 컨쥬게이트와 같은 합성 뉴클레아제, DNA 절단 분자 및 트리플

렉스-형성 올리고뉴클레오타이드(TFO)를 포함한다. 이러한 화학적 엔도뉴클레아제는 본 발명에 따른 "엔도뉴클

레아제"라는 용어에 포함된다. 이러한 엔도뉴클레아제의 예로는, I-See I, I-Chu L I-Cre I, I-Csm I, PI-See

L PI-Tti L PI-Mtu I, I-Ceu I, I-See IL 1-See III, HO, PI-Civ I, PI-Ctr L PI-Aae I, PI-Bsu I, PI-Dha I,

PI-Dra L PI-Mav L PI-Meh I, PI-Mfu L PI-Mfl I, PI-Mga L PI-Mgo I, PI-Min L PI-Mka L PI-Mle I, PI-Mma

I, PI-30 Msh L PI-Msm I, PI-Mth I, PI-Mtu I, PI-Mxe I, PI-Npu I, PI-Pfu L PI-Rma I, PI-Spb I, PI-Ssp L

PI-Fae L PI-Mja I, PI-Pho L PI-태그 L PI-Thy I, PI-Tko I, PI-Tsp I, I-Msol가 있다.
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TALEN 또는 다른 툴들에 의해 형성되는 유전자 변형은 예를 들어, 삽입, 결실, 외인성 핵산 단편의 삽입 및 치[0079]

환으로 이루어진 목록으로부터 선택될 수 있다. 삽입이라는 용어는 광범위하게는, 문자 그대로 염색체 내로의

삽입, 또는 복구용 주형으로서 외인성 서열의 사용을 의미하는 데 사용된다. 일반적으로, 표적 DNA 부위가 동정

되고, 이러한 부위에 특이적으로 결합할 TALEN-쌍이 생성된다. TALEN은, TALEN을 인코딩하는 단백질, mRNA로서

또는 벡터에 의해 세포 또는 배아에 전달된다. TALEN은 DNA를 절단하여, 이중-가닥 절단부를 만들고, 그런 다음

이를 복구시켜, 종종 indel을 형성하거나 또는 수반되는 외인성 핵산에 함유된 서열 또는 다형성을 혼입시키며,

이러한 외인성 핵산은 염색체에 삽입되거나 변형된 서열을 가진 절단부의 복구를 위한 주형으로서 작용한다. 이

러한 주형-구동 복구는 염색체를 변화시키는 유용한 과정이며, 세포의 염색체에 효과적인 변화를 제공한다.

외인성 핵산이라는 용어는, 핵산이 세포에 자연적으로 존재하는 핵산 서열과 동일하거나 상이한 것과는 상관없[0080]

이, 세포 또는 배아에 첨가되는 핵산을 의미한다. 핵산 단편이라는 용어는, 광범위하며, 염색체, 발현 카세트,

유전자, DNA, RNA, mRNA 또는 이들의 일부를 포함한다. 세포 또는 배아는 예를 들어, 비-인간 척추동물, 비-인

간 영장류, 소, 말, 돼지, 양, 닭, 조류, 토끼, 염소, 개, 고양이, 실험 동물 및 어류로 이루어진 군으로부터

선택될 수 있다.

일부 실시형태는, TALEN-쌍에 의해 특이적으로 결합되는 부위에서 세포 또는 배아의 DNA에 유전자 변형을 유발[0081]

하는 TALEN-쌍을 가축 및/또는 우제류 세포 또는 배아 내로 도입하는 단계, 및 상기 세포로부터 가축 동물/우제

류를 생산하는 단계를 포함하는, 유전적으로 변형된 가축 및/또는 우제류를 제조하는 조성물 또는 방법을 수반

한다. 직접 주사는 세포 또는 배아를 예를 들어, 접합자, 배반포 또는 배아에 도입하는 데 사용될 수 있다. 대

안적으로는, TALEN 및/또는 다른 인자들은 단백질, RNA, mRNA, DNA 또는 벡터의 도입을 위한 많은 알려진 기술

들 중 임의의 기술을 사용하여 세포 내로 도입될 수 있다. 유전적으로 변형된 동물은 공지된 과정들, 예를 들어

임신 숙주(gestational host) 내로의 배아의 이식 또는 다양한 클로닝 방법들에 따라 배아 또는 세포로부터 제

조될 수 있다. "TALEN에 의해 특이적으로 결합되는 부위에서 세포의 DNA에 대한 유전자 변형"이라는 문구 등은,

TALEN이 이의 표적 부위에 특이적으로 결합될 때, TALEN 상에서 뉴클레아제에 의해 절단되는 부위에서 유전자

변형이 이루어짐을 의미한다. 뉴클레아제는, TALEN-쌍이 결합하는 부위를 정확하게 절단하지 않으며, 그보다는

2개의 결합 부위들 사이의 한정된(defined) 부위에서 절단한다.

일부 실시형태는 동물을 클로닝하는 데 사용되는 세포의 조성물 또는 처리를 수반한다. 세포는 가축 및/또는 우[0082]

제류 세포, 배양된 세포, 원발성 세포, 원발성 체세포, 접합자, 생식 세포, 원시 생식 세포 또는 줄기세포일 수

있다. 예를 들어, 일 실시형태는, 배양중인 복수의 원발성 세포들을 TALEN 단백질, 또는 TALEN이나 TALEN들을

인코딩하는 핵산에 노출시키는 단계를 포함하는, 유전자 변형을 형성하는 조성물 또는 방법이다. TALEN은 예를

들어, 벡터에서 mRNA 서열 또는 DNA 서열에 의해 인코딩되는 단백질 또는 핵산 단편으로서 도입될 수 있다.

아연 핑거 뉴클레아제 [0083]

아연-핑거 뉴클레아제(ZFN)는 아연 핑거 DNA-결합 도메인을 DNA-절단 도메인에 융합시킴으로써 제조되는 인공적[0084]

인 제한효소이다. 아연 핑거 도메인은 요망되는 DNA 서열을 표적화하도록 조작될 수 있으며, 이로써 아연-핑거

뉴클레아제는 복잡한 게놈 내의 독특한 서열을 표적화할 수 있다. 내인성 DNA 복구 머시너리를 이용함으로써,

이들 시약은 고등 유기체의 게놈을 변경하는 데 사용될 수 있다. ZFN은 유전자를 불활성화시키는 방법에 사용될

수 있다.

아연 핑거 DNA-결합 도메인은 약 30개의 아미노산을 가지며, 적합한 구조로 접힌다. 각각의 핑거는 본래 DNA 기[0085]

질 내의 트리플렛(triplet)에 결합한다. 주요 위치에서의 아미노산 잔기는 DNA 부위와의 서열-특이적인 상호작

용 대부분에 기여한다. 이들 아미노산은, 필수적인 구조를 보존하기 위해 잔여 아미노산을 유지하면서도 변화될

수 있다. 탠덤(tandem)에서 몇몇 도메인들을 연결함으로써, 보다 긴 DNA 서열에의 결합이 달성된다. 비-특이적

Fok1 절단 도메인(N), 전사 활성자 도메인(A), 전사 억제자 도메인(R) 및 메틸라제(M)와 같은 다른 작용기들이

ZFP에 융합되어, 각각 ZFN, 아연 핑거 전사 활성자(ZFA), 아연 핑거 전사 억제자(ZFR) 및 아연 핑거 메틸라제

(ZFM)를 형성할 수 있다. 유전적으로 변형된 동물을 제조하기 위해 아연 핑거 및 아연 핑거 뉴클레아제를 사용

하기  위한  물질  및  방법은 예를 들어,  U.S.  8,106,255;  U.S.  2012/0192298;  U.S.  2011/0023159;  및  U.S.

2011/0281306에 개시되어 있다.

벡터 및 핵산 [0086]

다양한 핵산들이 넉아웃 목적을 위해, 유전자의 불활성화를 위해, 유전자의 발현을 수득하기 위해 또는 다른 목[0087]

적들을 위해 세포 내로 도입될 수 있다. 본원에 사용되는 바와 같이, 핵산이라는 용어는, 이중-가닥 또는 단일-
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가닥(즉, 센스 또는 안티센스 단일 가닥)인 DNA, RNA, 핵산 유사체 및 핵산을 포함한다. 핵산 유사체는 예를 들

어, 핵산의 안정성, 혼성화 또는 용해성을 개선하기 위해, 염기 모이어티, 당 모이어티 또는 포스페이트 백본에

서 변형될 수 있다. 데옥시리보스 포스페이트 백본은 변형되어 모르폴리노 핵산을 생성할 수 있으며, 이러한 핵

산에서 각각의 염기 모이어티는 6-원의 모르폴리노 고리 또는 펩타이드 핵산에 연결되며, 여기서, 데옥시포스페

이트 백본은 슈도펩타이드 백본에 의해 대체되고, 4개의 염기가 보유된다.

표적 핵산 서열은 프로모터와 같은 조절 영역에 작동적으로 연결될 수 있다. 조절 영역은 돼지의 조절 영역일[0088]

수 있거나, 다른 종의 조절 영역일 수 있다. 본원에 사용되는 바와 같이, 작동적으로 연결된다라는 것은, 표적

핵산의 전사를 허용하거나 촉진하는 방식으로, 핵산 서열에 대해 조절 영역을 위치화시키는 것을 지칭한다.

일반적으로, 임의의 유형의 프로모터가 표적 핵산 서열에 작동적으로 연결될 수 있다. 프로모터의 예로는, 비제[0089]

한적으로, 조직-특이적인 프로모터, 구성적 프로모터, 유도성 프로모터, 및 특정 자극에 반응성이거나 불응성인

프로모터가 있다. 일부 실시형태에서, 유의미한 조직-특이성 또는 시간(temporal)-특이성 없이 핵산 분자의 발

현을 촉진하는 프로모터가 사용될 수 있다(즉, 구성적 프로모터). 예를 들어, 닭 베타-액틴 유전자 프로모터,

유비퀴틴 프로모터,  miniCAGs  프로모터,  글리세르알데하이드-3-포스페이트 데하이드로게나제(GAPDH)  프로모터

또는 3-포스포글리세레이트 키나제(PGK) 프로모터와 같은 베타-액틴 프로모터가 사용될 수 있으며, 뿐만 아니라

단순 헤르페스 바이러스 티미딘 키나제(HSV-TK) 프로모터, SV40 프로모터 또는 사이토메갈로바이러스(CMV) 프로

모터와 같은 바이러스 프로모터가 사용될 수 있다. 일부 실시형태에서, 닭 베타 액틴 유전자 프로모터와 CMV 인

핸서의 융합이 프로모터로서 사용된다. 예를 들어, 문헌[Xu et al., Hum. Gene Ther. 12:563, 2001; 및 Kiwaki

et al., Hum. Gene Ther. 7:821, 1996]을 참조한다.

핵산 구축물에 유용할 수 있는 부가적인 조절 영역으로는, 폴리아데닐화 서열, 번역 조절 서열(예, 내부 리보좀[0090]

도입 절편, IRES), 인핸서, 유도성 요소 또는 인트론이 있으나, 이들로 한정되는 것은 아니다. 이러한 조절 영

역들은 필수적이지 않을 수 있긴 하지만, 이들은 전사, mRNA의 안정성, 번역 효율 등에 영향을 미침으로써 발현

을 증가시킬 수 있다. 이러한 조절 영역은, 세포(들)에서 핵산의 최적 발현을 수득하기 위해, 핵산 구축물에 요

망되는 대로 포함될 수 있다. 그러나, 충분한 발현이 종종 이러한 부가적인 요소 없이도 수득될 수 있다.

신호 펩타이드 또는 선별가능한 발현 마커를 인코딩하는 핵산 구축물이 사용될 수 있다. 인코딩된 폴리펩타이드[0091]

가 특정 세포 위치(예, 세포 표면)로 향하도록 신호 펩타이드가 사용될 수 있다. 선별가능한 마커의 비제한적인

예로는, 퓨로마이신, 간사이클로비르(ganciclovir), 아데노신 데아미나제(ADA), 아미노글리코사이드 포스포트랜

스퍼라제(neo, G418, APH), 다이하이드로폴레이트 리덕타제(DHFR), 하이그로마이신-B-포스포트랜스퍼라제, 티미

딘 키나제(TK) 및 잔틴-구아닌 포스포리보실트랜스퍼라제(XGPRT)가 있다. 이러한 마커는 배양중인 적합한 형질

전환체를 선별하는 데 유용하다. 다른 선별가능한 마커로는, 형광 폴리펩타이드, 예컨대 녹색 형광 단백질 또는

황색 형광 단백질 등이 있다.

일부 실시형태에서, 선별가능한 마커를 인코딩하는 서열은 리컴비나제(recombinase), 예컨대 Cre 또는 Flp에 대[0092]

한 인지 서열의 측면에 존재할 수 있다. 예를 들어, 선별가능한 마커는, 이러한 선별가능한 마커가 구축물로부

터 절개될 수 있도록, loxP 인지 부위(Cre 리컴비나제에 의해 인지되는 34-bp 인지 부위) 또는 FRT 인지 부위의

측면에 존재할 수  있다.  문헌[Orban  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.,  89:6861,  1992,  for  a  review  of

Cre/lox technology, and Brand and Dymecki, Dev. Cell, 6:7, 2004]를 참조한다. 선별가능한 마커 유전자에

의해 방해받은 Cre-활성화가능한 이식유전자 또는 Flp-활성화가능한 이식유전자를 함유하는 트랜스포존 또한,

이식유전자의 조건적 발현을 가진 유전자 이식(transgenic) 동물을 수득하는 데 사용될 수 있다. 예를 들어, 마

커/이식유전자의 발현을 구동하는 프로모터는 편재적(ubiquitous)이거나 조직-특이적일 수 있으며, 이로써 F0

동물(예, 돼지)에서 마커가 편재적으로 발현되거나 조직-특이적으로 발현될 것이다. 이식유전자의 조직 특이적

인 활성화는 예를 들어, 마커-방해된 이식유전자를 편재적으로 발현하는 돼지를, Cre 또는 Flp를 조직-특이적인

방식으로 발현하는 돼지와 교배시킴으로써, 또는 마커-방해받은 이식유전자를 조직-특이적인 방식으로 발현하는

돼지를, Cre 또는 Flp 리컴비나제를 편재적으로 발현하는 돼지와 교배시킴으로써 달성될 수 있다. 이식유전자의

조절된 발현 또는 마커의 조절된 절개는 이식유전자를 발현시킬 수 있다.

일부 실시형태에서, 외인성 핵산은 폴리펩타이드를 인코딩한다. 폴리펩타이드를 인코딩하는 핵산 서열은, 인코[0093]

딩된 폴리펩타이드의 후속적인 조작을 촉진하도록(예, 위치화 또는 검출을 촉진하도록) 디자인된 "태그"를 인코

딩하는 태그 서열을 포함할 수 있다. 태그 서열은, 인코딩된 태그가 폴리펩타이드의 카르복실 말단 또는 아미노

말단에 위치되도록, 폴리펩타이드를 인코딩하는 핵산 서열에 삽입될 수 있다. 인코딩된 태그의 비제한적인 예로

는, 글루타티온 S-트랜스퍼라제(GST) 및 FLAG™ 태그(Kodak, New Haven, CT)가 있다.
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핵산 구축물은 예를 들어, 난모세포 또는 난자와 같은 생식 세포, 전구 세포, 성인 또는 배아 줄기세포, 원시[0094]

생식 세포, 신장 세포, 예컨대 PK-15 세포, 섬세포, 베타 세포, 간 세포 또는 섬유아세포, 예컨대 피부 섬유아

세포를 비롯한 임의의 유형의 배아, 태아 또는 성인 우제류/가축 세포 내로 다양한 기술들을 사용해 도입될 수

있다. 이러한 기술의 비제한적인 예로는, 트랜스포존 시스템, 세포를 감염시킬 수 있는 재조합 바이러스, 또는

리포좀의  사용,  또는  다른  비-바이러스  방법,  예컨대  핵산을  세포에  전달할  수  있는  전기천공,  현미주사

(microinjection) 또는 칼슘 포스페이트 침강 등이 있다.

트랜스포존 시스템에서, 핵산 구축물의 전사 단위, 즉, 외인성 핵산 서열에 작동적으로 연결된 조절 영역은 트[0095]

랜스포존의  역반복부에  측면에  존재한다.  예를  들어,  슬리핑  뷰티(Sleeping  Beauty)(US  6,613,752  및  US

2005/0003542 참조); 프로그 프린스(Frog Prince)(문헌[Miskey et al., Nucleic Acids Res., 31:6873, 2003]

참조);  Tol2(문헌[Kawakami,  Genome  Biology,  8(Suppl.l):S7,  2007]  참조); 미노스(Minos)(문헌[Pavlopoulos

et  al.,  Genome  Biology,  8(Suppl.l):S2,  2007]  참조);  Hsmar1(문헌[Miskey  et  al.,  Mol  Cell  Biol.,

27:4589, 2007] 참조); 및 패스포트(Passport)를 비롯한 몇몇 트랜스포존 시스템들이 핵산을 마우스 세포, 인간

세포  및  돼지  세포를  비롯한  세포  내로  도입하기  위해  개발되어  왔다.  슬리핑  뷰티  트랜스포존이  특히

유용하다.  트랜스포사제는  단백질로서  전달되며,  외인성  핵산과  동일한  핵산  구축물  상에서  인코딩될  수

있으며, 개별 핵산 구축물 상에 도입되거나 mRNA(예, 시험관내에서 전사되고 캡핑된 mRNA)로서 제공될 수 있다.

핵산은 벡터 내로 혼입될 수 있다. 벡터는, 캐리어로부터 표적 DNA 내로 이동하도록 디자인된 임의의 특이적인[0096]

DNA 절편을 포함하는 광범위한 용어이다. 벡터는 발현 벡터 또는 벡터 시스템으로서 지칭될 수 있으며, 이는 에

피좀, 플라스미드 또는 심지어 바이러스/파지 DNA 절편과 같이 DNA를 게놈 또는 다른 표적화된 DNA 서열 내로

삽입하는 데 필요한 성분 세트이다. 동물에서 유전자 전달에 사용되는 벡터 시스템, 예컨대 바이러스 벡터(예,

레트로바이러스, 아데노-연관 바이러스 및 통합 파지 바이러스) 및 비-바이러스 벡터(예, 트랜스포존)는 2개의

기본적인 성분을 가진다: 1) DNA(또는 cDNA로 역전사되는 RNA)로 이루어진 벡터, 및 2) 벡터와 DNA 표적 서열을

둘 다 인지하고, 벡터를 표적 DNA 서열 내로 삽입하는 트랜스포사제, 리컴비나제 또는 다른 인테그라제 효소.

대부분의 벡터는 종종 하나 이상의 발현 조절 서열을 포함하는 하나 이상의 발현 카세트를 함유하며, 여기서,

발현 조절 서열은 또 다른 DNA 서열 또는 mRNA의 전사 및/또는 번역을 각각 조절 및 제어하는 DNA 서열이다.

많은 상이한 유형의 벡터들이 알려져 있다. 예를 들어, 플라스미드 및 바이러스 벡터, 예를 들어 레트로바이러[0097]

스 벡터가 알려져 있다. 포유류의 발현 플라스미드는 전형적으로, 복제 기원, 적합한 프로모터 및 선택적인 인

핸서를 포함하고, 또한 임의의 필수적인 리보좀 결합 부위, 폴리아데닐화 부위, 스플라이스 공여자 및 수용자

부위, 전사 종결 서열 및 5' 측면 비-전사 서열을 또한 포함한다. 벡터의 예로는, 플라스미드(또 다른 유형의

벡터의 캐리어일 수도 있음),  아데노바이러스,  아데노-연관 바이러스(AAV),  안티바이러스(예,  변형된 HIV-1,

SIV 또는 FIV), 레트로바이러스(예, ASV, ALV 또는 MoMLV) 및 트랜스포존(예, 슬리핑 뷰티, P-요소, Tol-2, 프

로그 프린스, piggyBac)이 있다.

본원에 사용되는 바와 같이, 핵산이라는 용어는 예를 들어, cDNA, 게놈 DNA, 합성(예, 화학적으로 합성된) DNA,[0098]

뿐만 아니라 자연 발생적인 핵산 및 화학적으로 변형된 핵산, 예를 들어 합성 염기 또는 대안적인 백본을 비롯

한 RNA 및 DNA 둘 다를 지칭한다. 핵산 분자는 이중-가닥 또는 단일-가닥(즉, 센스 또는 안티센스 단일 가닥)일

수 있다. 유전자 이식이라는 용어는 본원에서 광범위하게 사용되며, 유전 물질이 유전자 조작 기술을 사용하여

변경된 유전적으로 변형적 유기체 또는 유전자 조작된 유기체를 지칭한다. 따라서, 넉아웃 우제류는, 외인성 유

전자 또는 핵산이 동물 또는 이의 자손에서 발현되는지와 상관없이 유전자 이식된다.

유전적으로 변형된 동물 [0099]

동물은 TALEN, 또는 리컴비나제 융합 단백질 또는 알려져 있는 다양한 벡터들을 비롯한 다른 유전자 조작 툴을[0100]

사용하여 변형될 수 있다. 이러한 툴에 의해 형성된 유전자 변형은 유전자의 교란을 포함할 수 있다. 유전자 교

란이라는 용어는, 기능적인 유전자 생성물의 형성을 방지하는 것을 지칭한다. 유전자 생성물은, 이것이 이의 정

상적인(야생형) 기능을 충족할 경우에만 기능적이다. 유전자 교란은 유전자에 의해 인코딩되는 기능적 인자들의

발현을 방지하고, 동물에서 유전자의 발현에 필수적인 유전자 및/또는 프로모터 및/또는 오퍼레이터에 의해 인

코딩되는 서열 내 하나 이상의 염기들의 삽입, 결실 또는 치환을 포함한다. 교란된 유전자는 예를 들어, 동물의

게놈으로부터의 유전자의 적어도 일부의 제거, 유전자에 의해 인코딩되는 기능적 인자의 발현을 방지하기 위한

유전자의 변경, 간섭 RNA, 또는 외인성 유전자에 의한 우성 음성 인자(dominant negative factor)의 발현에 의

해 교란될 수 있다. 동물을 유전적으로 변형시키는 물질 및 방법은 US  8,518,701;  US  2010/0251395;  및 US

2012/0222143에 더 상세히 기술되어 있으며, 이들은 모든 목적을 위해 원용에 의해 본 명세서에 포함되어 있으
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며; 상충하는 경우, 본 명세서가 좌우한다. 트랜스액팅(trans-acting)이라는 용어는 상이한 분자들 유래의 표적

유전자에 작용하는 과정을 지칭한다(즉, 분자간(intermolecular)). 트랜스액팅 요소는 통상, 유전자를 함유하는

DNA  서열이다.  이러한  유전자는  표적  유전자의  제어에  사용되는  단백질(또는  microRNA  또는  다른  확산성

(diffusible) 분자)을 코딩한다. 트랜스액팅 유전자는 표적 유전자와 동일한 염색체 상에 존재할 수 있으나, 이

의 활성은 트랜스액팅 유전자가 인코딩하는 중개(intermediary) 단백질 또는 RNA를 통해서이다. 트랜스액팅 유

전자의 실시형태는 예를 들어, 표적화 엔도뉴클레아제를 인코딩하는 유전자이다. 우성 음성을 사용한 유전자의

불활성화는 일반적으로 트랜스액팅 요소를 수반한다. cis-제어 또는 cis-액팅이라는 용어는 단백질 또는 RNA를

코딩하지 않는 작용을 의미하며; 유전자 불활성화의 맥락에서, 이는 일반적으로, 기능적 유전자의 발현에 필수

적인 유전자, 또는 프로모터 및/또는 오퍼레이터의 코딩 부위의 불활성화를 의미한다.

당업계에 알려져 있는 다양한 기술들이 사용되어, 유전자를 불활성화시켜 넉아웃 동물을 제조하고/거나 핵산 구[0101]

축물을 동물에 도입하여 파운더 동물을 생산하고 동물 라인을 제조할 수 있으며, 여기서, 넉아웃 또는 핵산 구

축물이 게놈 내로 통합된다. 이러한 기술로는, 비제한적으로, 전핵(pronucleus) 현미주사(U.S. 4,873,191), 생

식 계열 내로의 레트로바이러스 매개 유전자 트랜스퍼(문헌[Van der Putten et al., Proc. Natl. Acad. Sci.

USA, 82:6148-6152, 1985] 참조), 배아 줄기세포 내로의 유전자 표적화(문헌[Thompson et al., Cell, 56:313-

321, 1989] 참조), 배아의 전기천공(문헌[Lo, Mol. Cell. Biol., 3:1803-1814, 1983] 참조), 정자-매개 유전자

트랜스퍼(문헌[Lavitrano  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  99:14230-14235,  2002;  Lavitrano  et  al.,

Reprod. Fert. Develop., 18:19-23, 2006] 참조) 및 체세포, 예컨대 난구(cumulus) 세포 또는 유방 세포, 또는

성인,  태아  또는  배아  줄기세포의  시험관내  형질전환과  후속적인  핵  이식(문헌[Wilmut  et  al.,  Nature,

385:810-813, 1997; 및 Wakayama et al., Nature, 394:369-374, 1998] 참조) 등이 있다. 전핵 현미주사, 정자-

매개 유전자 트랜스퍼 및 체세포 핵 트랜스퍼가 특히 유용한 기술이다. 게놈적으로 변형되는 동물은, 생식 계열

세포를 비롯한 동물의 모든 세포들이 유전자 변형을 가지고 있는 동물이다. 유전자 변형에서 모자이크(mosaic)

인 동물을 생산하는 방법이 사용되는 경우, 동물은 동계 교배될 수 있고, 게놈적으로 변형된 자손이 선별될 수

있다. 예를 들어, 동물 세포가 배반포 상태에서 변형된다면, 모자이크 동물을 제조하는 데에 클로닝이 사용될

수 있거나, 단일-세포가 변형되는 경우, 게놈 변형이 발생할 수 있다. 성적으로 성숙되지 않도록 변형되는 동물

은, 사용되는 특정한 접근법에 따라 변형에 대해 동형접합 또는 이형접합일 수 있다. 특정 유전자가 넉아웃 변

형에 의해 불활성화되는 경우, 동형접합성이 통상 필요할 것이다. 특정 유전자가 RNA 간섭 또는 우성 음성 전략

에 의해 불활성화되는 경우, 이형접합성이 종종 적절하다.

전형적으로, 전핵 현미주사에서, 핵산 구축물은 수정란에 도입되며; 1개 또는 2개의 세포 수정란이 정자 머리로[0102]

부터의 유전 물질을 함유하는 전핵으로서 사용되고, 난자는 원형질(protoplasm) 내에서 보이게 된다. 전핵 단계

의 수정란은 시험관내 또는 생체내에서(즉, 공여자 동물의 난관으로부터 수술적으로 회수되어) 수득될 수 있다.

시험관내 수정란은 하기와 같이 생산될 수 있다. 예를 들어, 돼지의 난소를 도살장에서 수합할 수 있으며, 이송

동안 22℃ 내지 28℃에서 유지시킬 수 있다. 난소를 세척한 다음, 여포성 흡인(follicular aspiration)을 위해

단리할 수 있으며, 4 mm 내지 8 mm 범위의 여포(follicle)를 진공 하에 18 게이지 바늘을 사용하여 50 mL 코니

칼 원심분리 튜브(conical centrifuge tube) 내로 흡인할 수 있다. 여포액 및 흡인된 난모세포를 상업적인 TL-

HEPES(Minitube,  Verona,  WI)를  사용하여  프리-필터를  통해  헹굴  수  있다.  촘촘한  난구  덩어리(compact

cumulus mass)에 의해 둘러싸인 난모세포를 선별하고, 38.7℃ 및 5% C02의 수분-보충된 분위기(humidified ai

r)에서,  0.1  mg/mL  시스테인,  10  ng/mL  표피 성장 인자,  10%  돼지의 여포액,  50  μM  2-머캅토에탄올,  0.5

mg/ml cAMP, 각각 10 IU/mL의 임신 말 혈청 성선 자극 호르몬(pregnant mare serum gonadotropin; PMSG) 및 인

간  융모성  성선  자극  호르몬(human  chorionic  gonadotropin;  hCG)이  보충된  TCM-199  난모세포  성숙  배지

(Minitube, Verona, WI)에 약 22시간 동안 둔다. 후속적으로, 난모세포를, cAMP, PMSG 또는 hCG를 함유하지 않

을 새로운 TCM-199 성숙 배지로 옮길 수 있으며, 22시간 더 인큐베이션할 수 있다. 성숙된 난모세포를 0.1% 히

알루로니다제에서 1분 동안 보텍싱(vortexing)하면서 난구 세포로부터 긁어낼 수 있다.

돼지의 경우, 성숙한 난모세포를 Minitube  5-웰 수정 디쉬 내의 500  ㎕ Minitube  PORCPRO  IVF  배지 시스템[0103]

(Minitube, Verona, WI)에서 수정시킬 수 있다. 시험관내 수정(IVF)을 위한 준비 시, 새로-수합되거나 냉동된

수퇘지 정액을 세척하고, PORCPRO IVF 배지에서 4 x 10
5
개 정자까지 재현탁시킬 수 있다. 정자의 농도를 컴퓨터

보조 정액 분석(SPERMVISION, Minitube, Verona, WI)에 의해 분석할 수 있다. 수퇘지에 따라, 1개 난모세포 당

약 40개의 이동성 정자의 최종 농도로 10 ㎕ 부피에서 마지막 시험관내 정액주입(insemination)을 수행할 수 있

다. 모든 수정되는 난모세포를 38.7℃, 5.0% C02 분위기에서 6시간 동안 인큐베이션한다. 정액주입-후 6시간째

에, 추정상(presumptive) 접합자를 NCSU-23에서 2회 세척하고, 0.5 mL의 동일한 배지에 옮길 수 있다. 이러한
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시스템은  대부분의  수퇘지에  대해  대체로  20%  내지  30%의  배반포를  생산할  수  있으며,  이때  다정자

(polyspermic) 정액주입 비율은 10% 내지 30%이다.

선형화된 핵산 구축물을 1개의 전핵 내로 주사할 수 있다. 그런 다음, 주사된 난자를 수여자 암컷에(예, 수여자[0104]

암컷의 난관 내로) 트랜스퍼할 수 있으며, 수여자 암컷에서 발생시켜, 유전자 이식 동물을 생산할 수 있다. 특

히, 시험관내에서 수정된 배아를 15,000 X g에서 5분 동안 원심분리하여, 지질을 침강시켜, 전핵을 가시화시킬

수 있다. 배아를 Eppendorf FEMTOJET 인젝터를 사용하여 주사할 수 있으며, 배반포가 형성될 때까지 배양할 수

있다. 배아 절단과 배반포 형성의 속도 및 품질을 기록할 수 있다.

배아를 비동시성(asynchronous) 수여자의 자궁에 수술적으로 트랜스퍼할 수 있다. 전형적으로, 100개 내지 200[0105]

개(예, 150개 내지 200개)의 배아를 5.5인치 TOMCAT
®
 카테터를 사용하여 난관의 자궁관팽대-자궁관잘룩 접합부

(ampulla-isthmus junction) 내로 위치시킬 수 있다. 수술 후, 실시간 초음파 임신 검사를 수행할 수 있다.

체세포 핵 트랜스퍼에서, 상기 기술된 핵산 구축물을 포함하는 유전자 이식 우제류 세포(예, 유전자 이식 돼지[0106]

세포 또는 소 세포),  예컨대 배아 난할구,  태아 섬유아세포,  성인 귀 섬유아세포 또는 과립막 세포를 제핵

(enucleated) 난모세포 내에 도입하여, 조합 세포를 구축할 수 있다. 난모세포는 극체 주위에서 부분 투명대 절

개(partial zona dissection)에 의해 제핵될 수 있으며, 그런 다음, 절개 영역에서 세포질 밖으로 눌려질 수 있

다. 전형적으로, 날카로운 비스듬한 팁(sharp beveled tip)을 가진 주사 파이펫을 사용하여, 유전자 이식 세포

를 제2 감수분열에서 정지된 제핵 난모세포 내로 주사한다. 일부 관례에서, 제2 감수분열에서 정지된 난모세포

를 난자라고 한다. (예, 난모세포의 융합 및 활성화에 의해) 돼지 배아 또는 소 배아를 생산한 후, 활성화 후

약 20시간 내지 24시간째에, 배아를 수여자 암컷의 난관으로 트랜스퍼한다. 예를 들어, 문헌[Cibelli et al.,

Science, 280:1256-1258, 1998]; 및 U.S. 6,548,741을 참조한다. 돼지의 경우, 배아 트랜스퍼 후 약 20일 내지

21일째에, 수여자 암컷에 대해 임신을 체크할 수 있다.

표준 품종 개량 기술을 사용하여, 초기 이형접합 파운더 동물로부터 외인성 핵산에 동형접합인 동물을 생산할[0107]

수 있다. 그러나, 동형접합성이 필요하지 않을 수 있다. 본원에 기술된 유전자 이식 돼지는 다른 관심 돼지와

함께 번식시킬 수 있다.

일부 실시형태에서, 관심 핵산 및 선별가능한 마커는 개별 트랜스포존 상에 제공되고 동등하지 않은 양으로 배[0108]

아 또는 세포에 제공될 수 있으며, 여기서, 선별가능한 마커를 함유하는 트랜스포존의 양은 관심 핵산을 함유하

는 트랜스포존의 양을 훨씬 더 초과한다(5배 내지 10배 초과). 관심 핵산을 발현하는 유전자 이식 세포 또는 동

물은 선별가능한 마커의 존재 및 발현을 기재로 단리될 수 있다. 트랜스포존이 정확하고 관련성이 없는 방식으

로(독립적인 전위(transposition) 사건) 게놈 내로 통합될 것이기 때문에, 관심 핵산 및 선별가능한 마커는 유

전적으로 연결되지 않으며, 표준 품종 개량을 통한 유전적 격리(genetic segregation)에 의해 쉽게 분리될 수

있다.  따라서,  선별가능한  마커를  후속  세대에  보유하도록  강요되지  않는  유전자  이식  동물이  생산될  수

있으며, 이는 대중의 안전성 관점에서 약간의 염려가 되는 문제이다.

일단 유전자 이식 동물이 생산되면, 외인성 핵산의 발현은 표준 기술을 사용하여 평가될 수 있다. 서던 블롯 분[0109]

석에 의해 초기 스크리닝을 달성하여, 구축물이 통합되었는지의 여부를 확인할 수 있다. 서던 분석에 대한 상세

한 설명은 문헌[Sambrook  et  al.,  Molecular  Cloning,  A  Laboratory  Manual,  second  edition,  Cold  Spring

Harbor Press, Plainview; NY., 1989]의 섹션 9.37-9.52를 참조한다. 폴리머라제 연쇄 반응(PCR) 기술 또한,

초기 스크리닝에 사용될 수 있다. PCR은, 표적 핵산이 증폭되는 절차 또는 기술을 지칭한다. 일반적으로, 관심

영역의 말단들로부터 또는 이를 지나서까지의 서열 정보가, 증폭되어야 하는 주형의 반대 가닥과 서열이 일치하

거나 유사한 올리고뉴클레오타이드를 디자인하는 데 이용된다. PCR은 총 게놈 DNA 또는 총 세포 RNA 유래의 서

열을 포함하여 DNA뿐만 아니라 RNA의 특이적인 서열을 증폭시키는 데 사용될 수 있다. 프라이머는 전형적으로

길이가 14개 내지 40개 뉴클레오타이드이지만, 10개의 뉴클레오타이드 길이부터 수백개의 뉴클레오타이드 길이

까지의  범위일  수  있다.  PCR은  예를  들어,  문헌[PCR  Primer:  A  Laboratory  Manual,  ed.  Dieffenbach  and

Dveksler, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995]에 기술되어 있다. 핵산은 또한, 리가제 연쇄 반응, 가

닥 치환 증폭, 자가-유지 서열 복제 또는 핵산 서열-기재 증폭에 의해 증폭될 수 있다. 예를 들어, 문헌[Lewis,

Genetic Engineering News, 12:1, 1992; Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:1874, 1990; 및

Weiss,  Science,  254:1292,  1991]을  참조한다.  배반포  단계에서,  배아를  PCR,  서던  혼성화  및  스플링케렛

PCR(splinkerette PCR)에 의해 분석용으로 개별적으로 가공할 수 있다(예, 문헌[Dupuy et al., Proc Natl Acad

Sci USA, 99:4495, 2002] 참조). 

유전자 이식 돼지의 조직에서 폴리펩타이드를 인코딩하는 핵산 서열의 발현은 예를 들어, 동물로부터 수득된 조[0110]
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직 검체의 노던 블롯 분석, 인 시추 혼성화 분석, 웨스턴 분석, 면역검정, 예컨대 효소-연결 흡착 검정, 및 역

전사효소 PCR(RT-PCR)을 비롯한 기술들을 사용하여 평가될 수 있다.

간섭 RNA[0111]

다양한 간섭 RNA(RNAi)들이 알려져 있다. 이중-가닥 RNA(dsRNA)는 상동성 유전자 전사체의 서열-특이적인 분해[0112]

를 유도한다. RNA-유도 침묵 복합체(RISC)는 dsRNA를 작은 21개 내지 23개의 뉴클레오타이드로 이루어진 작은

간섭 RNA(siRNA)로 분해한다. RISC는 이중 가닥 RNAse(dsRNase, 예, 다이서(Dicer)) 및 ssRNase(예, Argonaut

2 또는 Ago2)를 함유한다. RISC는 절단가능한 표적을 찾기 위해 안티센스 가닥을 가이드로서 이용한다. siRNA

및 microRNA(miRNA) 둘 다 알려져 있다. 유전적으로 변형된 동물에서 유전자를 교란시키는 방법은, 표적 유전자

및/또는 핵산의 발현이 감소하도록, 표적 유전자 및/또는 핵산에 대해 RNA 간섭을 유도하는 단계를 포함한다.

예를 들어,  외인성 핵산 서열은 폴리펩타이드를 인코딩하는 핵산에 대해 RNA  간섭을 유도할 수 있다.  예를[0113]

들어, 표적 DNA에 상동성인 이중-가닥 작은 간섭 RNA(siRNA) 또는 작은 헤어핀 RNA(shRNA)가 사용되어, 해당

DNA의  발현을 감소시킬 수 있다.  siRNA에  대한 구축물은 예를 들어,  문헌[Fire  et  al.,  Nature,  391:806,

1998; Romano and Masino, Mol. Microbiol., 6:3343, 1992; Cogoni et al., EMBO J., 15:3153, 1996; Cogoni

and Masino, Nature, 399:166, 1999; Misquitta and Paterson Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96:1451, 1999;

및 Kennerdell and Carthew, Cell, 95: 1017, 1998]에 기술된 바와 같이 생성될 수 있다. shRNA에 대한 구축물

은 문헌[Mclntyre and Fanning (2006) BMC Biotechnology 6:1]에 의해 기술된 바와 같이 생성될 수 있다. 일반

적으로, shRNA는 상보적 영역을 함유하는 단일-가닥 RNA 분자로서 전사되며, 이는 어닐링되어 짧은 헤어핀을 형

성할 수 있다.

특정 유전자에 대한 단일의 개별 기능성 siRNA 또는 miRNA를 찾을 가능성은 높다. 예를 들어, siRNA의 특정 서[0114]

열의 예측가능성은 약 50%이지만, 간섭 RNA의 수는, 이들 중 적어도 하나는 효과적일 것이라는 양호한 신뢰 하

에 제조될 수 있다.

실시형태는 유전자, 예를 들어 발생 단계에 대해 선택적인 유전자에 대한 RNAi를 발현하는 시험관내 세포, 생체[0115]

내 세포 및 유전자 변형된 동물, 예컨대 가축 동물을 포함한다. RNAi는 예를 들어, siRNA, shRNA, dsRNA, RISC

및 miRNA로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.

유도 시스템 [0116]

유전자의 발현을 조절하기 위해 유도 시스템이 사용될 수 있다. 유전자의 발현을 시공간적으로 조절할 수 있는[0117]

다양한 유도 시스템들이 알려져 있다. 몇몇 시스템들은 유전자 이식 동물에서 생체내에서 기능적인 것으로 입증

되었다. 유도 시스템이라는 용어는 전형적인 프로모터 및 유도성 유전자 발현 요소를 포함한다.

유도 시스템의 일례는 테트라사이클린(tet)-온 프로모터 시스템이며, 이는 핵산의 전사를 제어하는 데 사용될[0118]

수 있다. 이러한 시스템에서, 돌연변이화된 Tet 억제자(TetR)는 단순 헤르페스 바이러스 VP 16 트랜스-활성자

단백질의 활성화 도메인에 융합되어, 테트라사이클린-조절 전사 활성자(tTA)를 생성하며, 이는 tet 또는 독시사

이클린(dox)에 의해 제어된다. 항생제의 부재 시, 전사는 최소화되며, 한편, tet 또는 dox의 존재 시, 전사가

유도된다. 대안적인 유도 시스템은 엑디손 또는 라파마이신 시스템을 포함한다. 엑디손은 곤충 탈피 호르몬으로

서, 이의 생성은 엑디손 수용체의 헤테로이량체 및 울트라스피러클 유전자(ultraspiracle gene)(USP)의 생성물

에 의해 조절된다. 엑디손, 및 뮤리스테론 A(muristerone A)와 같은 엑디손 유사체의 처리에 의해 발현이 유도

된다. 유도 시스템을 유도하기 위해 동물에게 투여되는 작용제는 유도제로 지칭된다.

테트라사이클린-유도 시스템 및 Cre/loxP 리컴비나제 시스템(구성적 또는 유도성)은 보다 보편적으로 사용되는[0119]

유도 시스템이다. 테트라사이클린-유도 시스템은 테트라사이클린-조절된 트랜스활성자(tTA)/리버스 tTA(rtTA)를

수반한다. 생체내에서 이들 시스템을 사용하기 위한 방법은 유전적으로 변형된 동물의 2개 라인을 생산하는 단

계를 수반한다. 하나의 동물 라인은 선택된 프로모터의 조절 하에 활성자(tTA, rtTA 또는 Cre 리컴비나제)를 발

현시킨다. 또 다른 세트의 유전자 이식 동물은 수용자를 발현하며, 여기서, 관심 유전자(또는 변형되어야 하는

유전자)의 발현은 tTA/rtTA  트랜스활성자에 대한 표적 서열의 조절 하에 있다(또는 loxP 서열의 측면에 존재

함). 2개의 마우스 계통을 교배시키는 것은 유전자 발현의 조절을 제공한다.

테트라사이클린-의존적 제어 시스템(tet  시스템)은 2개의 성분, 즉, 테트라사이클린-조절된 트랜스활성자(tTA[0120]

또는 rtTA), 및 다운스트림 cDNA의 발현을 조절하는 tTA/rtTA-의존적 프로모터에 테트라사이클린-의존적 방식으

로 의존한다. 테트라사이클린 또는 이의 유도체(예, 독시사이클린)의 부재 시, tTA는 tetO  서열에 결합하여,

tTA-의존적 프로모터의 전사 활성화를 가능하게 한다. 그러나, 독시사이클린의 존재 시, tTA는 이의 표적과 상
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호작용할 수 없으며, 전사가 발생하지 않는다. tTA를 사용하는 tet 시스템을 tet-OFF라고 하는데, 왜냐하면 테

트라사이클린 또는 독시사이클린이 전사의 하향조절을 가능하게 하기 때문이다. 테트라사이클린 또는 이의 유도

체를 투여하면, 생체내에서 이식유전자의 발현을 시간적으로 조절할 수 있다. rtTA는 독시사이클린의 부재 시에

서는 기능적이지 않지만 트랜스활성화에 대한 리간드의 존재를 필요로 하는 tTA의 변이체이다. 따라서, 이러한

tet 시스템은 생체내에서, 예를 들어, 리포터 유전자, 종양유전자, 또는 신호전달 캐스케이드에 관여하는 단백

질을 인코딩하는 몇몇 이식유전자들의 유도성 발현을 위해 사용되어 왔다.

Cre/lox 시스템은 Cre 리컴비나제를 사용하며, 이는 2개의 별개의 Cre 인지 서열들 사이, 즉 loxP 부위들 사이[0121]

에서  교차에  의한  부위-특이적인  재조합을  촉매한다.  2개의  loxP  서열들 사이에 도입된 DNA  서열(플록스드

(floxed) DNA라고 함)은 Cre-매개 재조합에 의해 절개된다. (조직-특이적 프로모터 또는 세포-특이적 프로모터

를 이용한) 공간적 조절 또는 (유도 시스템을 이용한) 시간적 조절을 사용하여, 유전자 이식 동물에서 Cre 발현

을 조절하면, 2개의 loxP 부위들 사이에서 DNA 절개를 조절한다. 하나의 용도는 조건적인 유전자 불활성화(조건

적인 넉아웃)를 위한 것이다. 또 다른 접근법은 단백질 과발현이며, 여기서, 플록스드 정지 코돈이 프로모터 서

열과 관심 DNA 사이에 삽입된다. 유전적으로 변형된 동물은, Cre가 발현될 때까지는 이식유전자를 발현하지 않

아, 플록스드 정지 코돈의 절개를 초래한다. 이러한 시스템은 조직-특이적인 종양발생, 및 B-림프구에서 조절된

항원 수용체 발현에 적용되어 왔다. 유도성 Cre 리컴비나제 또한, 개발되어 왔다. 유도성 Cre 리컴비나제는 외

인성 리간드의 투여에 의해서만 활성화된다. 유도성 Cre 리컴비나제는 오리지널 Cre 리컴비나제 및 특이적인 리

간드-결합 도메인을 함유하는 융합 단백질이다. Cre 리컴비나제의 기능적인 활성은, 융합 단백질 내의 이러한

특이적인 도메인에 결합할 수 있는 외부(external) 리간드에 따라 다르다.

실시형태는, 유도 시스템의 조절 하에 유전자를 포함하는 시험관내 세포, 생체내 세포, 및 유전적으로 변형된[0122]

동물, 예컨대 가축 동물을 포함한다. 동물의 유전자 변형은 게놈성 또는 모자이크성일 수 있다. 유도 시스템은

예를 들어, Tet-On, Tet-Off, Cre-lox 및 Hif1알파로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 일 실시형태는 본원

에 나타낸 유전자이다.

우성 음성[0123]

따라서, 유전자는 제거 또는 RNAi 억제뿐만 아니라, 해당 유전자 생성물의 정상적인 기능에 저해 효과를 가진[0124]

단백질의 우성 음성 변이체의 생성/발현에 의해 교란될 수 있다. 우성 음성(DN) 유전자의 발현은 표현형을 변경

시킬 수 있으며, a) DN이 동일한 활성을 발휘하지 않으면서, 내인성 유전자의 협동 인자 또는 정상적인 표적에

대한 내인성 유전자 생성물과 수동적으로(PASSIVELY) 경쟁하는 적정 효과(titration effect), b) 우성 음성 유

전자  생성물이  정상적인  유전자  기능에  필요한  과정을  능동적으로(ACTIVELY)  방해하는,  포이즌  필(poison

pill)(또는 원숭이 렌치(monkey  wrench))  효과, c) DN이 유전자 기능의 음성 조절자를 능동적으로(ACTIVELY)

자극하는 피드백 효과에 의해 발휘될 수 있다.

파운더 동물, 동물 라인, 형질 및 번식[0125]

파운더 동물(F0 세대)은 본원에 기술된 클로닝 및 다른 방법에 의해 생산될 수 있다. 파운더는 유전자 변형에[0126]

대해 동형접합성일 수 있으며, 이러한 경우 접합자 또는 원발성 세포는 동형접합 변형을 받는다. 유사하게는,

이형접합인 파운더가 또한 제조될 수 있다. 파운더는 게놈적으로 변형될 수 있으며, 이는, 파운더의 게놈 내 세

포가 변형을 수행함을 의미한다. 파운더는, 벡터가 전형적으로 배반포 단계의 배아 내의 복수의 세포들 중 하나

의 세포에 도입될 때 발생할 수 있는 바와 같이, 변형에 대해 모자이크성일 수 있다. 게놈적으로 변형된 자손을

동정하기 위해, 모자이크 동물의 자손을 시험할 수 있다. 유성생식할 수 있거나 보조적인 번식 기술에 의해 번

식될 수 있는 동물 풀이 제조되었을 때, 동물 라인이 구축되며, 이형접합성 또는 동형접합성 자손은 변형을 일

관적으로 발현한다.

가축에서, 많은 대립유전자들이 생산 형질, 유형 형질, 작업성 형질 및 다른 기능적인 형질과 같은 다양한 형질[0127]

들에 연결되는 것으로 알려져 있다. 당업자는 이들 형질을 모니터링하고 정량화하는 데 익숙하며, 예를 들어,

문헌[Visscher  et  al.,  Livestock  Production  Science,  40:123-137,  1994;  U.S.  7,709,206;  U.S.

2001/0016315; U.S. 2011/0023140; 및 U.S. 2005/0153317을 참조한다. 동물 라인은 생산 형질, 유형 형질, 작

업성 형질, 생식력 형질, 마더링(motherinig) 형질 및 질환 내성 형질로 이루어진 군으로부터 선택되는 형질을

포함할 수 있다. 추가적인 형질은 재조합 유전자 생성물의 발현을 포함한다.

리컴비나제 [0128]

본 발명의 실시형태는 리컴비나제(예, RecA 단백질, Rad51) 또는 DNA 재조합과 연관된 다른 DNA-결합 단백질과[0129]
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함께, 표적화된 뉴클레아제 시스템을 투여하는 것을 포함한다. 리컴비나제는 핵산 단편과 필라멘트를 형성하며,

사실상 해당 서열에 실질적으로 상동성인 DNA 서열을 찾기 위해 세포의 DNA를 검색한다. 예를 들어, 리컴비나제

는, HDR에 대해 주형으로서 작용하는 핵산 서열과 조합될 수 있다. 그런 다음, 리컴비나제는 HDR 주형과 조합되

어 필라멘트를 형성하며, 세포 내로 위치된다. 리컴비나제, 및/또는 리컴비나제와 조합되는 HDR 주형은 세포 또

는 배아에 단백질 또는 mRNA로서 위치되거나,  리컴비나제를 인코딩하는 벡터와 함께 위치될 수 있다.  U.S.

2011/0059160(미국 특허 출원 12/869,232)의 개시내용은 모든 목적을 위해 본원에 원용에 의해 포함되며; 상충

하는 경우, 본 명세서가 좌우한다. 리컴비나제라는 용어는, 세포에서 2개의 상대적으로 더 긴 DNA 가닥들 사이

에 상대적으로 짧은 DNA 조각을 접합시키는 것을 효소적으로 촉매하는 유전자 재조합 효소를 지칭한다. 리컴비

나제로는, Cre 리컴비나제, Hin 리컴비나제, RecA, RAD51, Cre 및 FLP가 있다. Cre 리컴비나제는 loxP 부위들

사이에서 DNA의 부위-특이적인 재조합을 촉매하는 PI 박테리오파지 유래의 유형 I 토포이소머라제이다. Hin 리

컴비나제는 살모넬라 박테리아에서 발견되는 198개의 아미노산으로 이루어진 21 kD 단백질이다. Hin은 DNA 인버

타제(invertase)의 세린 리컴비나제 패밀리에 속하며, 여기서, 이는 DNA 절단 및 재조합을 개시하기 위해 활성

부위 세린에 의존한다. RAD51은 인간 유전자이다. 이 유전자에 의해 인코딩되는 단백질은 DNA 이중 가닥 절단의

복구에 일조하는 RAD51 단백질 패밀리의 구성원이다. RAD51 패밀리 구성원은 박테리아의 RecA 및 효모의 Rad51

에 상동성이다. Cre 리컴비나제는, loxP 부위의 측면에 존재하는 특이적인 서열을 결실시키기 위해 실험에 사용

되는 효소이다. FLP는 빵 효모인 사카로마이세스 세레비시애(Saccharomyces cerevisiae)의 2μ 플라스미드 유래

의 플리파제 재조합 효소(Flippase recombination enzyme; FLP 또는 Flp)를 지칭한다. 

본원에서, "RecA" 또는 "RecA 단백질"은 동일한 기능, 특히: (i) 후속적으로 DNA 폴리머라제에 의한 신장을 위[0130]

해, 상동성 표적 상에 올리고뉴클레오타이드 또는 폴리뉴클레오타이드를 적절하게 위치시키는 능력; (ii) DNA

합성을 위한 듀플렉스 핵산을 위상학적으로(topologically) 제조하는 능력; 및 (iii) 효율적으로 상보적 서열을

찾아 이에 결합하는 RecA/올리고뉴클레오타이드 또는 RecA/폴리뉴클레오타이드 복합체의 능력을 본질적으로 모

두 또는 대부분 가진 RecA-유사 재조합 단백질 패밀리를 지칭한다. 최상으로 특징화된 RecA 단백질은 이. 콜라

이(E. coli) 유래이며; 단백질의 오리지널 대립 형태 외에도, RecA803와 같은 다수의 돌연변이체 RecA-유사 단

백질들이 동정되어 왔다. 나아가, 예를 들어, 효모, 초파리, 인간을 비롯한 포유류 및 식물을 포함한 많은 유기

체들이 RecA-유사  가닥-트랜스퍼 단백질을 가지고 있다.  이들 단백질로는,  예를 들어,  Ree1,  Rec2,  Rad51,

Rad51B, Rad51C, Rad51D, Rad51E, XRCC2 및 DMC1이 있다. 재조합 단백질의 일 실시형태는 이. 콜라이의 RecA

단백질이다. 대안적으로, RecA 단백질은 이. 콜라이의 돌연변이체 RecA-803 단백질, 또 다른 박테리아 공급원

유래의 RecA 단백질 또는 또 다른 유기체 유래의 상동성 재조합 단백질일 수 있다.

조성물 및 키트[0131]

본 발명은 또한, 예를 들어, 부위-특이적인 엔도뉴클레아제, CRISPR, Cas9, ZNF, TALEN, RecA-gal4 융합, 이들[0132]

의 폴리펩타이드를 인코딩하는 핵산 분자, 이러한 핵산 분자 또는 폴리펩타이드를 함유하는 조성물, 또는 조작

된 세포주를 함유하는 조성물 및 키트를 제공한다. 지시된 대립유전자의 유전자이입에 효과적인 HDR이 또한, 제

공될 수 있다. 이러한 물품(item)들은 예를 들어, 연구 툴로서 사용되거나 치료학적으로 사용될 수 있다.

                   실시예[0133]

방법은 다르게 언급되지 않는 한, 하기와 같다.[0134]

조직 배양 및 형질감염 [0135]

37℃, 5% CO2에서, 10% 태아 소 혈청, 100 I.U./ml 페니실린 및 스트렙토마이신, 및 2 mM L-글루타민이 보충된[0136]

DMEM에서  돼지를  유지시켰다.  형질감염을  위해,  모든  TALEN  및  HDR  주형들을,  NEON  형질감염  시스템(Life

Technologies)을 사용하여 형질감염을 통해 전달하였다. 간략하게는, 100% 포화도(confluence)에 도달한 계대배

양 수가 낮은 오싸보, 랜드레이스(Ossabaw, Landrace)를 1:2로 분할하고, 다음날 70% 내지 80% 포화도에서 수집

하였다. 각각의 형질감염물은 TALEN mRNA 및 올리고와 혼합된 "R" 완충제에 현탁화된 500,000개 내지 600,000개

세포로 이루어졌으며, 하기 파라미터들에 의해 100 ㎕의 작동 부피를 제공하는 100 ㎕ 팁을 사용하여 전기천공

하였다: 입력 전압; 1800 V; 펄스 폭; 20 ms; 및 펄스 수; 1. 전형적으로, 관심 유전자에 특이적인 1 ㎍ 내지 2

㎍의 TALEN mRNA 및 1 μM 내지 4 μM의 HDR 주형(단일 가닥 올리고뉴클레오타이드)을 각각의 형질감염물에 포

함시켰다. 이들 양으로부터의 편차는 도면 및 범례에 나타나 있다. 형질감염 후, 세포를 6-웰 디쉬에서 3일 동

안 평판배양하고, 30℃에서 배양하였다. 3일 후, 세포 집단을 콜로니 분석을 위해 평판배양하고/거나 편집물의

안정성을 평가하기 위해 적어도 제10일까지 37℃에서 증식시켰다.
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서베이어 돌연변이 검출 및 RFLP 분석. [0137]

의도되는 부위의 측면에서 PCR을, PLATINUM Taq DNA 폴리머라제 HiFi(Life Technologies)를 제조업체의 권고에[0138]

따라 사용하여 1 ㎕의 세포 용해물을 사용하여 수행하였다. 집단 내 돌연변이의 빈도를 상기 기술된 바와 같이,

서베이어 돌연변이 검출 키트(Transgenomic)를 제조업체의 권고에 따라 사용하여 10 ㎕의 PCR 생성물을 사용하

여 분석하였다. 지시된 제한효소를 사용하여 10 ㎕의 상기 PCR 반응물 상에서 RFLP 분석을 수행하였다. 서베이

어 및 RFLP 반응을 10% TBE 폴리아크릴아미드 겔 상에서 분석하고(resolve), 에티듐 브로마이드 염색에 의해 시

각화하였다. 밴드의 밀도계측 측정을 IMAGEJ를 사용하여 수행하였고; 서베이어 반응의 돌연변이 비율을 문헌

[Guschin et al., 2010(1)]에 기술된 바와 같이 계산하였다. 상동성 표적 복구(HDR)의 백분율을, RFLP 단편의

총 강도를 부모 밴드 + RFLP 단편의 총 강도로 나누어서 계산하였다. PCR 생성물을 1X MYTAQ RED MIX(Biolin

e)에 의해 증폭시키고 2.5% 아가로스 겔 상에서 분석하는 점을 제외하고는, 콜로니의 RFLP 분석을 유사하게 시

험하였다.

희석 클로닝. [0139]

형질감염 후 3일째에, 50개 내지 250개의 세포를 10 cm 디쉬에 접종하고, 개별 콜로니의 직경이 약 5 mm에 도달[0140]

할 때까지 배양하였다. 이때, PBS에서 1:5 (vol/vol)로 희석된 TRYPLE(Life Technologies) 6 ml을 첨가하고,

콜로니를 흡인하고, 24-웰 디쉬의 웰에 트랜스퍼한 다음, 동일한 조건 하에 배양하였다. 포화도에 도달한 콜로

니를 수합하고, 동결보존 및 유전형분석을 위해 분리하였다.

검체 준비. [0141]

제3일 및 제10일에 형질감염된 세포 집단을 6-웰 디쉬의 웰로부터 수합하고, 10% 내지 30%를 50 ㎕의 1X PCR 상[0142]

용성 용해 완충제에 재현탁하였다:  200  ㎍/ml  프로테이나제 K가 새로 보충된 10  mM  Tris-Cl  pH  8.0,  2  mM

EDTA, 0.45% TRYTON X-100(vol/vol), 0.45% TWEEN-20(vol/vol). 용해물을 하기 프로그램을 사용하여 서멀 사이

클러(thermal cycler)에서 가공하였다: 55℃에서 60분, 95℃에서 15분. 희석 클로닝으로부터의 콜로니 검체를

20 ㎕ 내지 30 ㎕의 용해 완충제를 사용하여 상기와 같이 처리하였다.
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[0144]

[0145]

실시예 1 멀티플렉스 유전자 편집 [0146]

돼지 RAG2 및 IL2Rγ에 대한 TALEN mRNA 및 HDR 주형의 6개 조건들을 돼지 섬유아세포 내로 공동-형질감염시켰[0147]

다. 고정된 양의 RAG2 mRNA 및 주형을 각각의 형질감염에 사용하였으며, 반면, IL2Rg TALEN mRNA 및 HDR 주형의

양을 지시된 바와 같이 각각의 조건에 대해 변경시킨다. TALEN mRNA 및 HDR 주형의 용량은 온 표적 효과 및 오

프 표적 효과를 둘 다 가진다. IL2Rγ에 대한 TALEN mRNA의 증가는 IL2Rγ에 대한 NHEJ 및 HDR을 둘 다 증가시

켰으며, 한편, RAG2에 대한 NHEJ 수준은 변하지 않았다. IL2Rγ HDR 주형의 증가는 RAG2 유전자좌에서 HDR을 감
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소시켰으며, 이는 올리고뉴클레오타이드의 농도 상승에 의한 상동성 표적 복구의 비-특이적인 저해를 제시한다.

RAG2 및 IL2Rγ에서 바이-대립유전자 HDR을 가진 콜로니를 2개의 조건들로부터 4% 및 2%에서 수득하였으며(도 3

패널 c, 패널 d), 이는 2%의 예상된 빈도 이상이다. 예상된 빈도는, 각각의 HDR 대립유전자를 독립적인 사건으

로서 취급하는 제3일의 HDR 수준의 곱에 의해 계산된다. 도 3의 돼지 RAG2 및 IL2Rγ의 멀티플렉스 유전자 편집

을 참조로 한다. a) 형질감염 후 3일째에 세포 집단에서 비-상동성 말단 접합(NHEJ) 및 상동성 의존적 복구 HDR

의 효율을 확인하기 위한 서베이어 및 RFLP 분석. b) 형질감염 후 11일째에 세포 집단에서 상동성 의존적 복구

에 대한 RFLP 분석. c) IL2Rγ, RAG2 또는 둘 다에서 HDR에 양성인 콜로니의 백분율. 세포를 패널 a에서 "C"로

지시된 집단으로부터 평판배양하였다. 콜로니 유전자형의 분포를 하기와 같이 나타낸다. d) IL2Rγ 및 RAG2에

대해 2 ㎍ 및 1 ㎍의 TALEN mRNA, 및 각각에 대해 1 μM의 HDR 주형으로 형질감염시킨 세포로부터의 콜로니 분

석. 콜로니 유전자형의 분포는 하기에 나타나 있다.

실시예 2 멀티플렉스 유전자 편집 [0148]

돼지 APC 및 p53에 대한 TALEN mRNA 및 HDR 주형의 4개 조건들을 돼지 섬유아세포 내로 공동-형질감염시켰다.[0149]

APC mRNA의 양을 좌측으로부터 우측까지 순차적으로 감소시켰으며(도 4 패널 b); 나머지 양들은 지시된 바와 같

이 일정하게 유지시켰다. HDR 백분율은 APC mRNA가 감소함에 따라 선형 방식으로 감소하였다. APC TALEN의 용량

이 변경되어도, p53 HDR에는 효과가 거의 없었다. 콜로니의 유전자형 분석은 제11일의 값과 비교하여 APC 및

p53 둘 다에서 HDR 대립유전자를 가진 콜로니의 예상된 유니온(union)보다 더 높게 나타났으며; 각각 도 4의 패

널 c 및 도 4의 패널 d에서 18% 및 20% 대(versus) 13.7% alc 7.1%였다. 도 4의 돼지 APC 및 p53의 멀티플렉스

유전자 편집을 참조로 한다. a) 형질감염 후 3일째에 세포 집단에서 비-상동성 말단 접합(NHEJ) 및 상동성 의존

적 복구 HDR의 효율을 확인하기 위한 서베이어 및 RFLP 분석. b) 형질감염 후 11일째에 세포 집단에서 상동성

의존적 복구에 대한 RFLP 분석. 패널 c) 및 d) APC, p53 또는 둘 다에서 HDR에 대한, 지시된 세포 집단 유래의

양성 콜로니의 백분율(패널 a에서, "C" 및 "D"로 표시됨). 3개 이상의 HDR 대립유전자를 가진 콜로니를 하기에

열거한다.

실시예 3 적어도 3개의 유전자를 가진 멀티플렉스[0150]

실시예 1에서, HDR의 비-특이적인 감소를 고농도의 HDR 올리고에서 관찰하였으며, 따라서, 2+ HDR 올리고가 HDR[0151]

의 비-특이적인 저해 없이도 효과적일 수 있었는지는 알려지지 않았다. 각각의 표적 부위에 대해 1 μM 및 2 μ

M이라는 2개의 농도를 시험하였다. TALEN 활성은 2개의 조건들 사이에서 유의미하게 변경되지 않았으며, 한편,

HDR은 각각의 주형에 대해 2 μM 농도에서 상당히 블런트(blunt)되었다. 1 μM 조건 유래의 콜로니는 다양한 유

전자형들을 가졌으며, 이들 중 일부는 각각의 유전자에 편집물을 가졌으며 7개 이하의 대립유전자를 가졌다(도

6). 독립적인 사건으로 취급되는 경우, 7개의 대립유전자가 편집된 경우 "a"로 표시된 유전자형의 예상된 빈도

는 0.001%이다. 이항식(binomial) 분포는 72라는 검체 크기에서 이러한 유전자형의 2+ 콜로니를 동정하는 가능

성을 예측하며, 본원에서 수행된 바와 같이, 0.000026% 미만이다. 이러한 높은 성공율은 예측될 수 없었으며,

예상치 못해서 놀라운 것이다. 이러한 결과는 TALEN/HDR 주형의 2개의 첨가 조합을 사용하여 반복되었다(도 7

및 도 8). 제1 시도의 결과에서, 7개 이하의 대립유전자 및 4개 이하의 유전자에서 HDR 편집물을 가진 콜로니를

수득하였다(표 A). 몇몇 유전자형들은 우연하게 예상되는 것보다 훨씬 더 큰 빈도로 회수되었다. 몇몇 유전자좌

들에서 이중 가닥을 동시에 절단하는 것에 관한 염려가 의도되지 않은 염색체 재배열을 유도하긴 하지만, 제3

시도의 세포로부터 시험된 50개의 핵형 중 50개는 정상이었다(데이터는 도시되지 않음).

도 5를 참조로 하여: 5-유전자 멀티플렉스 HDR 효율에 미치는 올리고뉴클레오타이드 HDR 주형 농도의 효과. 돼[0152]

지 RAG2, IL2Rg, p53, APC 및 LDLR에 대한 지시된 양의 TALEN mRNA를 2 μM(패널 a) 또는 1 μM(패널 b)의 각

각의 동족 HDR 주형과 함께 돼지의 섬유아세포 내로 공동-형질감염시켰다. NHEJ 및 HDR의 백분율을 서베이어 및

RFLP 검정에 의해 계산하였다. 도 6을 참조로 하여: 5-유전자 멀티플렉스 HDR로부터의 콜로니 유전자형. 콜로니

유전자형을 RFLP 분석에 의해 평가하였다. 패널 a) 각각의 라인은 각각의 명시된 유전자좌에서 하나의 콜로니의

유전자형을 나타낸다. 3개의 유전자형이 동정될 수 있었다; 이형접합 또는 동형접합 HDR의 예상된 RELP 유전자

형을 가진 것들뿐만 아니라 RFLP 양성 단편을 가진 것들, + 삽입 또는 결실(indel) 대립유전자를 가리키는 가시

적인 크기 시프트를 가진 제2 대립유전자. 명시된 유전자좌에서 편집물을 가진 콜로니의 백분율을 각각의 컬럼

하단에 나타낸다. 패널 b)는 0개 내지 5개의 유전자좌에서 편집된 콜로니의 수의 기록(tally)이다. 도 7을 참조

로 하여: 제2의 5-유전자 멀티플렉스 시도의 콜로니 유전자형. 패널 a)에서, 각각의 라인은 각각의 명시된 유전

자좌에서 하나의 콜로니의 유전자형을 나타낸다. 3개의 유전자형이 동정될 수 있었다; 이형접합 또는 동형접합

HDR의 예상된 RELP 유전자형을 가진 것들뿐만 아니라 RFLP 양성 단편을 가진 것들, + 삽입 또는 결실(indel) 대

립유전자를 가리키는 가시적인 크기 시프트를 가진 제2 대립유전자. 명시된 유전자좌에서 편집물을 가진 콜로니
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의 백분율을 각각의 컬럼 하단에 나타낸다. 패널 b)는 0개 내지 5개의 유전자좌에서 편집된 콜로니의 수의 기록

이다. 도 8을 참조로 하여: 제3의 5-유전자 멀티플렉스 시도의 콜로니 유전자형. 패널 a)에서, 각각의 라인은

각각의 명시된 유전자좌에서 하나의 콜로니의 유전자형을 나타낸다. 3개의 유전자형이 동정될 수 있었다; 이형

접합 또는 동형접합 HDR의 예상된 RELP 유전자형을 가진 것들뿐만 아니라 RFLP 양성 단편을 가진 것들, + 삽입

또는 결실(indel) 대립유전자를 가리키는 가시적인 크기 시프트를 가진 제2 대립유전자. 명시된 유전자좌에서

편집물을 가진 콜로니의 백분율을 각각의 컬럼 하단에 나타낸다. 패널 b)는 0개 내지 5개의 유전자좌에서 편집

된 콜로니의 수의 기록이다.

실시예 4A 내지 실시예 4DD [0153]

실시예 4A: 멀티플렉스 유전자 편집에 의한 RAG2/IL2Rg 널(RG-KO) 돼지 섬유아세포의 발달[0154]

수컷 돼지 태아 섬유아세포를, 발명자들의 이전에 정의된 방법을 사용하여 RAG2 및 IL2Rg의 교란을 위해 TALEN[0155]

및 올리고뉴클레오타이드 주형으로 형질감염시킬 것이다(문헌[Tan, W., et al., Efficient nonmeiotic allele

introgression  in  livestock  using  custom  endonucleases.  PNAS,  110(41):16526-16531,  2013]).  RG-KO

후보를, 시퀀싱에 의해 확인되는 바와 같이 예를 들어 제한효소 길이 다형성(RFLP)에 의해 동정할 것이다. 적어

도 약 5개의 입증된 RG-KO 콜로니를 클로닝 및 키메라 생성을 위한 자원으로서 풀링(pooling)할 것이다.

실시예 4B: RG-KO 숙주 배반포를 사용한 키메라 배아의 생산[0156]

숙주 RG-KO 배아 및 암컷 EGFP-표지 공여자 세포를 염색질 트랜스퍼 기술을 사용하여 생산할 것이며, 이후, 시[0157]

험관내에서 배반포 단계까지 배양할 것이다. 실시예 1의 RG-KO 세포를 사용할 수 있다. EGFP 배반포 유래의 제7

일의 인터 셀 매스 덩어리(inter cell mass clump)를 제6일의 RG-KO 배아에 주사할 것이며, 이후, 동시통합된

암퇘지(synchronized sow)에 배아를 트랜스퍼할 것이다. 이러한 접근법을 사용하여, Nagashima 및 동료들은 출

생된 새끼돼지들 중 50% 초과에서 키메라를 관찰하였다(문헌[Nagashima, H., et al., Sex differentiation and

germ  cell  production  in  chimeric  pigs  produced  by  inner  cell  mass  injection  into  blastocysts.  Biol

Reprod, 70(3):702-707, 2004]). 수컷 표현형은 마우스 및 돼지 둘 다에 대해 주사 키메라에서 우성이다. 따라

서, 암컷 공여자 세포가 주사된 XY RG-KO 숙주는 수컷 숙주의 유전적 특성을 독점적으로 전달할 것이다. 임신

체크를 적절한 때, 예를 들어 제25일, 제50일 및 제100일에 수행할 것이다. 임신 후 약 100일째에 임신한 암퇘

지를 매일 4회 모니터링할 것이며, 이후, 약 제114일까지 새끼돼지의 C-섹션 유도(C-section derivation)를 모

니터링할 것이다.

실시예 4C: 비-키메라 자손에서 T 세포, B 세포 및 NK 세포가 결핍되어 있는지 확인한다.[0158]

비-키메라 자손은 이들에서 T 세포, B 세포 및 NK 세포가 결핍되어 있는지 확인하기 위해 시험될 것이다. 하기[0159]

과정은 이를 위한 하나의 기술이다. C-섹션 유도는 추정상 키메라를 가진 각각의 암퇘지 및 야생형 새끼돼지를

가진 하나의 사육된 암퇘지 상에서 수행될 것이다. C-섹션 유도 직후, 제대혈을 각각의 새끼돼지로부터 단리할

것이다. 제대혈 백혈구를 T 세포, B 세포 및 NK 세포뿐만 아니라 공여자 유래 EGFP 발현에 대해, 형광-활성화된

세포 소팅(FACS)에 의해 평가할 것이다. 또한, 제대혈, 귀 및 꼬리 생검의 PCR에 의해 키메라 현상을 평가할 것

이다. 비-키메라 새끼돼지를 밀접하게 모니터링하고 감염 징후 시 인도적으로 안락사시킬 수 있기 위해, 이러한

초기 분석을 생후 6시간 이내에 완료할 것이다. 비-키메라 동물의 일부 또는 면역 세포가 결핍된 것들은 부검을

위해 안락사시킬 것이다.

실시예 4D: 키메라 돼지를 동정하고, T 세포, B 세포 및 NK 세포의 기원을 확인한다.[0160]

키메라 돼지를 시험하여, T 세포, B 세포 및 NK 세포의 기원을 확인할 것이다. 하기 과정은 이를 위한 하나의[0161]

기술이다. 키메라 새끼돼지를 상기 방법을 사용하여 동정할 것이다. 순환중인 림프구 및 혈청의 면역글로불린을

매주 평가하여, 2개월에 걸쳐 키메라 새끼돼지, 비-키메라 새끼돼지 및 야생형 새끼돼지 사이에서 비교할 것이

다. 소팅된 T 세포, B 세포 및 NK 세포의 집단에 대해 EGFP 발현을 평가하고 미소부수체(microsatellite) 분석

을 수행하여, 공여자 기원을 확인할 것이다. 검체의 유지 및 키메라 돼지로부터의 정액 수합은 II상 펀딩이 이

용가능할때까지 RCI에 의해 지원을 받을 것이다.

실시예 A 내지 실시예 D에 대한 검체 절차: [0162]

제대혈 및 말초 혈액 FACS. [0163]

혈액 림프구 및 EGFP 키메라 현상의 평가를 돼지 표본에 대해 적용하여 전술한 바와 같이(2) 수행할 것이다. C-[0164]

섹션 딜리버리 직후, 각각의 새끼돼지로부터 제대혈을 수합할 것이다. 제대혈의 일부를 가공하고 잠재적인 동종
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이식편 처리를 위해 동결보존할 것이며, 한편, 나머지의 제대혈은 림프구의 FACS 분석에 사용할 것이다. 말초

혈액 검체를 표준 방법에 의해 2주령, 4주령, 6주령 및 8주령에서 수합할 것이다. RBS를 제거할 것이며, 대략

1-2E+5개의 세포를 튜브에 분배할 것이다. 분취물을 T 세포(CD4 및 CD8), B 세포(CD45RA ad CD3), NK 세포(CD

16 및 CD3) 및 골수성 세포(CD3)의 동정을 위해 항-돼지 항체로 표지할 것이다. 항원 발현을 LS RII 유세포분석

기(BD Biosciences)  상에서 정량화할 것이다. 형광단을 조심스럽게 선별하여, 표면 항원과 함께 공여자 유래

EGFP 세포의 멀티플렉스 평가를 할 수 있다. 비장 유래의 단일 세포 현탁액을 동일한 방법에 의해 분석할 것이

다.

검사[0165]

모든 주요 기관 및 조직들을 적절한 해부학적 발달에 대해 총괄적으로 검사할 것이며, 췌장, 간, 심장, 신장,[0166]

폐, 위장, 면역계(말초 림프절 및 점막 림프절 및 비장) 및 CNS를 비롯한 모든 주요 기관 및 조직들 유래의 적

절한 검체들을 DNA 단리를 위해 수합할 것이다. FACS 분석을 위해 단일 세포 현탁액을 비장으로부터 제조할 것

이다. 조직학적 검사를 위해 조직을 준비하여, 키메라 현상, 키메라 상태와 연관될 수 있는 임의의 변경, 및 임

의의 기저 질환의 존재에 대해 추가로 평가할 것이다.

키메라 현상의 평가[0167]

EGFP 이식유전자에 특이적인 프라이머를 사용하여 제대혈, 귀 및 꼬리 생검에서 정량적 PCR을 수행하고, 알려진[0168]

비율의 EGFP : 야생형 세포의 표준 곡선과 비교할 것이다. 표본을 또한, 전술한 RFLP 검정을 통해 RG-KO 대립유

전자에 대해 평가할 것이다. 부검 동안에 전체 동물 및 기관 상에서 EGFP+ 세포의 이식(engraftment)을 거시적

으로 평가할 것이다. 주요 기관 유래의 조직을 EGFP 면역조직화학을 위해 박절하고, DAPI(4',6-다이아미디노-2-

페닐인돌)로 대조염색하여, 공여자 : 숙주 세포의 비율을 확인할 것이다.

미소부수체 분석. [0169]

본 발명자들의 실험실에서 일상적으로 사용되는 것으로부터 숙주 및 공여자 유전 특성에 대한 정보적인 미소부[0170]

수체에 대해 동물을 스크리닝할 것이다. 조직 및 혈액 유래의 검체(소팅된 림프구 또는 골수성 계통, EGFP 양성

및 음성)를 평가할 것이다. 공여자 대 숙주 세포의 상대적인 양을 MISEQ 장비(Illumina) 상에서 멀티플렉스드

앰플리콘 시퀀싱에 의해 평가할 것이다.

동물. [0171]

제대혈 및 말초 혈액에 T 세포, B 세포 및 NK 세포를 포함하지 않는 비-키메라 돼지를 제조할 것이다. 키메라[0172]

돼지는 거의 야생형 수준과 실질적으로 유사한 수준을 가질 것이다. 더욱이, T 세포, B 세포 및 NK 세포 양성

키메라는 실질적으로 정상적인 면역 기능을 가질 것이며, 표준 조건에서 사육 시 건강을 유지할 것이다.

실시예 5 CRISPR/Cas9 디자인 및 생성[0173]

유전자 특이적인 gRNA 서열을 Church lab gRNA 벡터(Addgene ID: 41824) 내로 이들의 방법에 따라 클로닝하였[0174]

다. Cas9 뉴클레아제를, RCIScript-hCas9로부터 합성된 mRNA 또는 hCas9 플라스미드(Addgene ID: 41815)의 공

동-형질감염에 의해 제공하였다. hCas9 플라스미드(hCas9 cDNA를 포함함) 유래의 Xbal-Agel 단편을 RCIScript

플라스미드 내로 서브클로닝하여, 이러한 RCIScript-hCas9를 구축하였다. mRNA의 합성을, 선형화를 KpnI을 사용

하여 수행하는 점을 제외하고는, 상기와 같이 수행하였다.

실시예 6 표적화된 엔도뉴클레아제 및 HDR을 사용한 멀티플렉스 유전자 편집. 패널 (a)는 멀티플렉스 실험(음영[0175]

을 교대로 함으로써 표시된 cDNA-엑손으로서 도시됨)에서 각각의 유전자의 도식이며, TALENS에 의해 표적화된

부위가 나타나 있다. 각각의 유전자에 대한 DNA 결합 도메인을 코딩하는 서열은 하기에 나타나 있다. 돼지 섬유

아세포를, 각각의 유전자를 표적화하는 1 ㎍의 각각의 TALEN mRNA 및 0.1 nMol의 각각의 HDR 올리고(도 12 패널

b)를 사용하여 공동-형질감염시키고, 이들은 유전자형 분석을 위한 미성숙 종결 코돈뿐만 아니라 신규 HindIII

RFLP 부위를 삽입하도록 디자인되었다. 총 384개의 콜로니를 유전자형 분석을 위해 단리하였다. GATA4 및 Nkx2-

5  RFLP  검정을 수행하고(도 12  패널 c),  MESP1을 시퀀싱에 의해 평가하였다(도시되지 않음).  2개의 콜로니

(2/384, 0.52%)는 모든 3개의 유전자들에 대해 동형접합 HDR 넉아웃이었다. 트리플 넉아웃을 별표로 표지하였다

(도 12 패널 c). 부가적인 유전자형을 패널 c에서 관찰할 수 있으며, 예를 들어, 콜로니 49는 HDR 편집물을 포

함하지 않으며; 콜로니 52  및 콜로니 63은 NKX2-5에 대해 이형접합 편집물이었으며; 콜로니 59는 NKX2-5  및

GATA4 둘 다에 대해 이형접합 편집물이었다.

실시예 7 TALEN과 RGEN의 조합을 사용한 멀티플렉스 유전자-편집. 도 13을 참조한다. 돼지 섬유아세포를, 각각[0176]
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의 유전자에 대한 TALENS(1 ㎍ EIF4G 14.1 mRNA) + Cas9/CRISPR 성분(2 ㎍ Cas9 mRNA + 2 ㎍ p65 G1s 가이드

RNA) 및 02 nMol의 HDR 올리고로 공동-형질감염시켰다. 형질감염된 세포를 2개 부위 모두에서 HDR을 보여주는

RFLP 검정에 의해 평가하였다. 콜로니 단리를 위해 이러한 집단 유래의 세포를 평판배양할 것이며, 2개의 유전

자 모두에서 편집물을 가진 단리물을 동정한다.

                추가적인 개시내용[0177]

본원에서 인용되는 특허, 특허 출원, 공개공보 및 논문들은 원용에 의해 본 명세서에 포함되며; 상충하는 경우,[0178]

본 명세서가 좌우한다. 실시형태는 다양한 특징들을 가지며; 이러한 특징들은 기능적인 실시형태를 형성하기 위

한 필요성에 따라 혼합 및 매칭될 수 있다. 주제 및 소주제는 편의상 제공되나, 실질적인 것이 아니며, 기술된

본 발명의 범위를 제한하지 않는다. 하기 숫자가 매겨진 서술들은 본 발명의 실시형태를 제시한다:

1A. 척추동물 세포 또는 배아 내 복수의 표적 염색체 DNA 부위에서 유전자 편집물을 제조하는 방법으로서,[0179]

제1 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제1 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제1 표적 부위 서열에 상동성인 제1 상동성[0180]

표적 복구(HDR) 주형; 및

제2 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제2 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제2 표적 부위 서열에 상동성인 제2 HDR 주[0181]

형

을 척추동물 세포 또는 배아 내로 도입하는 단계를 포함하며,[0182]

제1 HDR 주형 서열은 제1 표적 부위에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하고, 제2 HDR 주형 서열은 제2 표적 부[0183]

위 서열에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하는, 방법.

1B. 동물의 복수의 대립유전자를 편집하는 방법으로서,[0184]

각각이 상이한 대립유전자 유전자좌를 표적으로 하는 복수의 표적화된 뉴클레아제, 및 각각의 표적화된 대립유[0185]

전자 유전자좌에 대한 상동성 표적 복구 주형을 원발성 가축 세포 또는 가축 배아 내로 도입하는 단계를 포함하

며,

표적화된 엔도뉴클레아제는 복수의 표적화된 엔도뉴클레아제 각각과 동족인 대립유전자 유전자좌에 이중 가닥[0186]

절단을 형성하며, 세포는 각각의 HDR 주형과 동족인 유전자좌 내로 상동성 표적 복구(HDR) 주형 핵산 서열을 복

사하여, 대립유전자를 편집하는, 방법.

2. 1에 있어서,[0187]

제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 표적 염색체 DNA 부위 각각에 대한 제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 표적화된 엔도뉴[0188]

클레아제, 및

제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 표적 염색체 DNA 부위 각각에 상동성인 제3, 제4, 제5, 제6 및 제7의 HDR 주형[0189]

중 하나 이상을 세포 또는 배아 내로 도입하는 단계를 추가로 포함하는, 방법.[0190]

3. 1 또는 2에 있어서,[0191]

표적화된 엔도뉴클레아제가 TALEN을 포함하는, 방법.[0192]

4. 1 내지 3 중 어느 하나에 있어서,[0193]

표적화된 엔도뉴클레아제가 아연 핑거 뉴클레아제 또는 Cas9을 포함하는 방법. [0194]

5. 1 내지 3 중 어느 하나에 있어서,[0195]

적어도 제1 표적 염색체 DNA 부위가 대립유전자에 대한 유전자좌인, 방법.[0196]

6. 5에 있어서,[0197]

적어도 하나의 상기 HDR 주형이 이러한 주형과 동족인 DNA 표적 부위의 넉아웃을 인코딩하는, 방법.[0198]

7. 5에 있어서,[0199]

적어도 하나의 상기 HDR 주형이 이러한 주형과 동족인 DNA 표적 부위에서 대립유전자의 대체를 위한 외인성 대[0200]

립유전자를 인코딩하는, 방법.
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8. 1에 있어서,[0201]

세포 또는 배아가 제1 종 또는 제1 품종의 가축이고,[0202]

복수의 편집물들이 제2 종 또는 제2 품종의 동물 유래의 외인성 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체를 포[0203]

함하는, 방법. 

9. 1에 있어서,[0204]

동물이, 본래의 대립유전자 중 적어도 3개가 제2 품종 또는 또 다른 종의 상응하는 외인성 대립유전자로 대체된[0205]

제1 품종의 동물이며,

상기 외인성 대립유전자가, 감수분열 재조합 없이, 상응하는 본래의 대립유전자의 대체이고,[0206]

동물이 외인성 마커 유전자를 포함하지 않는, 방법. [0207]

10. 2에 있어서,[0208]

적어도 3개, 4개, 5개, 6개 또는 7개의 표적 염색체 DNA 부위가 각각, 상이한 대립유전자에 대한 유전자좌인,[0209]

방법.

11. 10에 있어서,[0210]

하나 이상의 HDR 주형이 이러한 주형과 동족인 DNA 표적 부위의 넉아웃을 인코딩하는, 방법.[0211]

12. 10에 있어서,[0212]

적어도 하나의 상기 HDR 주형이 이러한 주형과 동족인 DNA 표적 부위에서 대립유전자의 대체를 위한 외인성 대[0213]

립유전자를 인코딩하는, 방법.

13. 1 내지 12 중 어느 하나에 있어서,[0214]

세포 또는 배아가 표적 DNA 부위에서 복수의 유전자 편집에 대해 동형접합이고, [0215]

상기 편집물이 상기 표적 DNA 부위와 동족인 HDR 주형에 의해 인코딩되는, 방법.[0216]

14. 1 내지 12 중 어느 하나에 있어서,[0217]

세포 또는 배아가 표적 DNA 부위에서 복수의 유전자 편집에 대해 이형접합이고, [0218]

상기 편집물이 상기 표적 DNA 부위와 동족인 HDR 주형에 의해 인코딩되는, 방법.[0219]

15. 11 내지 14 중 어느 하나에 있어서,[0220]

유전자 편집이 넉아웃, 또는 또 다른 품종의 동물 또는 또 다른 종의 동물 유래의 대립유전자의 유전자이입을[0221]

포함하는, 방법. 

16. 11 내지 14 중 어느 하나에 있어서,[0222]

세포 또는 배아가 제1 종 또는 제1 품종의 가축이고,[0223]

복수의 편집물들이 제2 종 또는 제2 품종의 동물 유래의 외인성 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체를 포[0224]

함하는, 방법.

17. 16에 있어서,[0225]

외인성 대립유전자의 DNA 서열과 본래의 대립유전자의 DNA 서열이 하나 이상의 위치에서 상이하며,[0226]

외인성 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체가, 상기 위치들에 걸친 정렬에 의해 측정되는 바와 같이, 세[0227]

포 또는 배아의 염색체 DNA 서열을, 상기 위치들 중 임의의 위치의 각각의 면 상의 적어도 200개의 염기쌍(bp)

의 거리만큼 제2 품종의 동물 또는 제2 종과 일치시키는, 방법.

18. 17에 있어서,[0228]

거리가 200 bp 내지 2000 bp의 수인, 방법.[0229]

19. 1 내지 17 중 어느 하나에 있어서,[0230]
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세포 또는 배아가 표적 DNA 부위에서 복수의 유전자 편집에 대해 동형접합이고, [0231]

상기 편집물이 상기 표적 DNA 부위와 동족인 HDR 주형에 의해 인코딩되는, 방법. [0232]

20. 1 내지 17 중 어느 하나에 있어서,[0233]

세포 또는 배아가 표적 DNA 부위에서 복수의 유전자 편집에 대해 이형접합이고, [0234]

상기 편집물이 상기 표적 DNA 부위와 동족인 HDR 주형에 의해 인코딩되는, 방법. [0235]

21. 1 내지 20 중 어느 하나에 있어서,[0236]

세포  또는  배아가  대형  척추동물,  가축,  시미안(simian),  개,  고양이,  조류,  새,  어류,  토끼,  돼지,  소,[0237]

버팔로, 염소, 양 및 우제류로 이루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

22. 1 내지 21 중 어느 하나에 있어서,[0238]

세포가 접합자, 줄기세포, 성인 줄기세포, 만능 세포, 전구 세포 및 원발성 세포로 이루어진 군으로부터 선택되[0239]

는, 방법.

23. 1 내지 21 중 어느 하나에 있어서,[0240]

배아가 접합자, 배반포, 상실배이거나, 1개 내지 200개의 세포수를 가진 것인, 방법.[0241]

24. 1 내지 23 중 어느 하나에 있어서,[0242]

하나 이상의 엔도뉴클레아제 및/또는 하나 이상의 HDR 주형을 인코딩하는 mRNA를 도입하는 단계를 포함하는, 방[0243]

법.

25. 1 내지 24 중 어느 하나에 있어서,[0244]

하나 이상의 엔도뉴클레아제가 단백질로서 세포 또는 배아 내로 도입되는, 방법.[0245]

26. 1 내지 25 중 어느 하나에 있어서,[0246]

엔도뉴클레아제 중 하나 이상(예, 각각)이 mRNA로서 제공되며, 0.1 ng/ml 내지 100 ng/ml의 농도를 가진 용액으[0247]

로부터 세포 또는 배아 내로 도입되며;

당업자는, 표현적으로 언급된 한계 내의 모든 값들 및 범위들, 예를 들어 약 20, 약 1 내지 약 20, 약 0.5 내지[0248]

약 50 등이 고려됨을 즉시 이해할 것이고; 및/또는

HDR 주형 중 하나 이상(예, 각각)이 mRNA로서 제공되며, 약 0.2 μM 내지 약 20 μM의 농도를 가진 용액으로부[0249]

터 세포 또는 배아 내로 도입되는, 방법.

27. 1 내지 26 중 어느 하나에 있어서,[0250]

엔도뉴클레아제 및/또는 HDR 주형의 도입을 위해 전기천공을 포함하는, 방법.[0251]

28. 1 내지 27 중 어느 하나에 있어서,[0252]

엔도뉴클레아제 및/또는 HDR이 화학-기재 방법, 비-화학적 방법, 입자-기재 방법 및 바이러스 방법으로 이루어[0253]

진 군으로부터 선택되는 과정에 의해 도입되는, 방법.

29. 13 내지 28 중 어느 하나에 있어서,[0254]

하나 이상의 벡터를 세포 또는 배아 내로 도입하여, 엔도뉴클레아제 및/또는 HDR 주형을 발현시키는 방법.[0255]

30. 1 내지 29 중 어느 하나에 있어서,[0256]

표적화된 엔도뉴클레아제가 TALEN, CRISPR, 또는 TALEN과 CRISPR의 조합인, 방법. [0257]

31. 30에 있어서,[0258]

편집물이 유전자 넉아웃인, 방법.[0259]

32. 1 내지 31 중 어느 하나에 있어서,[0260]

하나 이상의 표적 부위 서열이 하기 목록으로부터 선택되거나, [0261]
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하나 이상의 외인성 대립유전자 또는 본래의 대립유전자가 하기 목록: IL2Rgy/-, RAG2-/-, IL2Rg
-/-
; RAG2

-/-
,[0262]

IL2Rgy/-, RAG2-/-, IL2Rg+/-, RAG2+/-, IL2Rg
y/+
; RAG2

+/-
; IL2Rg

+/-
; RAG2

+/-
; DGAT(다이글리세리드 아실트랜스

퍼라제),  ABCG2(ATP-결합  카세트  서브-패밀리  G  구성원  2),  ACAN(아그레칸(aggrecan)),  AMELY(아멜로게닌

(amelogenin), y-연결), BLG(프로게스타겐-연관 자궁내막 단백질), BMP 1B(FecB)(골 형성 단백질 수용체, 유형

IB), DAZL(무정자증 결실 유사(deleted in azoospermia like)), Eif4GI(진핵 번역 개시 인자 4 감마, 1), GDF8

(성장/분화  인자  8),  혼-폴  유전자좌,  IGF2(인슐린-유사  성장  인자  2),  CWC15(CWC15  스플라이스오좀

(spliceosome)  연관  단백질),  KissR/GRP54(키스펩틴(kisspeptin)),  OFD1Y(Y-연결  입-얼굴-손발가락  증후군

(oral-facial-digital syndrome) 1 슈도유전자), p65(v-rel 망내증 바이러스 종양유전자 호모로그 A), PRLR(프

로락틴 수용체), Prmd14(PR 도메인 함유 14), PRNP(프리온 단백질), Rosa, Socs2(사이토카인 신호전달 억제제

2),  SRY(Chr  Y의 성 결정 영역),  ZFY(아연 핑거 단백질,  y-연결),  β-락토글로불린,  callipyg(CLPG),  MODY

1(HNF4α)(간세포 핵 인자 4, 알파), MODY 2(GCK)(글루코키나제), MODY 3(HNF1α)(간세포 핵 인자 4, 알파),

MODY 4(Pdx1)(췌장 및 십이지장 호메오박스(pancreatic and duodenal homeobox) 1), MODY 5(HNF-1β)(HNF1 호

메오박스 B),  MODY  6(유로제닉 분화 1),  MODY  7(KLF11)(크로펠-유사 인자(Kruppel-like  factor)  11),  MODY

8(CEL)(카르복실 에스테르 리파제), MODY 9(PAX4)(페어드 박스(paired box) 4), MODY 10(INS)(인슐린), MODY

11(BLK)(BLK  프로토-종양유전자,  Src  패밀리 티로신 키나제),  APC(선종성 용종증),  ApoE(아포지질단백질 E),

DMD(디스트로핀 근육 이영양증), GHRHR(성장 호르몬 방출 호르몬 수용체), HR(모발 성장 연관), HSD11B2(하이드

록시스테로이드(11-베타)  데하이드로게나제  2),  LDLR(저밀도  지질단백질  수용체),  NF1(뉴로피브로민

(neurofibromin) 1), NPPA(나트륨이뇨 펩타이드 A), NR3C2(핵 수용체 서브패밀리 3, 그룹 C, 구성원 2), p53

(세포성 종양 항원 p53-유사), PKD1(다낭성 신장 질환 1), Rbm20(RNA 결합 모티프 단백질 20), SCNN1G(나트륨

채널,  비-전압 게이티드 1  감마 서브유닛),  tP53(종양 단백질 p53),  FAH(푸마릴아세토아세테이트 하이드롤라

제),  HBB(헤모글로빈 베타),  IL2RG(인터루킨 2  수용체, 감마 사슬),  PDX1(췌장 및 십이지장 호메오박스 1),

PITX3(페어드-유사 호메오도메인 전사 인자 3), Runx1(runt-관련 전사 인자 1), GGTA(이관능성 세팔로스포린 아

실라제/감마-글루타밀트랜스펩티다제), VASA(vasa 단백질), MIWI(piwi-유사 RNA-매개 유전자 침묵 1), PIWI(전

사체 CG6122-RA 유래의 CG6122 유전자 생성물), DCAF17(DDB1 및 CUL4 연관 인자 17), VDR(비타민 D 수용체),

PNPLA1(파타틴-유사 포스포리파제 도메인 함유 1), HRAS(Harvey 랫 육종 바이러스 종양유전자 호모로그), 텔로

머라제-vert, DSP(데스모플라킨(desmoplakin)), SNRPE(작은 핵 리보뉴클레오단백질 폴리펩타이드 E), RPL21(리

보좀 단백질), LAMA3(라미닌, 알파 3), UROD(유로포르피리노겐(uroporphyrinogen) 데카르복실라제), EDAR(엑토

디스플라신(ectodysplasin)-A 수용체), OFD1(입-얼굴-손발가락 증후군 1), PEX7(퍼옥시조말 생물발생 인자 7),

COL3A1(콜라겐, 유형 III, 알파 1), ALOX12B(아라키도네이트 120 리폭시게나제 12R 유형), HLCS(홀로카르복실

라제  신서타제(비오틴-(프로프리오닐-CoA-카르복실라제)ATP-가수분해성))  리가제)),  NIPAL4(NIPA-유사  도메인

함유 4), CERS3(세라마이드 신타제 3), ANTXR1(안트락스 톡신 수용체 1), B3GALT6(UDP-Gal:베타GAl 베타 1,3

갈락토실트랜스퍼라제 폴리펩타이드 6), DSG4(데스모글레인 4), UBR1(유비퀴틴 단백질 리가제 E3 성분 n-레코그

닌 1), CTC1(CTS 텔로미어 유지 복합체 성분 1), MBTPS2(막-결합 전사 인자 펩티다제, 부위 2), UROS(유로포르

피리노겐(uroporphyrinogen) III 신타제), ABHD5(아브하이드롤라제 도메인 함유 5), NOP 10(NOP 10 리보뉴클레

오단백질), ALMS1(알스트롱 증후군(Alstrom syndrome) 단백질 1), LAMB3(라미닌, 베타 3), EOGT(EGF 도메인-특

이적 O-연결 N-아세틸글루코스아민 (GlcNAc)), SAT1(스퍼민딘(spermindine)/스퍼민(spermine) Nl-아세틸트랜스

퍼라제 1), RBPJ(면역글로불린 카파 J 영역에 대한 재조합 신호 결합 단백질), ARHGAP31(Rho GTPase 활성화 단

백질  31),  ACVR1(액티빈  A  수용체,  유형  I),  IKBKG(B-세포에서  카파  경쇄  폴리펩타이드  유전자  인핸서의

저해제,  키나제  감마),  LPAR6(리소포스파티드산  수용체  6),  HR(모발  성장  연관),  ATR(ATR  세린/트레오닌

키나제), HTRA1(HtrA 세린 펩티다제 1), AIRE(자가면역 조절인자), BCS1L(BC1(유비퀴놀-시토크롬 c 리덕타제)

합성-유사),  MCCC2(메틸크로토노일-CoA  카르복실라제  2  (베타)),  DKC1(선천성  각화부전증(dyskeratosis

congenital) 1, 디스케린(dyskerin)), PORCN(포큐파인(porcupine) 호모로그), EBP(에모파밀 결합 단백질(스테

롤 이소머라제)), SLITRK1(SLIT 및 NTRK-유사 패밀리, 구성원 1), BTK(부르톤 무감마글로불린혈증 티로신 키나

제), DOCK6(세포질분열 데디케이터(dedicator)  6),  APCDD1(선종성 용종증 하향-조절 1), ZIP4(아연 수송체 4

전구체),  CASR(칼슘-감지  수용체),  TERT(텔로머라제  역전사효소),  EDARADD(EDAR(엑토디스플라신

(ectodysplasin)-A 수용체)-연관 사멸 도메인), ATP6V0A2(ATPase, H+ 수송, 리소좀 V0 서브유닛 a2), PVRL1(폴

리오바이러스 수용체-관련 1(헤르페스바이러스 도입 매개인자 C)),  MGP(매트릭스 Gla  단백질),  KRT85(케라틴

85, 유형 II), RAG2(재조합 활성화 유전자 2), RAG-1(재조합 활성화 유전자 1), ROR2(수용체 티로신 키나제-유

사 희귀 수용체 2), CLAUDIN1(클라우딘 7), ABCA12(ATP-결합 카세트, 서브패밀리 A(ABC1), 구성원 12), SLA-

DRA1(MHC  클래스  II  DR-알파),  B4GALT7(자일로실단백질  베타  1,4-갈락토실트랜스퍼라제,  폴리펩타이드  7),
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COL7A1(콜라겐 유형 VII, 알파 1), NHP2(NHP2 리보뉴클레오단백질), GNA11(구아닌 뉴클레오타이드 결합 단백질

(g  단백질),  알파 11(Gq  클래스)),  WNT5A(무시(wingless)-typ  MMTV  통합 부위 패밀리 구성원 5A),  USB1(U6

snRNA 생물발생 1), LMNA(라민 A/C), EPS8L3(EPS8-유사 3), NSDHL(NAD(P) 의존적 스테로이드 데하이드로게나제

-유사), TRPV3(일시적인 수용체 잠재적 양이온 채널 서브패밀리 V, 구성원 3), KRAS(커스틴 랫 육종 바이러스

종양유전자 호모로그), TINF2(TERF 1-상호작용 핵 인자 2), TGM1(트랜글루타미나제 1), DCLREIC(DNA 가교 복구

1C), PKP1(플라코필린(plakophilin) 1), WRAP53(TP53에 대한 안티센스를 함유하는 WD 반복), KDM5C(라이신(k)

특이적 데메틸라제 5C), ECM1(세포외 매트릭스 단백질 1), TP63(종양 단백질 p63), KRT14(케라틴 14), RIPK4

(수용체-상호작용 세린-트레오닌 키나제 4), PRKDC(단백질 키나제, DNA 활성화된, 촉매분해적 폴리펩타이드),

BCL11a(B-세포 CLL/림프종 11A(아연 핑거 단백질)),  BMI1(BMI1  프로토-종양유전자, 폴리콤 링 핑거(polycomb

ring finger)), CCR5(케모카인(C-C 모티프) 수용체 5 (유전자/슈도유전자)), CXCR4(케모카인(C-X-C 모티프) 수

용체 4), DKK1(dickkopf WNT 신호전달 경로 저해제 1), ETV2(ets 변이체 2), FLIi(fli-1 프로토-종양유전자,

ETS  전사 인자),  FLK1(키나제 인서트 도메인 수용체), GATA2(GATA  결합 단백질 2), GATA4(GATA  결합 단백질

4),  HHEX(조혈모세포적으로  발현된(hematopoietically  expressed)  호메오박스),  KIT(kit  종양유전자),  LMX1

A(LIM 호메오박스 전사 인자 1 알파), MYF5(근원성 인자 5), MYOD1(근원성 분화 1), MYOG(마이오제닌), NKX2-

5(NK2 호메오박스 5), NR4A2(핵 수용체 서브패밀리 4, 그룹 A, 구성원 2), PAX3(페어드 박스(paired box) 3),

PDX1(췌장 및 십이지장 호메오박스 1), PITX3(페어드-유사 호메오도메인 전사 인자 3), Runx1(runt-관련 전사

인자 1), RAG2(재조합 활성화 유전자 2), GGTA(이관능성 세팔로스포린 아실라제/감마-글루타밀트랜스펩티다제),

HANDII(심장 및 신경관 유도체 발현된 단백질 2), TBX5(T-박스 5), ETV2(ets 변이체 2), PDX1(췌장 및 십이지

장 호메오박스 1), TBX4(T-박스 4), ID2(DNA 결합 저해제 2), SOX2(SRY(성 결정 영역 Y)-박스 2), TTF1/NKX2-

1(NK2 호메오박스 1), MESP1(뒤쪽 중배엽 1), NKX2-5(HK2 호메오박스 5), FAH(푸마릴아세토아세테이트 하이드롤

라제),  PR  DC(단백질  키나제,  DNA  활성화된,  촉매분해성  폴리펩타이드),  RUNX1(runt  관련  전사  인자  1),

FLI1(fli-1 프로토-종양유전자, ETS 전사 인자), PITX3(페어드-유사 호메오도메인 전사 인자 3), LMX1A(LIM 호

메오박스 전사 인자 1 알파), DKK1(dickkopf WNT 신호전달 경로 저해제 1), NR4A2/NURR1(핵 수용체 서브패밀리

4, 그룹 A, 구성원 2), FLK1(키나제 인서트 도메인 수용체), HHEX1(조혈모세포적으로 발현된 호메오박스 단백질

HHEX), BCL11A(B-세포 CLL/림프종 11A(아연 핑거 단백질), RAG2(재조합 활성화 유전자 2), RAG1(재조합 활성화

유전자 1), IL2RG(인터루킨 2 수용체, 감마 사슬), c-KIT/SCFR(v-kit hardy-Zuckerman 4 고양이 육종 바이러스

종양유전자 호모로그), BMI1(BMI1 프로토-종양유전자 폴리콤 링 핑거), TBX5(T-박스 5), OLIG1(희돌기교세포 전

사 인자 1), OLIG2(희돌기교세포 전사 인자 2), 이들의 이형접합체, 이들의 동형접합체 및 이들의 조합으로부터

선택되는, 방법.

33. 원발성 척추동물 세포 또는 배아에서 멀티플렉스 유전자 넉아웃을 제조하는 방법으로서,[0263]

상이한 표적 유전자에 상동성인 HDR 주형의 존재 하에, 상기 상이한 표적 유전자에 표적화된 복수의 TALEN을 세[0264]

포 또는 배아 내로 도입하는 단계를 포함하는, 방법.

34. 1 내지 33 중 어느 하나에 있어서,[0265]

세포를 클로닝하거나, 배아를 임신중인 어미(gestational mother)에 위치시키는 단계를 추가로 포함하는, 방법. [0266]

35. 1 내지 34 중 어느 한 방법에 의해 제조되는 동물.[0267]

36. 1 내지 34 중 어느 한 방법에 의해 제조되는 키메라 배아 또는 동물로서,[0268]

세포가 편집되고,[0269]

세포를 클로닝하며, 세포 유래의 숙주 배아를 제조하고, 공여자 세포를 숙주 배아에 첨가하여, 키메라 배아를[0270]

형성하는 단계를 추가로 포함하는, 키메라 배아 또는 동물.

37. 숙주 세포 및 공여자 세포에 대한 척추동물 배아 키메라로서,[0271]

상이한 염색체 DNA 부위에 복수의 숙주 세포 유전자 편집물을 포함하는 숙주 배아, 및[0272]

키메라 배아를 형성하기 위해 숙주 세포와 통합되는 공여자 세포[0273]

를 포함하는, 척추동물 배아 키메라.[0274]

38. 상이한 염색체 DNA 유전자 부위에 복수의 멀티플렉스 유전자 편집물을 포함하는 배아를 포함하는 척추동물[0275]

결핍 캐리어로서,
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편집물은 공여자 세포에 의한 보완을 위한 유전적 니치(genetic niche)를 제공하는, 척추동물 결핍 캐리어. [0276]

39. 37 또는 38에 있어서,[0277]

공여자 세포가 영장류, 설치류 또는 우제류 유래의 배아 줄기세포, 만능 줄기세포, 난할구 등인, 배아 또는 캐[0278]

리어.

40. 37 내지 39 중 어느 하나에 있어서,[0279]

숙주 또는 캐리어 세포 유전자 편집물이 유전자의 넉아웃, 또는 또 다른 품종의 척추동물 또는 또 다른 종의 동[0280]

물 유래의 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체를 포함하는, 방법. 

41. 37 내지 41 중 어느 하나에 있어서,[0281]

숙주 세포 유전자 편집물의 수가 적어도 2, 3, 4, 5, 6 또는 7인, 방법. [0282]

42. 37 내지 41 중 어느 하나에 있어서,[0283]

또 다른 품종의 척추동물 또는 또 다른 종의 동물의 외인성 대립유전자로의 본래의 대립유전자의 대체의 수가[0284]

적어도 2, 3, 4, 5, 6 또는 7인, 방법. 

43. 37 내지 42 중 어느 하나에 있어서,[0285]

배아가, 발현가능한 리포터 유전자 및/또는 합성 유전자 및/또는 외인성 형광 단백질을 포함하지 않는, 방법. [0286]

44. 37 내지 43 중 어느 하나에 있어서,[0287]

모든 유전자 편집물들이 바이-대립유전자이며,[0288]

적어도 2개, 3개, 4개 또는 5개의 편집물들이 바이-대립유전자이고,[0289]

적어도 2개, 3개, 4개 또는 5개의 유전자 편집물들이 모노-대립유전자형 또는 이들의 임의의 조합인, 방법.[0290]

45. 37 내지 44 중 어느 하나에 있어서,[0291]

공여자 세포가 숙주 세포에 대한 보완물인, 방법.[0292]

46. 37 내지 45 중 어느 하나에 있어서,[0293]

숙주 배아가 성장 장애(FTT) 표현형을 갖도록 예정되어 있는, 방법.[0294]

47. 46에 있어서,[0295]

공여자 세포가 FTT 표현형으로부터 배아를 구조하는(rescue), 방법.[0296]

48. 37 내지 47 중 어느 하나에 있어서,[0297]

공여자 세포가 하나 이상의 유전자 편집물을 포함하는, 방법.[0298]

49. 37 내지 47 중 어느 하나에 있어서,[0299]

대형 척추동물, 가축, 시미안, 개, 고양이, 조류, 새, 어류, 토끼, 돼지, 소, 버팔로, 염소, 양 및 우제류로 이[0300]

루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

50. 숙주 세포 및 공여자 세포에 대한 척추동물 키메라로서,[0301]

상이한 염색체 DNA 부위에 복수의 숙주 세포 유전자 편집물, 및[0302]

키메라 배아를 형성하기 위해 숙주 세포와 통합되는 공여자 세포[0303]

를 포함하는, 척추동물 키메라.[0304]

51. 50에 있어서,[0305]

대형 척추동물, 가축, 시미안, 개, 고양이, 조류, 새, 어류, 토끼, 돼지, 소, 버팔로, 염소, 양 및 우제류로 이[0306]

루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

52. 숙주 세포 및 공여자 세포에 대한 척추동물 배아 키메라를 제조하는 방법으로서,[0307]
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제1 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제1 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제1 표적 부위 서열에 상동성인 제1 상동성[0308]

표적 복구(HDR) 주형; 및

제2 표적 염색체 DNA 부위에 관한 제2 표적화된 엔도뉴클레아제, 및 제2 표적 부위 서열에 상동성인 제2 HDR 주[0309]

형

을 숙주 척추동물 세포 내로 도입하는 단계,[0310]

세포를 클로닝하여, 숙주 배아를 발생(develop)시키는 단계, 및[0311]

공여자 세포를 숙주 배아에 위치시키는 단계[0312]

를 포함하며,[0313]

제1 HDR 주형 서열은 제1 표적 부위에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하고, 제2 HDR 주형 서열은 제2 표적 부[0314]

위 서열에서 본래의 염색체 DNA 서열을 대체하는, 방법.

53. 52에 있어서,[0315]

세포가 원발성 세포인, 방법.[0316]

54. 52 또는 53에 있어서,[0317]

대형 척추동물, 가축, 시미안, 개, 고양이, 조류, 새, 어류, 토끼, 돼지, 소, 버팔로, 염소, 양 및 우제류로 이[0318]

루어진 군으로부터 선택되는, 방법.

55. 1 내지 54 중 어느 하나에 있어서,[0319]

발현가능한 리포터 유전자 및/또는 합성 유전자 및/또는 외인성 형광 단백질을 포함하지 않는, 방법, 세포, 배[0320]

아 또는 동물. 

56. 숙주 세포 및 공여자 세포를 포함하는 키메라성 대형 척추동물로서,[0321]

숙주 세포는 공여자 세포의 유전자에 의해 보완되는 배우자발생 유전자 또는 정자발생 유전자에 대한 적어도 하[0322]

나의 비-감수분열 유전자 편집물을 포함하고,

동물은 공여자 세포의 유전자형을 가진 배우자를 포함하는, 동물.[0323]

57. 56에 있어서,[0324]

숙주 세포의 유전자형을 가진 기능성 배우자를 포함하지 않는, 동물.[0325]

58. 숙주 세포 및 공여자 세포를 포함하는 키메라성 대형 척추동물로서,[0326]

숙주 세포는 성장 장애(FTT) 숙주 세포 유전자형을 구축하기 위해 적어도 하나의 비-감수분열 유전자 편집물을[0327]

포함하고,

FTT 유전자형은 공여자 세포에 의해 보완되는, 동물.[0328]

59. 58에 있어서,[0329]

숙주 세포가, 성장 장애(FTT) 숙주 세포 유전자형을 구축하는 복수의 비-감수분열 유전자 편집물을 포함하는,[0330]

방법. 

60. 58 또는 59에 있어서,[0331]

FTT 표현형이 면역결핍인, 방법.[0332]

61. 멀티플렉스 유전자 편집을 포함하는 대형 척추동물.[0333]

62. 61에 있어서,[0334]

적어도 3개의 본래의 대립유전자가 제2 품종 또는 또 다른 종의 상응하는 외인성 대립유전자로 대체된 제1 품종[0335]

의 돼지 또는 제1 품종의 소이며,

상기 외인성 대립유전자가, 감수분열 재조합 없이, 상응하는 본래의 대립유전자의 대체이고,[0336]
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동물이 외인성 마커 유전자를 포함하지 않는, 동물.[0337]

63. 61 또는 62에 있어서,[0338]

상기 외인성 대체 대립유전자를 적어도 3개, 4개, 5개, 6개 또는 7개로 포함하고,[0339]

각각이 감수분열 재조합을 포함하지 않는, 동물.[0340]

64. 61 내지 63 중 어느 하나에 있어서,[0341]

가축, 시미안, 개, 고양이, 조류, 새, 어류, 토끼, 돼지, 소, 버팔로, 염소, 양 및 우제류로 이루어진 군으로부[0342]

터 선택되는, 동물.

65. 61 내지 64 중 어느 하나에 있어서,[0343]

편집물의 수가 3 내지 25인, 동물. [0344]

66. 61 내지 65 중 어느 하나에 있어서,[0345]

멀티플렉스 편집물에 대한 F0 세대인, 동물.[0346]

67. 61 내지 66 중 어느 하나에 있어서,[0347]

대립유전자 대체의 수가 2 내지 25인, 동물. [0348]

68. 61 내지 66 중 어느 하나에 있어서,[0349]

KO 유전자 편집의 수가 2 내지 25인, 동물. [0350]

69. 61에 있어서,[0351]

적어도 3개의 본래의 대립유전자가 제2 품종 또는 또 다른 종의 외인성 대립유전자로 대체된 제1 품종의 돼지[0352]

또는 제1 품종의 소이며,

상기 외인성 대립유전자가, 감수분열 재조합 없이, 상응하는 본래의 대립유전자의 대체이고,[0353]

동물이 외인성 마커 유전자를 포함하지 않는, 동물.[0354]

70. 69에 있어서,[0355]

상기 외인성 대체 대립유전자를 적어도 3개, 4개, 5개, 6개 또는 7개로 포함하며,[0356]

각각이 감수분열 재조합을 포함하지 않는, 동물.[0357]
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도면13

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Recombinetics, Inc.

 

<120>  MULTIPLEX GENE EDITING

<130>  5054.28-WO-01

<150>  61/985,327

<151>  2014-04-28

<160>  38    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  1

ctcttttcgc aggcacaggt ctacgagctg gagcgacgct tctaagcttg cagcagcggt       60

acctgtcggc tcccgagcgt gaccagttgg                                        90

<210>  2

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

공개특허 10-2017-0003585

- 56 -



<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  2

aaccctgtgt cgtttcccac ccagtagata tgtttgatga ctaagcttct cggaaggcag       60

agagtgtgtc aactgcgggg ccatgtccac                                        90

<210>  3

<211>  60

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  3

tgcggttgct cccccgcctc gtccccgtaa gcttgactcc tggtgcagcg ccccggccag       60

<210>  4

<211>  36

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  4

His Asp His Asp His Asp Asn Ile Asn Ile Asn Ile Asn Asn Asn Asn 

1               5                   10                  15      

Asn Gly Asn Gly His Asp Asn Ile Asn Asn Asn Gly Asn Asn Asn Gly 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Gly 

        35      

<210>  5

<211>  40

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  5

His Asp His Asp Asn Ile Asn Ile Asn Asn Asn Gly Asn Asn His Asp 

1               5                   10                  15      

Asn Ile Asn Ile Asn Gly Asn Gly His Asp Asn Ile Asn Gly Asn Asn 

            20                  25                  30          
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Asn Gly Asn Ile His Asp Asn Gly 

        35                  40  

<210>  6

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  6

Asn Ile His Asp His Asp Asn Gly Asn Gly His Asp His Asp Asn Gly 

1               5                   10                  15      

His Asp His Asp Asn Gly His Asp Asn Gly His Asp His Asp Asn Asn 

            20                  25                  30          

His Asp Asn Gly 

        35      

<210>  7

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  7

His Asp Asn Gly Asn Ile Asn Ile Asn Asn His Asp Asn Gly Asn Asn 

1               5                   10                  15      

His Asp Asn Gly Asn Gly Asn Gly Asn Gly Asn Asn Asn Ile Asn Ile 

            20                  25                  30          

Asn Gly 

        

<210>  8

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  8

Asn Asn Asn Asn Asn Ile Asn Ile Asn Asn Asn Ile Asn Ile Asn Asn 
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1               5                   10                  15      

Asn Gly Asn Ile Asn Gly His Asp Asn Ile Asn Asn His Asp His Asp 

            20                  25                  30          

Asn Ile Asn Gly 

        35      

<210>  9

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  9

Asn Asn Asn Ile His Asp His Asp His Asp Asn Ile Asn Asn Asn Ile 

1               5                   10                  15      

Asn Ile Asn Gly Asn Gly Asn Gly His Asp Asn Gly Asn Asn Asn Gly 

            20                  25                  30          

<210>  10

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  10

Asn Asn Asn Asn His Asp Asn Ile His Asp His Asp His Asp Asn Asn 

1               5                   10                  15      

Asn Gly Asn Asn Asn Gly His Asp His Asp Asn Asn His Asp Asn Asn 

            20                  25                  30          

His Asp 

        

<210>  11

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  11
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His Asp Asn Ile Asn Gly Asn Asn Asn Gly Asn Ile His Asp Asn Gly 

1               5                   10                  15      

His Asp Asn Gly Asn Asn Asn Ile His Asp Asn Gly Asn Gly 

            20                  25                  30  

<210>  12

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  12

Asn Asn His Asp Asn Gly His Asp Asn Gly Asn Ile His Asp Asn Gly 

1               5                   10                  15      

His Asp Asn Gly Asn Ile His Asp His Asp His Asp His Asp 

            20                  25                  30  

<210>  13

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  13

Asn Asn His Asp Asn Ile His Asp Asn Ile Asn Gly Asn Asn Asn Ile 

1               5                   10                  15      

Asn Ile Asn Asn Asn Gly His Asp Asn Asn His Asp His Asp His Asp 

            20                  25                  30          

Asn Ile 

        

<210>  14

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  14
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His Asp His Asp Asn Asn Asn Gly His Asp His Asp Asn Gly Asn Gly 

1               5                   10                  15      

Asn Gly Asn Asn His Asp His Asp Asn Ile Asn Ile His Asp His Asp 

            20                  25                  30          

Asn Gly Asn Gly 

        35      

<210>  15

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  15

Asn Gly Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn His Asp His Asp 

1               5                   10                  15      

His Asp Asn Ile His Asp Asn Asn Asn Asn Asn Gly Asn Gly Asn Asn 

            20                  25                  30          

His Asp Asn Gly 

        35      

<210>  16

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  16

His Asp Asn Gly His Asp His Asp Asn Gly Asn Ile His Asp Asn Ile 

1               5                   10                  15      

Asn Ile Asn Asn Asn Gly Asn Asn Asn Asn Asn Ile Asn Gly Asn Gly 

            20                  25                  30          

Asn Gly 

        

<210>  17

<211>  36

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  17

His Asp Asn Asn Asn Asn Asn Ile His Asp His Asp His Asp Asn Asn 

1               5                   10                  15      

Asn Gly His Asp His Asp Asn Gly Asn Gly Asn Asn His Asp Asn Ile 

            20                  25                  30          

His Asp Asn Gly 

        35      

<210>  18

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  18

Asn Asn Asn Asn Asn Ile His Asp Asn Gly Asn Asn Asn Ile His Asp 

1               5                   10                  15      

His Asp Asn Ile His Asp Asn Gly Asn Ile Asn Gly Asn Gly 

            20                  25                  30  

<210>  19

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  19

Asn Ile Asn Asn Asn Ile Asn Asn Asn Ile Asn Ile Asn Gly Asn Asn 

1               5                   10                  15      

Asn Gly Asn Asn Asn Asn Asn Gly His Asp His Asp Asn Ile Asn Asn 

            20                  25                  30          

His Asp 

        

<210>  20

<211>  34
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  20

His Asp Asn Asn His Asp Asn Ile Asn Asn Asn Asn His Asp Asn Ile 

1               5                   10                  15      

His Asp Asn Ile Asn Asn Asn Asn Asn Gly His Asp Asn Gly Asn Ile 

            20                  25                  30          

His Asp 

        

<210>  21

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  21

Asn Ile His Asp His Asp Asn Asn His Asp Asn Gly Asn Asn His Asp 

1               5                   10                  15      

Asn Gly Asn Asn His Asp Asn Gly Asn Gly Asn Asn Asn Ile 

            20                  25                  30  

<210>  22

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  22

Asn Asn His Asp Asn Asn Asn Asn Asn Gly Asn Gly Asn Asn His Asp 

1               5                   10                  15      

Asn Gly His Asp His Asp His Asp His Asp His Asp Asn Asn His Asp 

            20                  25                  30          

His Asp 

        

<210>  23
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<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  23

Asn Asn Asn Asn His Asp His Asp Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn 

1               5                   10                  15      

His Asp Asn Asn His Asp Asn Gly Asn Asn His Asp Asn Ile His Asp 

            20                  25                  30          

His Asp 

        

<210>  24

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  24

Asn Ile Asn Gly Asn Asn Asn Gly Asn Gly Asn Gly Asn Asn Asn Ile 

1               5                   10                  15      

Asn Gly Asn Asn Asn Ile His Asp Asn Gly Asn Gly His Asp 

            20                  25                  30  

<210>  25

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  25

Asn Asn Asn Asn His Asp His Asp His Asp His Asp Asn Asn His Asp 

1               5                   10                  15      

Asn Ile Asn Asn Asn Gly Asn Gly Asn Asn Asn Ile His Asp Asn Ile 

            20                  25                  30          

His Asp 
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<210>  26

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Repeat-Variable Diresidue (RVD) Code

<400>  26

Cys Gly Thr Cys Ala Cys Cys Ala Ala Cys Gly Gly Thr Cys Thr Cys 

1               5                   10                  15      

Cys Thr Cys Thr Cys Gly Gly 

            20              

<210>  27

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  27

ttccactcta ccccccccaa aggttcagtg ttttgtgtaa gcttcaatgt tgagtacatg       60

aattgcactt gggacagcag ctctgagctc                                        90

<210>  28

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  28

ctctaaggat tcctgccacc ttcctcctct ccgctaccca gactaagctt tgcacattca       60

aaagcagctt agggtctgaa aaacatcagt                                        90

<210>  29

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  29
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ccagatcgcc aaagtcacgg aagaagtatc agccattcat ccctcccagt gaagcttaca       60

gaaattctgg gtcgaccacg gagttgcact                                        90

<210>  30

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  30

agctcgccac ccccgccggg cacccgtgtc cgcgccatgg ccatctaagc ttaaagaagt       60

cagagtacat gcccgaggtg gtgaggcgct                                        90

<210>  31

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  31

gtgctgcgtg ccctttactg ctctactcta ccccctacca gcctaagctt gtgctgggcg       60

acttcatgtg caagttcctc aactacatcc                                        90

<210>  32

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  32

cccagacttc actccgtcct ttgccgactt cggccgacca gcccttagca accgtgggcc       60

cccaaggggt gggccaggtg gggagctgcc                                        90

<210>  33

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  33
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ccgagacggg aaatgcacct cctacaagtg gatttgtgat ggatccgaac accgagtgca       60

aggacgggtc cgctgagtcc ctggagacgt                                        90

<210>  34

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  34

aaagtggcct ggcccaaccc ctggactgac cactcgagta ttgaagcacg taagtatgct       60

ggaccacatt ctctatggct gtagacattc                                        90

<210>  35

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  35

ctcttttcgc aggcacaggt ctacgagctg gagcgacgct tctaagcttg cagcagcggt       60

acctgtcggc tcccgagcgt gaccagttgg                                        90

<210>  36

<211>  60

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  36

tgcggttgct cccccgcctc gtccccgtaa gcttgactcc tggtgcagcg ccccggccag       60

<210>  37

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  37

aaccctgtgt cgtttcccac ccagtagata tgtttgatga ctaagcttct cggaaggcag       60
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agagtgtgtc aactgcgggg ccatgtccac                                        90

<210>  38

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Homology Directed Repair Template

<400>  38

gctcccactc ccctgggggc ctctgggctc accaacggtc tcctcccggg ggacgaagac       60

ttctcctcca ttgcggacat ggacttctca                                        90
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