
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2023-0016751

(43) 공개일자   2023년02월03일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     A61K 48/00 (2006.01)  A61K 31/7088 (2006.01)

     A61P 27/02 (2006.01)  C07K 1/12 (2006.01)

     C07K 1/22 (2006.01)  C12N 15/10 (2017.01)

     C12N 15/113 (2010.01)  C12N 15/90 (2006.01)

     C12N 9/22 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     A61K 48/00 (2013.01)

     A61K 31/7088 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2021-0097893

(22) 출원일자       2021년07월26일

     심사청구일자   2022년08월02일 

(71) 출원인

서울대학교산학협력단

서울특별시 관악구 관악로 1 (신림동)

한양대학교 산학협력단

서울특별시 성동구 왕십리로 222(행당동, 한양대
학교내)

고려대학교 산학협력단

서울특별시 성북구 안암로 145, 고려대학교 (안암
동5가)

(72) 발명자

김정훈

서울특별시 강남구 도산대로96길 39, 106-1001 (
청담동, 청담공원아파트)

우재성

서울특별시 강남구 개포로15길 3-15 더푸른빌 10
1동 201호

배상수

서울특별시 서초구 고무래로 35, 103동 2301호 (
반포리체아파트)

(74) 대리인

김경교, 양용

전체 청구항 수 : 총 22 항

(54) 발명의 명칭 염기 편집기 및 이의 용도

(57) 요 약

본 발명은 염기 편집기, 예를 들어, 리보핵단백질(RNP) 복합체 형태의 염기 편집기, 및 이를 이용한 생체 내 유

전자 교정 용도에 관한 것이다. 본 발명의 RNP 복합체 형태의 염기 편집기를 사용시 오프-타겟 효과를 감소시켜

표적 유전자를 효과적으로 교정할 수 있다.

대 표 도 - 도1a

공개특허 10-2023-0016751

- 1 -

공개특허 10-2023-0016751



(52) CPC특허분류

     A61P 27/02 (2018.01)

     C07K 1/12 (2013.01)

     C07K 1/22 (2013.01)

     C12N 15/102 (2013.01)

     C12N 15/113 (2013.01)

     C12N 15/90 (2013.01)

     C12N 9/22 (2013.01)

     C12Y 305/04002 (2013.01)

     C12Y 305/04005 (2013.01)

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          1711106776

    과제번호              2018R1C1B6004447

    부처명                과학기술정보통신부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            개인기초연구(과기정통부)(R＆D)

    연구과제명            Calmodulin에 의한 간극연접의 닫힘 조절 메커니즘

    기 여 율              1/2

    과제수행기관명        고려대학교

    연구기간              2018.03.01 ~ 2021.02.28

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          1711133400

    과제번호              2021R1A2C3012908

    부처명                과학기술정보통신부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            개인기초연구(과기정통부)(R＆D)

    연구과제명            크리스퍼에 의한 긴 DNA 결실 분석법 및 정밀 염기교정 기술 개발

    기 여 율              1/2

    과제수행기관명        한양대학교

    연구기간              2021.03.01 ~ 2022.02.28

공개특허 10-2023-0016751

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

(i) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질; 및

(ii) 가이드 RNA (gRNA)

를 포함하는, 망막 기능장애의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 융합 단백질은 우라실 글리코실라제 억제제(UGI) 도메인을 추가로 포함하는 것인, 약학

조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 Cas9 도메인은 뉴클레오티드 듀플렉스 중 뉴클레오티드 표적 가닥을 절단하는 nCas9인,

약학 조성물. 

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 융합 단백질은 아데닌 데아미나제를 결합한 아데닌 염기 편집기(ABE) 또는 시토신 데아미

나제를 결합한 시토신 염기 편집기(CBE)인 것인, 약학 조성물. 

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 Cas9 도메인은 표적 핵산 서열의 프로토스페이서 인접 모티브(PAM)을 인식하며, 상기 PAM

은 NGG 또는 NG인 것인, 약학 조성물. 

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 gRNA는 단일 가이드 RNA(sgRNA)인 것인, 약학 조성물. 

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 융합 단백질과 상기 gRNA는 리보핵단백질(RNP) 복합체 형태로 존재하며, 이 때 상기 gRNA

는 상기 Cas9 도메인에 결합된 것인, 약학 조성물.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 망막 기능장애는 유전자의 점 돌연변이에 의해 발병되는 것인,

약학 조성물.
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청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 융합 단백질 또는 복합체가 상기 점 돌연변이를 교정시키는 것인, 약학 조성물.

청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 점 돌연변이는 T에서 C로의 점 돌연변이를 포함하고, 돌연변이체 C 염기의 탈아미노화는

상기 망막 기능장애와 관련되지 않은 서열을 발생시키는 것이거나; 또는

상기 점 돌연변이는 G에서 A로의 점 돌연변이를 포함하고, 돌연변이체 A 염기의 탈아미노화는 상기 망막 기능장

애와 관련되지 않은 서열을 발생시키는 것인, 약학 조성물.

청구항 11 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 gRNA는 상기 망막 기능장애와 관련된 표적 서열에 상보적인 인

접 뉴클레오티드(contiguous nucleotides)의 서열을 포함하는 것인, 약학 조성물.

청구항 12 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 gRNA는 망막 기능장애 관련 유전자를 표적으로 하는 것인, 약

학 조성물. 

청구항 13 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 망막 기능장애는 망막 변성 질환; 색소성 망막염; 망막 색소

변성; 혈관무늬 병증; 드루젠(Drusen); 레베르 선천성 흑암시(lebers congenital amaurosis); 유전성 또는 후

천성 황반 변성; 연령 관련 황반 변성 (AMD); 베스트병(Best disease); 망막 박리; 뇌회형 위축; 맥락막결손;

패턴 이영 양증; 망막 색소 상피 (RPE) 이영양증; 스타르가르트병(Stargardt disease); 광, 레이저, 감염, 방사

선, 신생혈관 또는 외상성 손상 중 어느 하나에 의해 야기된 망막 색소 상피 (RPE) 및 망막 손상으로부터 선택

되는 것; 망막형성장애; 색맹; 범맥락막위축; 근시성 맥락막신생혈관; 결절맥락막혈관병증; 중심장액맥락망막병

증; 황반원공; 황반이상증; 당뇨망막병증; 망막동정맥폐쇄; 고혈압성 망막병증; 망막대동맥류; 안허혈증후군;

미숙아망막병증; 급성망막괴사; 거대세포 바이러스 망막염; 톡소플라스마 망막맥락막염; 매독성 맥락망막염; 망

막박리; 또는 망막모세포종인, 약학 조성물. 

청구항 14 

(a) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질을 세포

에서 발현시키는 단계이며, 상기 융합 단백질은 추가로 친화성 태그를 포함하는 것인 단계;

(b) 단계 (a)에서 발현된 융합 단백질을 용해시켜 용해물을 생성하는 단계; 

(c) 단계 (b)의 용해물을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 1차 정제하는 단계;

(d) 단계 (c)에서 정제된 융합 단백질을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 2차 정제하는 단계;

및

(e) 단계 (d)에서 정제된 융합 단백질을 크기 배제 크로마토그래피(size exclusion chromatography)로 3차 정

제하는 단계

를 포함하는, 융합 단백질의 정제 방법. 
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청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 친화성 태그가 폴리히스티딘 태그 또는 FLAG 태그인 것인, 융합 단백질의 정제 방법.

청구항 16 

제14항에 있어서, 단계 (a)의 융합 단백질은 N-말단에 10xHis-Flag 태그를 포함하고, C-말단에 mCherry-10xHis

태그를 포함하는 것인, 융합 단백질의 정제 방법.

청구항 17 

제14항에 있어서, 단계 (c)는 단계 (b)의 용해물을 Ni-NTA 수지와 접촉시키는 것을 포함하고, 여기서 상기 융합

단백질은 Ni-NTA 수지에 결합된 것인, 융합 단백질의 정제 방법.

청구항 18 

제14항에 있어서, 단계 (d)는 단계 (c)에서 정제된 융합 단백질을 α-FLAG M1 아가로스 수지와 접촉시키는 것을

포함하고, 여기서 상기 융합 단백질은 α-FLAG M1 아가로스 수지에 결합된 것인, 융합 단백질의 정제 방법.

청구항 19 

제14항에 있어서,  단계  (e)의  크기  배제  크로마토그래피는  HiLoad  16/600  Superdex  200pg,  HiLoad  26/600

Superdex 200pg, 또는 HiLoad 16/600 Superdex 75pg 컬럼에서 수행되는 것인, 융합 단백질의 정제 방법.

청구항 20 

(a) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질을 세포

에서  발현시키는  단계이며,  상기  융합  단백질은  추가로  N-말단에  10xHis-Flag  태그를  포함하고,  C-말단에

mCherry-10xHis 태그를 포함하는 것인 단계;

(b) 단계 (a)에서 발현된 융합 단백질을 용해시켜 용해물을 생성하는 단계; 

(c) 단계 (b)의 용해물을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 1차 정제하는 단계이며, 이 때 상기

단계는 상기 용해물을 Ni-NTA 수지와 접촉시키는 것을 포함하고, 여기서 상기 융합 단백질은 Ni-NTA 수지에 결

합된 것인 단계;

(d) 단계 (c)에서 정제된 단백질을 Ni-NTA 수지와 접촉시켜 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로

2차 정제하는 단계이며, 이 때 상기 단계는 단계 (c)에서 정제된 융합 단백질을 α-FLAG M1 아가로스 수지와 접

촉시키는 것을 포함하고, 여기서 상기 융합 단백질은 α-FLAG M1 아가로스 수지에 결합된 것인 단계; 및

(e) 단계 (d)에서 정제된 융합 단백질을 크기 배제 크로마토그래피(size exclusion chromatography)로 3차 정

제하는 단계이며, 상기 크기 배제 크로마토그래피는 HiLoad 16/600 Superdex 200pg, HiLoad 26/600 Superdex

200pg, 또는 HiLoad 16/600 Superdex 75pg 컬럼에서 수행되는 것인 단계

를 포함하는, 융합 단백질의 정제 방법. 

청구항 21 

제20항의  정제  방법에  따라  정제된  융합  단백질;  및  상기  융합  단백질의  Cas9  도메인에  결합된  가이드

RNA(gRNA)를 포함하는 리보핵단백질(RNP) 복합체.
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청구항 22 

제21항의 복합체를 포함하는, 망막 기능장애의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 염기 편집기, 예를 들어, 리보핵단백질(RNP) 복합체 형태의 염기 편집기, 및 이를 이용한 생체 내 유[0001]

전자 교정 용도에 관한 것이다. 본 발명의 RNP 복합체 형태의 염기 편집기를 사용시 오프-타겟 효과를 감소시켜

표적 유전자를 효과적으로 교정할 수 있다.

배 경 기 술

CRISPR/Cas9 system을 이용한 유전자 가위 기술은 현재의 유전자 치료 기술에 매우 비약적인 발전을 가져왔다.[0003]

이러한 유전자가위들은 공통적으로 DNA 이중나선의 절단(DNA double strand break; DSB)을 유도하게 된다. 그러

면 살아있는 세포는 이러한 DSB를 심각한 손상으로 인식하고 이를 복구하기 위한 시스템을 가동한다. 구체적으

로, 복구의 속도는 빠르지만 복구원본에 의존하지 않기 때문에 다양한 유전자서열의 변형이 유도되는 비상동말

단연결(Non-Homologous End-Joining; NHEJ)과 주형가닥을 통하여 정확한 복구가 가능한 상동재조합(Homologous

Direct Repair; HDR) 두 가지 경로를 이용하여 잘린 DNA 가닥을 복구한다. 유전자의 제거를 위해서는 NHEJ 경로

가, 유전자의 교정, 삽입을 위해서는 HDR 경로가 통상 이용된다. 

그런데 HDR에 의한 교정은 매우 비효율적인 것으로 알려져 있으며, 특히 Cas9 nuclease에 의한 DNA 절단은 종종[0004]

표적 부위에 원치않는 DNA의 삽입이나 결실(indel)을 일으키곤 한다. 이러한 단점을 보완하기 위해 최근에는

CRISPR/Cas 시스템의 절단 기능을 제거하고 특정 DNA 서열을 인식하는 특징만을 이용하여 사용하기도 한다. 절

단기능이 제거된(catalytically impaired) Cas9 단백질(dead Cas9; dCas9)에 다양한 유전자 조절인자들을 결합

하여 사용한다. 특히 4세대 유전자 가위 기술이라고 불리는 염기교정 유전자가위(base editor; 이하 "염기 편집

기"라고도 함)를 이용하면, 특정 서열을 교정하거나 교체하여 유전자를 결손시키거나 원하는 형질로 전환할 수

있다. 

염기 편집기로는 크게 2가지 종류가 사용되고 있다. 즉, CRISPR/Cas9의 이중가닥 DNA 절단기능을 제거하거나[0005]

(dCas9),  단일  가닥  DNA  절단기능만을  제거한  Cas9  nickase  (nCas9)에  시토신  탈아미노효소(cytidine

deaminase)를 결합하여 DNA 서열 중 시토신(C)만 찾아 티민(T)으로 교체할 수 있는 cytidine base editor(CB

E)와, 아데닌 탈아미노효소(Adenine deaminase)를 결합하여 아데닌(A)을 구아닌(G)으로 교체할 수 있는 adenine

base editor(ABE)가 있다. 이러한 염기 편집기는 DNA 이중나선의 절단(DSB)을 거의 생성하지 않으며 기증자 DNA

템플릿이 필요하지 않다. 따라서 염기 편집기는 식물 게놈 공학, 마우스 접합체 공학, 생물 의학 응용 등 광범

위한 연구 분야에서 널리 활용되고 있다.

그러나, CRISPR nuclease와 유사하게, 염기 편집기는 단일 가이드 RNA (sgRNA) 의존적인 게놈 전반에서 off-[0006]

target 효과를 나타낸다. ABE는 또한 표적 서열 모티프에 위치한 아데닌 이외에 시토신의 전환을 촉매하는 것으

로 밝혀졌다. 또한, CBE는 게놈에서 sgRNA와는 무관하게 무차별 DNA 탈아미노화를 유발하며, CBE와 ABE는 모두

RNA 전사체에서 전사체 전반의 무차별 RNA 탈아미노화를 유도한다. 이러한 문제를 해결하기 위해 Cas9 effector

engineering 기법을 사용하거나 또는 cytidine/adenine deaminase을 변형시켜보았으나, 문제가 완전히 해결되

지는 않았다.

off-target 효과를 개선시키기 위한 또다른 방법은 염기 편집기를 전달하는수단을 변경해보는 것이다. 염기 편[0007]

집기와  sgRNA를  암호화하는  박테리아  플라스미드  또는  바이러스  벡터를  세포  내  전달하는  방식을  사용하는

경우, 외인성 염기 편집기가 세포 내에서 지속적으로 생성되고 세포 내 농도를 제어하기 어렵기 때문에 일반적

으로 높은 off-target 편집 속도를 초래하고 그에 따라 off-target 효과가 누적된다.

Off-target 효과를 줄이기 위해, 대조적으로, 염기 편집기-sgRNA-RNP 복합체의 형태로 사용하기도 하나, 현재[0008]

RNP 시스템은 생물학적 분야에서 널리 사용되지 못하고 있으며, 염기 편집기 단백질을 고순도 및 고수율로 제조

하기가 어렵다는 문제도 존재한다.
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선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  YEH, Wei-Hsi, et al., Nature communications, 2018, 9.1: 1-10. [0009]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 염기 편집기, 예를 들어, 리보핵단백질(RNP) 복합체 형태의 염기 편집기를 제공하고자 한다.[0010]

본 발명은 또한 RNP 복합체 형태의 염기 편집기를 사용하여 생체 내 유전자를 교정하고자 하며, 특히, 오프-타[0011]

겟 효과를 감소시켜 질환, 예컨대, 망막 변성 질환과 같은 망막 기능장애와 연관된 표적 유전자를 효과적으로

교정하고자 한다. 

본 발명은 또한 염기 편집기를 고순도로 정제하는 시스템 또는 방법을 제공하고자 한다. [0012]

과제의 해결 수단

일 실시태양에서, 본 발명은 Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함[0014]

하는 융합 단백질을 제공한다.

일 실시태양에서, 본 발명은 (i) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을[0015]

포함하는 융합 단백질; 및 (ii) 가이드 RNA (gRNA)를 포함하는 복합체를 제공하며, 여기서 gRNA는 상기 융합 단

백질의 Cas9 도메인에 결합된다.

일 실시태양에서, 본 발명은 [0016]

(i) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질; 및[0017]

(ii) 가이드 RNA (gRNA)[0018]

를 포함하는, 질환 또는 장애의 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공하며, 특히 망막 기능장애의 예방 또는 치[0019]

료용 약학 조성물을 제공한다. 

일 구체적 실시태양에서, 상기 융합 단백질은 우라실 글리코실라제 억제제(UGI) 도메인을 추가로 포함하는 것일[0020]

수 있다. 상기 gRNA는 단일 가이드 RNA(sgRNA)인 것일 수 있다. 

일 구체적 실시태양에서, 상기 Cas9  도메인은 뉴클레오티드 듀플렉스 중 뉴클레오티드 표적 가닥을 절단하는[0021]

nCas9일 수 있거나, 또는 상기 Cas9 도메인은 표적 핵산 서열의 프로토스페이서 인접 모티브(PAM)을 인식하며,

상기 PAM은 NGG 또는 NG일 수 있다.

일 구체적 실시태양에서, 상기 망막 기능장애는 유전자 돌연변이, 예컨대 점 돌연변이에 의해 발병되는 것일 수[0022]

있다. 상기 망막 기능장애는 망막 변성 질환; 색소성 망막염; 망막 색소 변성; 혈관무늬 병증; 드루젠(Drusen);

레베르 선천성 흑암시(lebers congenital  amaurosis);  유전성 또는 후천성 황반 변성; 연령 관련 황반 변성

(AMD); 베스트병(Best disease); 망막 박리; 뇌회형 위축; 맥락막결손; 패턴 이영 양증; 망막 색소 상피 (RPE)

이영양증; 스타르가르트병(Stargardt disease); 광, 레이저, 감염, 방사선, 신생혈관 또는 외상성 손상 중 어느

하나에 의해 야기된 망막 색소 상피 (RPE) 및 망막 손상으로부터 선택되는 것; 망막형성장애; 색맹; 범맥락막위

축; 근시성 맥락막신생혈관; 결절맥락막혈관병증; 중심장액맥락망막병증; 황반원공; 황반이상증; 당뇨망막병증;

망막동정맥폐쇄; 고혈압성 망막병증; 망막대동맥류; 안허혈증후군; 미숙아망막병증; 급성망막괴사; 거대세포 바

이러스 망막염; 톡소플라스마 망막맥락막염; 매독성 맥락망막염; 망막박리; 또는 망막모세포종일 수 있다. 

일 구체적 실시태양에서, 상기 gRNA는 상기 망막 기능장애와 관련된 표적 서열에 상보적인 인접 뉴클레오티드[0023]

(contiguous nucleotides)의 서열을 포함하는 것일 수 있으며, 상기 표적 서열은 상기 망막 기능장애와 관련된

점 돌연변이를 포함하는 것일 수 있다.
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일 구체적 실시태양에서, 상기 융합 단백질 또는 복합체가 상기 점 돌연변이를 교정시키는 것일 수 있다. 이 때[0024]

상기 점 돌연변이는 T에서 C로의 점 돌연변이를 포함하고, 돌연변이체 C 염기의 탈아미노화는 상기 망막 기능장

애, 예컨대 망막 변성 질환과 관련되지 않은 서열을 발생시키는 것이거나; 또는 상기 점 돌연변이는 G에서 A로

의 점 돌연변이를 포함하고, 돌연변이체 A 염기의 탈아미노화는 상기 망막 기능장애, 예컨대 망막 변성 질환과

관련되지 않은 서열을 발생시키는 것일 수 있다. 

또다른 실시태양에서, 본 발명은 (a) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메[0025]

인을 포함하는 융합 단백질을 세포에서 발현시키는 단계이며, 상기 융합 단백질은 추가로 친화성 태그를 포함하

는 것인 단계;

(b) 단계 (a)에서 발현된 융합 단백질을 용해시켜 용해물을 생성하는 단계; [0026]

(c) 단계 (b)의 용해물을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 1차 정제하는 단계;[0027]

(d) 단계 (c)에서 정제된 융합 단백질을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 2차 정제하는 단계;[0028]

및

(e) 단계 (d)에서 정제된 융합 단백질을 크기 배제 크로마토그래피(size exclusion chromatography)로 3차 정[0029]

제하는 단계

를 포함하는, 융합 단백질의 정제 방법을 제공한다.[0030]

발명의 효과

본 발명의 염기 편집기 단백질 및 gRNA, 특히, ABE/CBE RNP 복합체의 전달을 통한 염기 편집은 플라스미드로 인[0032]

코딩된 ABE/CBE 전달을 통한 염기 편집과 비교하여 DNA와 RNA 모두에서 감소된 오프-타겟 효과를 나타낸다. RNP

복합체 매개 염기 편집의 감소된 오프-타겟 효과로 인해 본 발명의 ABE/CBE RNP 복합체는 특히 치료 응용 분야

에서 매우 유익할 것으로 예상된다.

또한, 본 발명의 ABE RNP 복합체인 NG-ABEmax RNP를 사용하여 망막 변성 12 (rd12) 모델 마우스에서 생체 내 유[0033]

전자 교정을 유도할 수 있음이 확인되었다. 이에 따라 본 발명의 염기 편집기 단백질 또는 이의 RNP는 안질환

관련 치료 분야, 예컨대 망막 변성 질환과 같은 망막 기능장애의 치료에 특히 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 인간 세포 발현 시스템에서 ABE / CBE 단백질의 정제 과정 및 그 결과를 나타낸다. [0035]

a. 염기 편집기 정제 과정의 모식도를 나타낸다.

b. 정제된 염기 편집기. 크기 배제 크로마토 그래피로부터의 ABEmax 또는 AncBE4max의 피크 분획을 수집하고,

농축하고, SDS-PAGE로 분석하였다. 

c. UGI 과발현을 포함하거나 포함하지 않는 RNP- 및 플라스미드- 매개 CBE 전달 후 HEK293T 세포에서 target C

로부터 전환된 특정 편집된 뉴클레오티드(edited nucleotide)에 대한 서열 판독 백분율(%)을 나타낸다. 

d. RNP- 및 플라스미드-매개 ABE/CBE 전달 및 GFP 벡터 전달 후 HEK293T 세포의 생존력을 나타낸다. 생존율은

CCK-8 분석을 사용하여 결정하였다. 

도 2는 염기 편집기 발현 및 정제를 위한 구조물(construct) 및 RNP- 및 플라스미드-매개 ABE 및 CBE DNA 편집

의 특성을 나타낸다. 구체적으로는 염기 편집기 단백질을 발현하는데 사용되는 pEX-FlagR-ABEmax 및 pEX-FlagR-

BE4max 플라스미드의 모식도를 나타낸다(본 발명에서는 ABEmax 및 AncBE4max를 사용함). 연한 녹색 직사각형은

링커 펩티드를 나타낸다.

도 3은 RNP 및 플라스미드 매개 ABE 및 CBE DNA 편집의 특성을 보여준다. 

a 및 c. 각각 19개 또는 8개의 게놈 부위에서 RNP- 및 플라스미드-매개 ABE (a) 또는 CBE (c) 전달 후 HEK293T

세포에서의 염기 편집 정도를 나타낸다. 총 시퀀싱 read 중 위치 2-11에서의 A 변환 (ABE의 경우) 또는 C 변환
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(CBE의 경우)을 포함하는 시퀀싱 read의 백분율로 나타내었다. 막대는 평균값을 나타내고, 오차 막대는 3개의

독립적인 생물학적 replicate의 s.e.m을 나타낸다. 

b 및 d. 각각 19개 또는 8개의 게놈 부위에서 RNP- 및 플라스미드-매개 ABE (b) 또는 CBE (d) 전달 후 HEK293T

세포에서의 Indel을 나타낸다. 총 시퀀싱 read 중 indel이 있는 시퀀싱 read의 백분율로 나타내었다. 점들은 각

표적에 대한 3개의 독립적인 생물학적 replicate의 평균값을 나타낸다. 오차 막대는 점들로 표시된 값의 s.e.m

을 나타낸다. 

도 4는 RNP 및 플라스미드 매개 편집 특성 및 인간 내인성 DNA 표적 부위를 나타낸다.

a 및 b. ABE 편집 대립 유전자의 염기 변환 수를 나타낸다. 막대는 A 변환을 포함하는 총 read 수에 대한 단일

(적색), 이중(노란색) 또는 삼중(파란색) A 변환을 포함하는 read 수의 비율을 나타낸다. (a)에서 ABE_site 5의

가장 일반적인 서열 (위치 1-20)이 시각화되며 빈도는 오른쪽에 표시된다. 유색 뉴클레오티드는 편집된 서열을

나타낸다. 

c 및 d. 상이한 표적 부위에서의 CBE 편집 대립 유전자에서의 염기 전환 수를 나타낸다. 막대는 단일(적색), 이

중(노란색) 또는 삼중(파란색) C 변환을 포함하는 read 수와 C 변환을 포함하는 총 read 수의 비율을 나타낸다. 

(a)-(d)에서 오차 막대는 세 개의 독립적인 생물학적 replicate의 s.e.m을 나타낸다. 

e. ABE-인코딩 플라스미드의 형질 감염 후 여러 시점에서의 HEK293T 세포의 ABE 편집 효율을 나타낸다.

f. ABE-인코딩 플라스미드의 형질 감염 후 여러 시점에서 ABE 편집 대립 유전자의 염기 전환의 수를 나타낸다.

오차 막대는 두 개의 독립적인 생물학적 replicate의 s.e.m을 나타낸다. 

g 및 h. sgRNA 부재 하에서 ABE 단백질 (파란색) 또는 ABE 인코딩 플라스미드 (주황색)의 형질 감염 후 여러 시

점에서 HEK293T 세포에서의 ABE 풍부도 분석 결과를 나타낸다. (g)에서 각각의 점은 주어진 전달 방법에 대해

얻은 최대 풍부도 대비 ABE 풍부도를 나타낸다. (h)에서 막대는 형질 감염 6시간 후에 플라스미드 매개 발현으

로부터 얻은 것 대비 ABE 풍부도를 나타낸다. 점 (g)와 막대 (h)는 두 개의 독립적인 생물학적 replicate의 평

균값을 나타낸다.

도 5는 상대적 ABE 풍부도를 추정하기 위한 웨스턴 블롯 분석 결과를 나타낸다. 

a. sgRNA의 부재 하에 ABE 단백질 또는 ABE 인코딩 플라스미드의 전달 후 여러 시점에서 HEK293T 세포에서의

ABE 풍부도를 추정하는데 사용되는 웨스턴 블롯의 대표적인 이미지를 나타낸다. 

b. sgRNA의 존재 하에 ABE 단백질 (파란색) 또는 ABE 인코딩 플라스미드 (주황색)의 형질 감염 후 여러 시점에

서 HEK293T 세포에서의 ABE 풍부도 분석한 결과를 나타낸다. 윗쪽 그래프에서, 각각의 점들은 주어진 전달 방법

에 대해 얻은 최대 풍부도 대비 ABE 풍부도를 나타낸다. 아래쪽 그래프에서 막대는 형질 감염 24시간 후에 플라

스미드 매개 발현에서 얻은 것 대비 ABE 풍부도를 나타낸다. 위쪽 그래프의 점들과 아래쪽 그래프의 막대는 2개

의 독립적인 생물학적 replicate의 평균 값을 나타낸다. 

c. (b)에서 ABE 풍부도를 추정하는데 사용된 웨스턴 블롯의 대표적인 이미지를 나타낸다. 

도 6은 mRNA-매개 ABE 편집 및 화학적으로 합성된 sgRNA-매개 ABE 편집의 최적화 결과를 나타낸다.

a. 시험관 내에서 전사된 상이한 용량의 sgRNA를 사용하여 3.0 ㎍의 ABE 인코딩 mRNA 전달 후 HEK293T 세포의

염기 편집 정도를 나타낸다. 막대는 2개의 독립적인 생물학적 replicate의 평균값을 나타낸다. 

b.  HEK_site  2를 표적으로 하는 화학적으로 합성된 sgRNA를 사용한 ABE  RNP  또는 ABE  인코딩 mRNA  전달 후

HEK293T 세포의 염기 편집 정도를 나타낸다. 막대는 평균값을 나타내고 오차 막대는 4개의 독립적인 생물학적

replicate의 s.e.m을 나타낸다. 

도 7은 ABE-매개 DNA 오프-타겟 효과의 전달-의존적 변이를 나타낸다.

a. ABE RNP, ABE-인코딩 mRNA 및 ABE-인코딩 플라스미드 전달 후 HEK293T 세포에서의 오프-타겟 DNA 염기 편집

를 나타낸다. A-to-G 편집 효율성 (상단 패널)과 온 타겟 A-to-G 편집 효율성 대비 오프-타겟 비율(하단 패널)

을 표시하였다. 막대는 평균값을 나타내고 오차 막대는 세 개의 독립적인 생물학적 replicate의 s.e.m을 나타낸

다. 

b. orthogonal R-loop 분석의 모식도를 나타낸다.
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c 및 d. orthogonal R-loop 분석에 의해 검출된 sgRNA 독립적 오프-타겟 DNA 편집 빈도를 나타낸다. (c)에서는

ABE RNP 또는 ABE 인코딩 플라스미드를, (d)에서는 CBE RNP 또는 CBE 인코딩 플라스미드를 각각 사용하여, 각각

의 R-loop에 대해, HEK_site 2를 표적화하는 sgRNA, 및 R-loop 5 또는 6을 표적화하는 SaCas9 sgRNA와 함께

dSaCas9-인코딩 플라스미드와 함께 공동 형질 감염하여 수행하였다. 막대는 평균값을 나타내고 오차 막대는 세

개의 독립적인 생물학적 replicate의 s.e.m.을 나타낸다. 

도 8은 ABE-매개 RNA 오프-타겟 효과의 전달 의존적 변이를 나타낸다.

a. sgRNA의 존재 하에 ABE RNP, ABE-인코딩 mRNA, 및 ABE-인코딩 플라스미드 전달 후 HEK293T 세포에서의 오프

-타겟 RNA 염기 편집 정도를 나타낸다. A-to-I mRNA 편집의 효율성을 나타낸다. 녹색 형광 단백질 (GFP)을 인코

딩하는 플라스미드의 전달을 대조군으로서 사용하였다. 막대는 평균값을 나타내고 오류 막대는 4개의 독립적인

생물학적 replicate의 s.e.m을 나타낸다. 

b. sgRNA의 부재 하에 ABE 단백질 및 ABE 인코딩 플라스미드 전달 후 HEK293T 세포에서의 오프-타겟 RNA 염기

편집. A-to-I mRNA 편집의 효율성을 나타낸다. 막대는 평균값을 나타내고 오차 막대는 4개의 독립적인 생물학적

replicate의 s.e.m을 나타낸다.

도 9는 생체 내 DNA 편집을 위해 화학적으로 합성된 sgRNA 또는 NG-ABEmax를 사용한 RNP 매개 DNA 편집의 활성

을 보여준다.

a. 망막 하 주사를 통한 마우스로의 ABEmax RNP 전달의 개략도를 나타낸다. RNP (노란색 원)는 양이온성 지질

나노 입자로 캡슐화되었다. 

b. 정상 마우스에서의 생체 내 ABE RNP 매개 DNA 편집의 효율성을 나타내기 위해 사용된 Fah, Vegfa, Nr2e3의

DNA 서열을 나타낸다.

c. NG-ABEmax RNP 전달 후 HEK293T 세포의 3개 게놈 부위에서의 염기 편집 정도를 나타낸다. 총 시퀀싱 read 중

위치 2-11에 A 변환을 포함하는 시퀀싱 read의 백분율를 나타낸다. 막대는 평균값을 나타내고 오차 막대는 3개

의 독립적인 생물학적 replicate의 s.e.m을 나타낸다.

도 10은 rd12 마우스에서의 질병 관련 돌연변이의 NG-ABEmax RNP-매개 보정 정도를 나타낸다.

a. rd12 마우스의 Rpe65에서의 넌센스 돌연변이의 NG-ABEmax RNP 매개 교정 전략을 나타낸다.

b. 다양한 sgRNA를 사용하는 rd12 mEF에서의 NG-ABEmax RNP 매개 돌연변이 보정의 효율성을 보여준다. 대조군은

sgRNA가 없는 NG-ABEmax이다. 막대는 두 개의 독립적인 replicate의 평균값을 나타낸다. gX19 및 gX20은 각각

19- 및 20-nt 스페이서를 함유하며 mismatched 5'G를 갖는 시험관 내 전사된 sgRNA를 나타낸다. X19 및 X20은

각각 19-nt  스페이서와 20-nt  스페이서를 함유하는 화학적으로 합성된 sgRNA를 나타낸다. gX19+CIP는 gX19와

calf intestinal alkaline phosphatase (CIP, NEB)를 함께 처리한 것을 나타낸다. 

c. 망막 하 주사를 통한 rd12 마우스의 NG-ABEmax RNP- 매개 처리의 개략도를 나타낸다. RNP (노란색 원)는 양

이온 성 지질 나노 입자로 캡슐화되었다. 

d. 주사 후 6 시간에 rd12 마우스로부터의 RPE의 대표적인 공초점 현미경 사진이다. 스케일 바는 10 μm임.

e. rd12 마우스에서 NG-ABEmax RNP 매개 돌연변이 보정의 효율성 (n = 8)을 나타낸다. NG-ABEmax RNP가 주입되

거나 주입되지 않은 눈의 RPE로부터 얻은 게놈 DNA를 분석하여 표적 A-to-G 편집 효율성을 결정하였다. 막대는

평균값을 나타내고 오차 막대는 8개의 독립적인 반복실험의 s.e.m을 나타낸다. Mann-Whitney  테스트에 의한

***P < 0.001. 

f. NG-ABEmax RNP를 주사한 rd12 마우스로부터의 RPE에서 Rpe65 mRNA의 상대적 발현도를 나타낸다 (n = 4). 

g. 주사 5주 후에 rd12 마우스로부터의 RPE의 대표적인 공초점 현미경 이미지이다. 스케일 바는 10 μm임. ***P

< 0.001 (Dunn's 다중 비교 테스트를 사용한 Kruskal-Wallis 테스트). Non-target : 비표적화 sgRNA를 포함하

는 NG-ABEmax RNP를 주사한 비표적 rd12 마우스; Target : 표적화 sgRNA를 포함하는 NG-ABEmax RNP가 주사된

표적 rd12 마우스.

도 11은 rd12 마우스에서 질병 관련 돌연변이를 수정하기 위한 생체 내 NG-ABEmax RNP 처리 결과를 보여준다. 

a. NG-ABEmax RNP 주사 72시간 후에 rd12 마우스로부터의 RPE의 대표적인 공초점 현미경 사진이다. 스케일 바는

공개특허 10-2023-0016751

- 10 -



10 μm임. 

b. NG-ABEmax 및 표적 sgRNA를 주사한 유년기 및 성체 rd12 마우스의 눈으로부터의 RPE에서 분리된 DNA로부터의

대표적인 서열 분석 결과를 나타낸다. rd12 마우스의 돌연변이된 T 뉴클레오티드와 이 위치에서의 보정 효율은

빨간색으로 표시된다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

융합 단백질, gRNA 및 이들의 복합체[0036]

본 발명은 Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질[0037]

을 제공한다.

일 실시태양에서, 본 발명은 (i) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을[0038]

포함하는 융합 단백질; 및 (ii) 가이드 RNA (gRNA)를 포함하는 복합체를 제공하며, 여기서 gRNA는 상기 융합 단

백질의 Cas9 도메인에 결합된다. 

본원에 사용된 용어 "Cas9" 또는 "Cas9 뉴클레아제"는 Cas9 단백질, 또는 그의 단편 (예를 들어, Cas9의 활성,[0039]

불활성, 또는 부분적 활성 DNA 절단 도메인, 예컨대, Cas 니카제, 및/또는 Cas9의 gRNA 결합 도메인을 포함하는

단백질)을 포함하는 RNA-안내된 뉴클레아제를 지칭한다. Cas9은 가이드 RNA와 결합하여 타겟하는 유전자 또는

핵산의  서열  또는  위치를  절단  또는  변형시키는  효소로서,  가이드  RNA가  상보적인  결합을  하는  핵산  가닥

(strand)을 절단할 수 있는 HNH 도메인, 가이드 RNA와 비상보적인 결합을 하는 핵산 가닥(strand)을 절단할 수

있는 RuvC 도메인, 타겟을 인식하는 REC 도메인 및 PAM을 인식하는 PI 도메인으로 구성될 수 있다. 구체적인

Cas9의 서열 및 구조는 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 널리 공지되어 있다(예를 들어, 문헌 [Ferretti　et

al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  98:4658-4663(2001)];  [Deltcheva  E.et  al.,  Nature  471:602-

607(2011)]; 및 [Jinek M. et al., Science　337:816-821(2012)] 참조, 이들 각각의 전체 내용은 본원에 참조

로 포함됨).

Cas9의 불활성 단백질은 호환적으로 "dCas9"  단백질(즉, 뉴클레아제-"죽은" Cas9)로 지칭될 수 있다. 불활성[0040]

DNA  절단 도메인을 갖는 Cas9  단백질 (또는 그의 단편)을 생성하는 방법은 공지되어 있다 (예를 들어, 문헌

[Jinek et al., Science. 337:816-821(2012)]; [Qi et al., "Repurposing CRISPR as an RNA-Guided Platform

for Sequence-Specific Control of Gene Expression" (2013) Cell. 28;152(5):1173-83] 참조, 이들 각각의 전

체 내용은 본원에 참조로 포함됨).

본원에 사용된 용어 "Cas9 니카제" 또는 "nCas9"은 듀플렉스 핵산 분자 (예를 들어, 듀플렉스 DNA 분자)의 단지[0041]

1개의 가닥만을 절단할 수 있는 Cas9 단백질을 지칭한다. 이에 따라, 본 발명의 Cas9 도메인은 뉴클레오티드 듀

플렉스 중 뉴클레오티드 표적 가닥을 절단하는 nCas9일 수 있다. 

일 실시태양에서, Cas9의 단편을 포함하는 단백질이 제공된다. 예를 들어, 상기 단백질은 2개의 Cas9 도메인 중[0042]

1개를 포함한다: (1) Cas9의 gRNA 결합 도메인; 또는 (2) Cas9의 DNA 절단 도메인. 일 실시태양에서, Cas9 또

는 그의 단편을 포함하는 단백질은 "Cas9 변이체"로 지칭된다. Cas9 변이체는 Cas9, 또는 그의 단편에 대한 상

동성을 공유한다. 

본원에 사용된 용어 "데아미나제" 또는 "데아미나제 도메인"은 탈아미노화 반응을 촉매하는 단백질 또는 효소를[0043]

지칭한다. 일 실시양태에서, 데아미나제 또는 데아미나제 도메인은 아데닌 데아미나제이거나; 또는 시티딘 데아

미나제이다. 

아데닌 데아미나제는 당업계에서 정의된 바와 같으며(예를 들어, U.S. Pat. No. 10,113,163 등 참조), 아데닌[0044]

또는 아데노신의 가수분해적 탈아미노화를 촉매한다. 일 실시태양에서, 아데닌 데아미나제는 아데노신 또는 데

옥시아데노신을 각각 이노신 또는 데옥시이노신으로의 가수분해적 탈아미노화를 촉매한다. 몇몇 실시태양에서,

아데닌 데아미나제는 표적 핵산의 sense strand에서는 A에서 G로 전환시키며, 표적 핵산의 anti-sense strand에

서는 T에서 C로 전환시킨다.

유사하게, 시티딘 데아미나제는 시티딘 또는 데옥시시티딘을 유리딘 또는 데옥시유리딘으로 가수분해적 탈아미[0045]

노화를 촉매한다. 몇몇 실시태양에서, 시티딘 데아미나제는 표적 핵산의 sense strand에서는 C에서 T로 전환시

키며, 표적 핵산의 anti-sense strand에서는 G에서 A로 전환시킨다.

일 실시태양에서, 데아미나제 또는 데아미나제 도메인은 유기체, 예컨대 인간, 침팬지, 고릴라, 원숭이, 소,[0046]
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개, 래트, 또는 마우스로부터의 천연-발생 데아미나제이다. 일 실시태양에서, 데아미나제 또는 데아미나제 도메

인은 자연에서 발생하지 않는 유기체로부터의 천연-발생 데아미나제의 변이체이다. 

본원에 사용된 용어 "융합 단백질"은 적어도 2종의 상이한 단백질로부터의 단백질 도메인을 포함하는 혼성 폴리[0047]

펩티드를 지칭한다. 1종의 단백질은 융합 단백질의 아미노-말단 (N-말단) 부분에 또는 카르복시-말단 (C-말단)

단백질에 위치하며, 따라서 각각 "아미노-말단 융합 단백질" 또는 "카르복시-말단 융합 단백질"을 형성할 수 있

다. 단백질은 핵산 편집 단백질의 상이한 도메인, 예를 들어, 핵산 결합 도메인 (예를 들어, 표적 부위에의 단

백질의 결합을 지정하는 Cas9의 gRNA 결합 도메인) 및 핵산 절단 도메인 또는 촉매적 도메인을 포함할 수 있다.

일 실시태양에서, 본 발명의 융합 단백질은 핵산, 예를 들어, RNA와의 복합체 형태로 존재할 수 있다.

본원에 사용된 용어 "염기 편집기(Base Editor; BE)"는 종종 "핵염기 편집기(NecleoBase Editor; NBD)로도 지[0048]

칭되며, 크리스퍼(CRISPR) 유전자 편집에서 유래된 염기 교정 수단을 의미하며, DNA 두 가닥 모두를 자르는 기

존의 유전자 가위와 달리 단일 염기를 교체하는 방식으로 작동한다. 염기 편집기는 DNA 한 쪽 가닥을 자르는

Cas9 니카제(nCas9)와 아데닌 또는 시토신을 분해하는 데아미나제로 구성된다. 이 경우, 본원에 사용된 용어 "

염기 편집기"는 본원에 기재된 Cas9 융합 단백질을 지칭한다. 구체적으로는 CRISPR/Cas9 이중가닥 DNA 절단 기

능을 제거한 dead Cas9(dCas9) 또는 nCas9에 아데닌 데아미나제를 결합한 아데닌 염기 편집기(ABE) 및 시토신

데아미나제를 결합한 시토신 염기 편집기(CBE)가 있다. 예를 들어, CBE의 경우 잘려진 DNA의 한 가닥에서 데아

미나제가 시토신(C)을 우라실(U)로 교체하면 우라실(U)로 변환된 염기는 DNA 복구 과정에 의해 티민(T)이 된다.

염기 편집기를 사용하면 특정 서열을 교정하거나 교체함으로써 유전자를 결손시키거나 형질 전환시킬 수 있다.

일 실시태양에서, 아데닌 데아미나제는 박테리아, 예컨대 , E.coli, S. aureus, S. typhi, S. putrefaciens,[0049]

H. influenzae, 또는 C. crescentus로부터 유래된 것일 수 있다. 일 예시적 실시태양에서, 아데닌 데아미나제는

TadA 데아미나제, 예컨대 E. coli TadA 데아미나제(ecTadA), 절단된(truncated) E. coli TadA 데아미나제, 또

는 데옥시뉴클레오타이드에 적용할 수 있도록 개량된(engineered) E. coli TadA 데아미나제일 수 있으나, 이로

제한되는 것은 아니다. 

일 실시태양에서, 시티딘 데아미나제는 아포지단백질 B mRNA-편집 복합체 (APOBEC) 패밀리 데아미나제이다. 일[0050]

실시태양에서, 데아미나제는 APOBEC1 데아미나제, APOBEC2 데아미나제, APOBEC3A 데아미나제, APOBEC3B 데아미

나제, APOBEC3C 데아미나제, APOBEC3D 데아미나제, APOBEC3F 데아미나제, APOBEC3G 데아미나제, APOBEC3H 데아

미나제, 또는 APOBEC4  데아미나제이다. 일 실시태양에서, 데아미나제는 활성화-유도된 데아미나제 (AID)이다.

일 실시태양에서, 데아미나제는 칠성장어 (Lamprey) CDA1 (pmCDA1) 데아미나제이다. 

위 언급된 아데닌 데아미나제 또는 시티딘 데아미나제의 종류는 예시적으로 열거된 것일 뿐, 본 발명의 범위가[0051]

이로 한정되는 아니며, 당업계에서 통상적으로 변경 또는 변형가능한 범위는 모두 포함하는 것으로 해석된다.

일 실시태양에서, 본 발명의 염기 편집기 또는 융합 단백질, 특히, 시토신데아미나제를 포함하는 시토신 염기[0052]

편집기(CBE)는 우라실 글리코실라제 억제제(UGI) 도메인을 추가로 포함할 수 있다. 

본원에 사용된 용어 "우라실 글리코실라제 억제제" 또는 "UGI"는 우라실-DNA 글리코실라제 염기-삭제 복구 효소[0053]

를 억제할 수 있는 단백질을 지칭한다. 본원에서 사용가능한 UGI 도메인은 당업계에 공지된 도메인을 사용할 수

있다. 

일 실시태양에서, 본 발명의 융합 단백질은 당업계에 공지된 융합 단백질이면 제한없이 사용될 수 있다. 본 발[0054]

명에 사용될 수 있는 예시적인 융합 단백질은 아래 표 1 및 2에 열거된 것 중 어느 하나일 수 있으나, 이로 제

한되는 것은 아니다.

 [0055]

표 1

[CBE 융합 단백질][0056]

AncBE4max enAsCas12a-BE A3A-BE3 AncBE4max-P2A-GFP

BE1 ScCas9-BE3 eA3A-BE3 CBE1 (rAPOBEC1-XTEN-dCas9-NLS)

BE2 YE1-BE3 or

YE1-BE4

eA3A-HF1-BE3-2xUGI CBE2
(rAPOBEC1-XTEN-dCas9-UGI-NLS)

BE3 EE-BE3 eA3A-Hypa-BE3-2xUGI CBE3
(rAPOBEC1-XTEN-nCas9-UGI-NLS)
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BE4 YE2-BE3 BE3(hA3A-Y130F) CBE4

BE4max YEE-BE3 BE3(hA3A-R128A) CBE4-Gam

xCas9(3.7)-BE3 YFE-BE4max Target-AID S. aureaus CBE4

VQR-BE3 dCpf1-BE-YE nCDA1-BE3 S. aureaus BE4-Gam

EQR-BE3 CP1012-CBE Target-AID-NG dCBE4

VRER-BE3 CP1028-CBE hAID-BE3 dCBE4-Gam

CBE-NG HF-BE3 BE4-PpAPOBEC1 [R33A] ABE-P48R　

Spy-mac BE4max Sniper-BE3 BE4-PpAPOBEC1 [H122A] 　ABE-P48R-UGI

Sa-BE3 SECURE-BE3 BE4-RrA3F 　

SaKKH-BE3 SECURE-BE3 BE4-AmAPOBEC1 　

SauriBE4max BE3-R132E BE4-SsAPOBEC3B 　

dLbCpf1-BE BE3-(W90F+R126E) 　 　

표 2

[ABE 융합 단백질] [0058]

ABEmax SauriABEmax CP1249-ABE

ABE7.10 ABE8e ABEmax-AW

VQR-ABE SaABE8e ABE8e(TadA-8e V106W)

VRQR-ABE LbABE8e ABE8.17-m

VRER-ABE enAsABE8e SECURE-ABE (K20A/R21A)

NG-ABE ABE8s SECURE-ABE (V82G)

xCas9(3.7)-ABE NG-ABE8s ABE7.10-F148A

Spy-mac ABEmax Sa-ABE8s ABE4max-P2A-GFP

Sa-ABE CP1012-ABE dABE7.10
(ecTadA(wt)-linker(32aa)-ecTadA*(7.10)-l

inker(32aa)-dCas9-NLS)

SaKKH-ABE CP1028-ABE ABE8eWQ

ScCas9-ABE CP1041-ABE ABE8eWA

또다른 실시태양에서, 본 발명의 융합 단백질은 ABEmax  또는 AncBE4max,  예컨대, pCMV_ABEmax  (addgene  no.[0060]

112095) 및 pCMV_AncBE4max (addgene no. 112094)로부터 각각 발현된 ABEmax 및 AncBE4max일 수 있다.

또다른 실시태양에서, 본 발명의 융합 단백질 중 Cas9 도메인은 표적 핵산 서열의 프로토스페이서 인접 모티브[0061]

(PAM)을 인식하며, 이 때 상기 PAM은 NGG 또는 NG일 수 있으며, 그 외 당업계에 알려진 다양한 PAM, 예를 들어,

Cas9  변이체(예컨대,  near  PAM-less  Cas9  variant  (SpRY))가  인식하는  PAM일  수  있다(예를  들어,  문헌

[Russell  T.  Walton  et  al.,  Science　　17  Apr  2020:  Vol.  368,  Issue  6488,  pp.  290-296]  참조).  이에

따라, 상기 언급된 융합 단백질은 NG PAM을 표적화하는 것일 수 있다. 일 예시적 실시태양에서, NG PAM을 표적

화하는 융합 단백질은, pCMV_ABEmax의 Cas9 서열을 pX330-SpCas9-NG의 SpCas9-NG 서열 (addgene no. 117919)로

대체한 것일 수 있다. 

본원에 사용된 용어 "가이드 RNA" 또는 "gRNA"는 표적 유전자 또는 핵산 특이적 RNA를 의미하며, CRISPR 효소과[0062]

결합하여 CRISPR 효소를 표적 유전자 또는 핵산으로 인도하는 RNA를 의미한다. gRNA는 2개 이상의 RNA의 복합체

로서, 또는 단일 RNA 분자로서 존재할 수 있다. 단일 RNA 분자로서 존재하는 gRNA는 단일-안내자 RNA (sgRNA)로

지칭될 수 있으며, "gRNA"는 단일 분자로서 또는 2개 이상의 분자의 복합체로서 존재하는 안내자 RNA를 지칭하

는 데 호환적으로 사용된다. 전형적으로, 단일 RNA 종으로서 존재하는 gRNA는 2개의 도메인을 포함한다: (1) 표

적 핵산과 상동성을 공유하는 (예를 들어, 및 표적에의 Cas9 복합체의 결합을 지정하는) 도메인(crRNA; crispr

RNA); 및 (2) Cas9 단백질에 결합하는 도메인(tracrRNA; transactivating RNA). 

일 실시태양에서, 본 발명의 융합 단백질과 gRNA는 복합체 형태로 존재하며, 이 때 상기 gRNA는 상기 Cas9 도메[0063]

인에 결합될 수 있다. 이 때 상기 복합체는 RNP (리보핵단백질) 형태일 수 있다. 
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본원에 사용된 용어 "RNP(리보핵단백질)"는 RNA와 단백질의 복합체를 의미한다. 자연에 존재하는 RNA 중 tRNA를[0064]

제외한 대부분의 RNA가 단백질과 결합하여 존재한다. 구체적인 예로는, 리보솜, 스플라이소좀(spliceosome), 전

령리보핵단백질(mRNA), CRISPR/CAS9 등이 있다. 세포 내에서 단백질 합성장소인 리보솜은 RNA와 수십 종류의 중

성  또는  약염기성  단백질이  결합하여  과립구조를  이루고  있다.  상기  RNA는  sgRNA(single  guide  RNA),

crRNA(crispr RNA) 또는 tracrRNA(transactivating RNA)일 수 있다. 이때, 상기 RNA 서열은 표적이 되는 유전

자 서열과 상보적인 서열을 가질 수 있다. 일 구체적 실시태양에서, 본 발명의 gRNA는 망막 기능장애(예컨대 망

막 변성 질환 등)과 관련된 표적 핵산 서열에 상보적인 인접 뉴클레오티드(contiguous nucleotides)의 서열을

포함하는 것일 수 있다. 상기 표적이 되는 유전자는 목적에 따라 다양한 유전자에서 선택될 수 있다. 본원에서

상기 단백질은 융합 단백질, 즉, 염기 편집기일 수 있다. 

본 발명의 융합 단백질, 특히, 융합 단백질과 gRNA와 RNP 복합체 형태(이하 "RNP 복합체"로 지칭되기도 함)에[0066]

의한 염기 편집은 감소된 오프-타겟 효과를 나타낸다. 또한, 본 발명의 RNP 복합체를 통한 염기 편집은 플라스

미드로 인코딩된 융합 단백질(즉, ABE 또는 CBE)와 비교하여 단일 염기 전환에 대한 다중 염기 전환의 비율이

낮은 편집 패턴을 나타내고, 이는 주로 본 발명의 ABE/CBE RNP 복합체가 세포에서 수명이 짧기 때문이다.

본원에 사용된 용어 "염기 편집"은 동일한 위치에서 초기 (예를 들어, 야생형) 염기와 비교시 뉴클레오티드 염[0067]

기가 변형되는 프로세스를 지칭한다. 염기 편집에서 아데닌 및 시티딘 데아미나제는 각각의 뉴클레오티드 표적

으로부터 아미노 기를 제거하여, 각각 이노신 및 우리딘으로 전환시킨다. DNA 복구 또는 복제 동안, 이노신은

폴리머라제 효소에 의해 구아닌으로서 인식되고 우리딘은 티민으로서 인식되어, 편집된 이중 가닥 DNA에서 A:T

염기쌍이 G:C 염기쌍으로 전환되거나 또는 C:G 염기쌍이 T:A 염기쌍으로 전환된다.

본원에 사용된 용어 "염기 편집 윈도우"는 염기 편집기에 의해 편집되어야 하는 임의의 염기를 지칭하며, 전형[0068]

적으로 표적 DNA에 대한 염기 편집 시스템의 적어도 하나의 성분의 결합 후 접근가능한 영역 내에 있는, 편집

시스템의 임의의 성분으로부터 임의의 거리일 수 있다. PAM 서열을 필요로 하는 염기 편집기 (예를 들어, Cas9

함유 편집기)는 전형적으로 PAM 서열로부터 13개 내지 16개 이상의 뉴클레오티드일 수 있는 3, 4, 5, 6, 7개 또

는 그 초과의 뉴클레오티드의 염기 편집 윈도우를 갖는다. 

본원에 사용된 용어 "온-타겟(on-target)"은 표적 특이적 염기 편집기가 상보적으로 결합하는 표적 유전자 또는[0069]

핵산의 서열 또는 위치를 의미하며, 본원에 사용된 용어 "오프-타겟(off target)"은 표적 특이적 염기 편집기가

부분적으로 상보적인 결합을 하는, 목적하지 않지만 염기 편집의 활성이 일어나는 표적 유전자 또는 핵산의 서

열 또는 위치를 의미한다. 

오프-타겟은 표적 특이적 염기 편집기가 표적으로 하지 않는 유전자 또는 핵산의 서열 또는 위치, 또는 온-타겟[0070]

의 핵산 서열과 100% 미만의 서열 상동성을 가지지는 핵산 서열이다. 상기 온-타겟의 핵산 서열과 100% 미만의

서열 상동성을 가지지는 핵산 서열이란 온-타겟 핵산 서열과 유사한 핵산 서열로, 하나 이상의 다른 염기서열을

포함하거나 하나 이상의 염기서열이 삭제된 핵산 서열일 수 있다.

융합 단백질 또는 RNP 복합체의 용도[0072]

본 발명은 융합 단백질 또는RNP 복합체의 용도, 구체적으로, 생체 내 유전자 교정에 사용되는 용도를 제공한다.[0073]

일 실시태양은 본 발명의 융합 단백질 또는 RNP 복합체는 표적 핵염기, 예를 들어, A 잔기 또는 C 잔기를 탈아

미노화함으로써 유전적 결함의 교정, 예를 들어, 유전자 생성물에서의 기능의 소실을 초래하는 점 돌연변이를

교정할 수 있다. 일 실시태양에서, 유전적 결함은 질환 또는 장애, 예를 들어, 망막 기능장애, 특히 망막 변성

질환과 연관된다. 

이에 따라, 본 발명은 (i) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하[0074]

는 융합 단백질; 및 (ii) 가이드 RNA (gRNA)를 포함하는, 망막 기능장애, 특히 망막 변성 질환의 예방 또는 치

료용 약학 조성물을 제공한다. 상기 융합 단백질 및 gRNA는 리보핵단백질(RNP) 복합체 형태로 존재할 수 있다.

일 실시태양에서, 표적 DNA 서열은 질환 또는 장애와 연관된 서열, 예컨대, 질환 또는 장애와 연관된 점 돌연변[0075]

이를 포함한다. 일 실시태양에서, Cas9 단백질, Cas9 융합 단백질, 또는 RNP 복합체의 활성은 점 돌연변이를 교

정시킨다. 일 실시태양에서, 표적 DNA 서열은 질환 또는 장애와 연관된 G→A 점 돌연변이를 포함하고, 여기서,

돌연변이체 A 염기의 탈아미노화는 질환 또는 장애와 연관되지 않은 서열을 초래한다. 또다른 실시태양에서, 표
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적 DNA 서열은 질환 또는 장애와 연관된 T→C 점 돌연변이를 포함하고, 여기서, 돌연변이체 C 염기의 탈아미노

화는 질환 또는 장애와 연관되지 않은 서열을 초래한다. 

일 실시태양에서, 표적 DNA 서열은 단백질을 코딩하고, 여기서, 점 돌연변이는 코돈에 있으며, 야생형 코돈에[0076]

비해 돌연변이체 코돈에 의해 코딩되는 아미노산의 변화를 초래한다. 일 실시태양에서, 돌연변이체 A 또는 C의

탈아미노화는 돌연변이체 코돈에 의해 코딩되는 아미노산의 변화를 초래한다. 일 실시태양에서, 돌연변이체 A

또는 C의 탈아미노화는 야생형 아미노산을 코딩하는 코돈을 초래한다. 

일 구체적 실시태양에서, 표적 DNA 서열은 망막 기능장애, 특히 망막 변성 질환과 관련된 것일 수 있다. 상기[0077]

망막 기능장애, 특히 망막 변성 질환은 유전자 돌연변이, 구체적으로, 점 돌연변이에 의해 발병되는 것일 수 있

다. 이에 따라 본 발명의 융합 단백질 또는 RNP 복합체는 망막 기능장애, 예컨대 망막 변성 질환에서 유전자 돌

연변이가 발생한 표적 서열에 작용하는 것일 수 있다. 구체적 실시태양에서, RNP 복합체가 표적 DNA 서열과 접

촉할 수 있고, 이 때 gRNA는 상기 망막 기능장애, 예컨대 망막 변성 질환과 관련된 표적 서열에 상보적인 인접

뉴클레오티드(contiguous nucleotides)의 서열을 포함할 수 있다.

본  발명에서  망막  기능장애,  특히  망막  변성  질환과  관련된  점  돌연변이는  T에서  C로의  점  돌연변이를[0078]

포함하고, 본 발명의 융합 단백질 또는 RNP 복합체에 의한 돌연변이체 C 염기의 탈아미노화는 상기 망막 기능장

애, 특히 망막 변성 질환과 관련되지 않은 서열을 발생시키는 것일 수 있다. 또는, 점 돌연변이는 G에서 A로의

점 돌연변이를 포함하고, 본 발명의 융합 단백질 또는 RNP 복합체에 의한 돌연변이체 A 염기의 탈아미노화는 상

기 망막 기능장애, 특히 망막 변성 질환과 관련되지 않은 서열을 발생시키는 것일 수 있다. 

본원에 사용된 용어 "표적 부위"는 데아미나제 또는 데아미나제를 포함하는 융합 단백질 (예를 들어, 본원에 제[0079]

공된  dCas9-데아미나제  융합  단백질)에  의해  탈아미노화되는  핵산  분자  내의  서열을  지칭한다.  일

실시태양에서,  본  발명의  표적  서열은  망막  기능장애,  예컨대  망막  변성  질환과  관련된  점  돌연변이를

포함한다. 

또다른 실시태양에서, 본 발명은 표적 DNA 분자를 (a) 본원에 제공된 Cas9 단백질 또는 융합 단백질과, 및 적어[0080]

도 1종의 gRNA (여기서, gRNA는 약 15 내지 100개 뉴클레오티드 길이이고, 표적 서열에 상보적인 적어도 10개의

인접한 뉴클레오티드의 서열을 포함함); 또는 (b) 본원에 제공된 RNP 복합체와 접촉시키는 단계를 포함하는 방

법을 제공한다. 일 실시태양에서, 접촉은 대상체에서 생체내에서 발생한다. 

일 구체적 실시태양에서, 본 발명은 망막 기능장애, 특히 망막 변성의 치료를 필요로 하는 대상체에서 망막 기[0081]

능장애, 예컨대 망막 변성을 치료하기 위한 생체 내 유전자 교정 방법으로서, 융합 단백질 및 gRNA; 또는 RNP

복합체를 Lipofectamine 2000과 함께 대상체에 전달하는 단계를 포함하는, 대상체에서 생체 내 유전자 교정 방

법을 제공한다. 이 때 융합 단백질 및 gRNA; 또는 RNP 복합체는 망막 기능장애를 치료하기에 적절한 경로, 예컨

대,  망막  하(subretinal),  피하(subcutaneously),  피내(intradermaliy),  안구내(intraocularly),  유리체내

(intravitreally) 등으로 전달될 수 있다. 

본원에 사용된 용어 "대상체"는 개별적 유기체, 예를 들어, 개별적 포유동물을 지칭한다. 일 실시태양에서, 대[0082]

상체는 인간이다. 일 실시태양에서, 대상체는 비-인간 포유동물이며, 예컨대 양, 염소, 소, 고양이, 또는 개일

수 있다. 

일 구체적 실시태양에서, 본 발명의 RNP 복합체를 사용하여 rd12 마우스에서 생체 내 유전자 교정, 구체적으로,[0083]

망막 변성을 일으키는 RPE65 유전자의 넌센스 돌연변이를 교정할 수 있다. 

본원에 사용된 용어 "망막 기능장애"는 망막 조직이 정상적인 기능 또는 역할을 하지 못하는 모든 형태, 과정[0084]

및/또는 이로 인한 결과물 등을 포함하는 모든 상태를 의미한다. 

본원에 사용된 용어 "망막 변성"은 망막 또는 망막색소상피 (Retinal Pigment Epithelium cell; RPE) 세포들의[0085]

점진적이고도 종국적인 사멸에 의해 야기되는,  망막  악화 현상을 의미한다.  망막  변성에는 동맥 또는 정맥

폐색, 당뇨망막병증, 수정체후부 섬유증식증/미숙 망막병증, 또는 질병(대개 유전)과 같은 몇가지 원인이 있다.

이들은 시력 손상, 야맹증, 망막 박리, 광민감증, 터널 시야, 및 전체 시력 손상에 이르는 주변시 손상과 같은

여러 가지 방식으로 일어날 수 있다. 

본 발명의 망막 기능장애는 망막 변성 질환; 색소성 망막염; 망막 색소 변성; 혈관무늬 병증; 드루젠(Drusen);[0086]

레베르 선천성 흑암시(lebers congenital  amaurosis);  유전성 또는 후천성 황반 변성; 연령 관련 황반 변성

(AMD); 베스트병(Best disease); 망막 박리; 뇌회형 위축; 맥락막결손; 패턴 이영 양증; 망막 색소 상피 (RPE)
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이영양증; 스타르가르트병(Stargardt disease); 광, 레이저, 감염, 방사선, 신생혈관 또는 외상성 손상 중 어느

하나에 의해 야기된 망막 색소 상피 (RPE) 및 망막 손상; 망막형성장애; 색맹; 범맥락막위축; 근시성 맥락막신

생혈관; 결절맥락막혈관병증; 중심장액맥락망막병증; 황반원공; 황반이상증; 당뇨망막병증; 망막동정맥폐쇄; 고

혈압성 망막병증; 망막대동맥류; 안허혈증후군; 미숙아망막병증; 급성망막괴사; 거대세포 바이러스 망막염; 톡

소플라스마 망막맥락막염; 매독성 맥락망막염; 망막박리; 또는 망막모세포종이나, 이로 제한되는 것은 아니다. 

특히, 본 발명의 망막 변성 질환은 상기 열거된 질환, 예를 들어, 색소성 망막염; 망막 색소 변성; 혈관무늬 병[0087]

증; 드루젠(Drusen); 레베르 선천성 흑암시(lebers congenital amaurosis); 유전성 또는 후천성 황반 변성; 연

령 관련 황반 변성 (AMD); 베스트병(Best disease); 망막 박리; 뇌회형 위축; 맥락막결손; 패턴 이영 양증; 망

막 색소 상피 (RPE) 이영양증; 스타르가르트병(Stargardt disease); 또는 광, 레이저, 감염, 방사선, 신생혈관

또는 외상성 손상 중 어느 하나에 의해 야기된 망막 색소 상피 (RPE) 및 망막 손상이거나, 또는 이와 관련되어

발병된 것일 수 있으나, 이로 제한되는 것은 아니다. 

본 발명의 융합 단백질 또는 RNP 복합체로 예방 또는 치료되는 망막 기능장애, 예컨대 망막 변성 질환은 유전자[0088]

돌연변이, 특히 점 돌연변이를 포함하는 것일 수 있다. 일 실시태양에서, 본 발명의 망막 기능장애, 예컨대 망

막 변성 질환은 표 3에 열거된 하나 이상의 유전자 돌연변이와 관련된 것일 수 있다. 이에 따라, 본 발명의

gRNA는 하기 유전자 중 하나 이상의 유전자를 표적으로 하는 것일 수 있다.

표 3

ABCA4[0089]  PLA2G5 C1QTNF5 GABRB3 NPHP3 RIMS1

 ABHD12  POMGNT1 C2ORF71 GALK1 NPHP4 RLBP1

 ADGRA3  PRCD CA4 GALT NPVF ROM1

 ADIPOR1  PRKCG CABP4 GCNT2 NR2E3 RP1

 AGBL5  PROM1 CACNA1F GDF3 NR2F1 RP1L1

 AHI1  PRPF3 CACNA2D4 GDF6 NRL RP2

 AHR  PRPF31 CANT1 GFER NTF4 RP9

 AIPL1  PRPF4 CAPN5 GJA1 NYX RPE65

 ARHGEF18  PRPF6 CAV1 GJA3 OAT RPGR

 ARL2BP  PRPF8 CBS GJA8 OCRL RPGRIP1

 ARL3  PRPH2 CC2D2A GLI2 OFD1 RPGRIP1L

 ARL6  RBP3 CDH23 GNAT1 OPA1 RS1

 BBS1  RBP4 CDH3 GNAT2 OPA3 RTN4IP1

 BBS10  RD3 CDHR1 GNGT1 OPN1LW SAG

 BBS12  RDH11 CEP290 GNGT2 OPN1MW SALL2

 BBS2  RDH12 CERKL GNPAT OPN1SW SBF2

 BBS4  REEP6 CFH GPR98 OPTC SC5DL

 BBS5  RGR CHD7 GRIP1 OPTN SDCCAG8

 BBS7  RHO CHM GRK1 OTX2 SEC23A

 BBS9  RLBP1 CHMP4B GRK7 P3H2 SEMA3E

 BEST1  ROM1 CISD2 GRM6 PANK2 SEMA4A

 C1QTNF5  RP1 CJA8 GUCA1A PAX2 SHH

 C2ORF71  RP1L1 CLDN19 GUCA1B PAX6 SIL1

 C8orf37  RP2 CLN3 GUCA1C PCDH15 SIPA1L3

 CA4  RP9 CLPB GUCY2D PDC SIX3

 CACNA1F  RPE65 CLRN1 GUCY2F PDE6A SIX5

 CC2D2A  RPGR CLUL1 HCCS PDE6B SIX6

 CDH23  RPGRIP1 CNGA1 HESX1 PDE6C SLC16A12

 CDHR1  RPGRIP1L CNGA3 HMCN1 PDE6D SLC1A7

 CEP290  SAG CNGB1 HMGB3 PDE6G SLC24A1

 CERKL  SAMD11 CNGB3 HMX1 PDE6H SLC25A18

 CHM  SEMA4A CNNM4 HSF4 PDZD7 SLC25A22

 CLCC1  SLC7A14 COL11A1 IDH3B PEX1 SLC25A46

 CLN3  SNRNP200 COL18A1 IFT140 PEX10 SLC2A1

 CLRN1  SPATA7 COL2A1 IGBP1 PEX11B SLC33A1

 CNGA1  SPP2 COL4A1 IKBKG PEX12 SMOC1

 CNGB1  TOPORS COL9A1 IMPDH1 PEX13 SNRNP200

 CRB1  TRIM32 CRABP1 IMPG2 PEX14 SNX3
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 CRX  TRNT1 CRABP2 INPP5E PEX16 SOLH

 CYP4V2  TTC8 CRB1 INVS PEX19 SOX2

 DHDDS  TTPA CRX IQCB1 PEX2 SPATA7

 DHX38  TUB CRYAA JAG1 PEX26 SPG7

 EMC1  TULP1 CRYAB JAM3 PEX3 SRD5A3

 EYS  USH1C CRYBA1 KCNJ13 PEX5L SREBF2

 FAM161A  USH2A CRYBA2 KCNV2 PEX6 STRA6

 FLVCR1  WFS1 CRYBA4 KIF11 PEX7 TBC1D20

 FSCN2  WHRN CRYBB1 KLHL7 PGK1 TBK1

 GNAT1  ZNF408 CRYBB2 LARGE PHYH TDRD7

 GNPTG  ZNF513 CRYBB3 LCA5 PIGL TEAD1

 GUCA1B ABCA4 CRYGB LEMD2 PITPNM3 TEK

 GUCY2D ABCB6 CRYGC LEPREL1 PITX2 TENM3

 HGSNAT ABCC6 CRYGD LIM2 PITX3 TFAP2A

 HK1 ABHD12 CRYGS LMX1B POMGNT1 TFPT

 IDH3B ACO2 CTDP1 LOXL1 POMT1 TGIF1

 IFT140 ACTB CTNNB1 LRAT POMT2 TIMM8A

 IFT172 ACVR1 CYP1B1 LRIT1 PORCN TIMP3

 IMPDH1 ADAM9 CYP27A1 LRP5 PQBP1 TLR4

 IMPG1 ADAMTSL4 CYP4V2 LSS PRCD TMEM114

 IMPG2 AFG3L2 CYP51A1 LTBP2 PROM1 TMEM126A

 INPP5E AGK DFNB31 m.11778G>A; PRPF3 TMEM67

 INVS AGPS DHCR7 m.14484T>C PRPF31 TMEM70

 IQCB1 AHI1 DHDDS m.3460G>A; PRPF6 TMEM98

 KIAA1549 AIPL1 DMD MAB21L2 PRPF8 TOPORS

 KIZ AKR1E2 DNM1L MAF PRPH2 TREX1

 KLHL7 ALDH18A1 EFEMP1 MAN2B1 PRSS56 TRIM32

 LCA5 ALDH1A1 ELOVL4 MERTK PVRL3 TRPM1

 LRAT ALDH1A2 EPG5 MFN2 PXDN TSPAN12

 MAK ALDH1A3 EPHA2 MFRP RAB18 TTC8

 MERTK ALMS1 ERCC1 MFSD6L RAB3GAP1 TTPA

 MFRP ANTXR1 ERCC2 MIP RAB3GAP2 TTR

 MKKS AOC2 ERCC3 MIR184 RARA TULP1

 MTATP6 ARL6 ERCC5 MITF RARB UNC119

 MTTS2 ARR3 ERCC6 MKKS RARG UNC45B

 MVK ASB10 ERCC8 MKS1 RAX USH1C

 NEK2 ATOH7 EYA1 MPP4 RAX2 USH1G

 NEUROD1 ATXN7 EYS MSMO1 RB1 USH2A

 NMNAT1 B3GALTL FAM126A MT-ATP6 RBP1 VAX1

 NPHP1 B3GLCT FAM161A MT-CO1 RBP3 VCAN

 NPHP3 BBS1 FBLN5 MT-CO3 RBP4 VIM

 NPHP4 BBS10 FBN1 MTCYB RCBTB1 VPS13B

 NR2E3 BBS12 FDXR MT-ND1 RCVRN VSX1

 NRL BBS2 FKRP MT-ND2 RD3 VSX2

 OFD1 BBS4 FKTN MT-ND4 RDH10 WDR36

 PANK2 BBS5 FLVCR1 MT-ND5 RDH11 WFS1

 PCARE BBS7 FOXC1 MT-ND6 RDH12 WR

 PCDH15 BBS9 FOXD3 MTTP RDH5 YAP1

 PDE6A BCMO1 FOXE3 MYO7A RDH8 YME1L1

 PDE6B BCOR FOXL2 MYOC RECQL2 ZIC2

 PDE6G BEST1 FRAS1 NAA10 RECQL4 ZNF408

 PEX1 BFSP1 FREM1 NCALD RGR ZNF513

 PEX2 BFSP2 FREM2 NDP RGS11 　

 PEX26 BMP4 FSCN2 NF2 RGS16 　

 PEX7 BMP7 FTL NHS RGS9 　

 PHYH C12orf57 FYCO1 NMNAT1 RGS9BP 　

 PITPNM3 C12ORF65 FZD4 NPHP1 RHO 　
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일 실시태양에서, 본 발명의 약학 조성물은 융합 단백질 또는 RNP 복합체를 유효량으로 포함할 수 있다. 또다른[0091]

실시태양에서, 본 발명의 유전자 교정 방법은 융합 단백질 또는 RNP 복합체를 유효량으로 대상체에게 전달할 수

있다. 

본원에 사용된 용어 "유효량"은 바람직한 생물학적 반응을 유발하는 데 충분한 생물학적 활성제의 양을 지칭한[0092]

다. 예를 들어, 일 실시태양에서, 융합 단백질 또는 RNP 복합체의 유효량은 융합 단백질 또는 RNP 복합체에 의

해 특이적으로 결합되고 편집되는 표적 부위의 편집을 유도하는 데 충분한 양을 지칭할 수 있다. 

융합 단백질의 정제 방법[0094]

본 발명은 융합 단백질을 고순도로 정제하는 방법을 제공한다. [0095]

일 실시태양에서, 본 발명은 [0096]

(a) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질을 세포[0097]

에서 발현시키는 단계이며, 상기 융합 단백질은 추가로 친화성 태그를 포함하는 것인 단계;

(b) 단계 (a)에서 발현된 융합 단백질을 용해시켜 용해물을 생성하는 단계; [0098]

(c) 단계 (b)의 용해물을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 1차 정제하는 단계;[0099]

(d) 단계 (c)에서 정제된 융합 단백질을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 2차 정제하는 단계;[0100]

및

(e) 단계 (d)에서 정제된 융합 단백질을 크기 배제 크로마토그래피(size exclusion chromatography)로 3차 정[0101]

제하는 단계

를 포함하는, 융합 단백질의 정제 방법을 제공한다. [0102]

일 구체적 실시태양에서, 상기 친화성 태그가 폴리히스티딘 태그 또는 FLAG 태그일 수 있으며, 예컨대, 단계[0103]

(a)의 융합 단백질은 N-말단에 10xHis-Flag 태그를 포함하고, C-말단에 mCherry-10xHis 태그를 포함하는 것일

수 있다. 

일 구체적 실시태양에서, 단계 (c)는 단계 (b)의 용해물을 Ni-NTA 수지와 접촉시키는 것을 포함하고, 여기서 상[0104]

기 융합 단백질은 Ni-NTA 수지에 결합된 것일 수 있다. 

일 구체적 실시태양에서, 단계 (d)는 단계 (c)에서 정제된 융합 단백질을 α-FLAG M1 아가로스 수지와 접촉시키[0105]

는 것을 포함하고, 여기서 상기 융합 단백질은 α-FLAG M1 아가로스 수지에 결합된 것일 수 있다. 

일  구체적  실시태양에서,  단계  (e)의  크기  배제  크로마토그래피는  HiLoad  16/600  Superdex  200pg,  HiLoad[0106]

26/600 Superdex 200pg, 또는 HiLoad 16/600 Superdex 75pg 컬럼에서 수행되는 것일 수 있으며, 구체적으로는,

HiLoad 16/600 Superdex 200pg 컬럼을 사용할 수 있다. 

본 발명은 또한 [0107]

(a) Cas9 도메인; 및 아데닌 데아미나제 도메인 또는 시티딘 데아미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질을 세포[0108]

에서  발현시키는  단계이며,  상기  융합  단백질은  추가로  N-말단에  10xHis-Flag  태그를  포함하고,  C-말단에

mCherry-10xHis 태그를 포함하는 것인 단계;

(b) 단계 (a)에서 발현된 융합 단백질을 용해시켜 용해물을 생성하는 단계; [0109]

(c) 단계 (b)의 용해물을 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로 1차 정제하는 단계이며, 이 때 상기[0110]

단계는 상기 용해물을 Ni-NTA 수지와 접촉시키는 것을 포함하고, 여기서 상기 융합 단백질은 Ni-NTA 수지에 결

합된 것인 단계;

(d) 단계 (c)에서 정제된 단백질을 Ni-NTA 수지와 접촉시켜 친화 크로마토그래피(Affinity Chromatography)로[0111]

2차 정제하는 단계이며, 이 때 상기 단계는 단계 (c)에서 정제된 융합 단백질을 α-FLAG M1 아가로스 수지와 접
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촉시키는 것을 포함하고, 여기서 상기 융합 단백질은 α-FLAG M1 아가로스 수지에 결합된 것인 단계; 및

(e) 단계 (d)에서 정제된 융합 단백질을 크기 배제 크로마토그래피(size exclusion chromatography)로 3차 정[0112]

제하는 단계이며, 상기 크기 배제 크로마토그래피는 HiLoad 16/600 Superdex 200pg, HiLoad 26/600 Superdex

200pg, 또는 HiLoad 16/600 Superdex 75pg 컬럼에서 수행되는 것인 단계

를 포함하는, 융합 단백질의 정제 방법을 제공한다. [0113]

일 실시태양에서, 본 발명은 상기 정제 방법에 따라 정제된 융합 단백질을 제공한다.[0114]

또다른 실시태양에서, 본 발명은 상기 정제 방법에 따라 정제된 융합 단백질; 및 상기 융합 단백질의 Cas9 도메[0115]

인에 결합된 가이드 RNA(gRNA)를 포함하는 리보핵단백질(RNP) 복합체를 제공한다.

이하, 실험 방법 및 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을[0117]

보다 구체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지

않는다는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

<실험 방법>[0119]

본 발명은 하기와 같은 실험 방법에 의해 수행될 수 있다. [0120]

1. 염기 편집기 인코딩 플라스미드 제조[0122]

pEX-FlagR-ABEmax  및  pEX-FlagR-BE4max를  제조하기  위해,  ABEmax  및  BE4max  코딩  서열  (CDS)을  각각[0123]

pCMV_ABEmax (addgene no. 112095) 및 pCMV_AncBE4max (addgene no. 112094)로부터 증폭시키고 XhoI 및 XbaI

제한 부위를 사용하여 포유류 발현 pEX-FlagR 벡터에 클로닝하였다.

pCMV-NGABEmax를  제조하기  위해  PmlI  및  EcoRI  제한  부위를  사용하여  pCMV_ABEmax의  Cas9  서열을  pX330-[0124]

SpCas9-NG의 SpCas9-NG 서열 (addgene no. 117919)로 대체하였다. 

pEX-FlagR-NGABEmax를 제조하기 위해 pCMV-NGABEmax의 NGABEmax  서열을 pEX-FlagR에 클로닝하였다. 매칭되는[0125]

중첩이 있는 ABEmax 또는 BE4max CDS를 포함하는 Gibson 단편을 Phusion High-Fidelity Polymerase (NEB)를 사

용하여 PCR 증폭시켰다. 단편을 겔 정제하고 50 ℃에서 1시간 동안 NEBuilder HiFi DNA Assembly master mix

(NEB)를 사용하여 조립하고 화학적으로 적합한 E. coli (DH5α, Enzynomics)로 변형시켰다. sgRNA에 해당하는

서열을 BsaI-분해 pRG2 벡터 (Addgene no. 104174)에 클로닝하였다. 이 단계를 위해 스페이서 서열 (표 4)을

포함하는  올리고를  어닐링하여  호환  가능한  오버행이  있는  이중  가닥  DNA  단편을  형성하고  T4  리가아제

(Enzynomics)를 사용하여 연결하였다. 형질 감염 실험에 사용된 모든 플라스미드는 NucleoBond Xtra Midi Plus

EF kit (MN)를 사용하였다.

하기 표 4는 gRNA를 제조하는데 사용된 프라이머를 나타낸다. 20-nt 표적 프로토스페이서는 적색으로 표기하였[0126]

다. 표적 DNA 서열이 'G'로 시작하지 않는 경우, 인간 U6 프로모터는 전사 시작 부위에서 'G'를 선호하므로, 프

라이머의 5' 말단에서 'G'를 추가하였다(gX20 otherwise GX19). 
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표 4

[0128]
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[0129]

[0130]

2. 융합 단백질 발현 및 정제[0132]

인간 배아 신장 293 EBNA1 (HEK293E) 세포를 5% 소 태아 혈청 (FBS)이 보충된 칼슘 미포함 glucose 4500 mg/L[0133]

(WELGENE)을 갖는 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)의 현탁액 중에서 37 ℃에서 성장시켰다. 염기 편

집기(ABEmax 또는 BE4max)의 과발현을 위해, HEK293E 세포를 pEX-FlagR-ABEmax (NG PAM 또는 NGG PAM) 또는

pEX-FlagR-AncBE4max (NGG PAM) 플라스미드로 일시적으로 형질 감염시켰으며, 이는 각 염기 편집기가 N 말단에

10xHis-Flag 태그가 있고 C 말단에 mCherry-10xHis 태그가 있는 융합 단백질로 발현되도록 설계되었다. 세포를

25 kDa 선형 폴리에틸렌이민 (Polysciences)으로 7 x 10
5
 세포/mL의 밀도로 형질 감염시켰다. 형질 감염 직후

Dimethyl  sulfoxide  (Amresco)를 1%의 최종 농도로 첨가하고 온도를 33  ℃로 낮추었다. 형질 감염 2일 후,

tryptone (Amresco)을 0.5%의 최종 농도로 첨가하였다. 형질 감염 4일 후, 세포를 500g에서 20분 동안 수확하고

20% 글리세롤이 보충된 용해 완충액 [20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 M NaCl 및 2 mM β-mercaptoethanol]에 재현

탁시켰다. 재현탁된 세포는 초음파 처리에 의해 용해되었다. 생성된 용액을 원심 분리하고 상청액을 Ni-NTA 컬

럼 (Qiagen)에 로딩시켰다. 컬럼을 40 mM 이미다졸이 보충된 버퍼 A [20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl,

2 mM β-mercaptoethanol 및 20 % glycerol] (MilliporeSigma)로 세척한 후, 결합된 단백질을 200 mM 이미다졸

이 보충된 버퍼 A로 용출시켰다. 용출된 단백질을 tobacco etch virus (TEV) 프로테아제 및 human rhinovirus

(HRV) 3C 프로테아제로 밤새 처리하여 N 말단에서 FLAG 태그를 노출시키고 각각 C 말단 mCherry-10xHis 태그를

제거하였다. 샘플을 5 mM CaCl2의 존재 하에 α-FLAG M1 아가로스 수지 (MilliporeSigma)와 혼합하고 4 ℃에서
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1 시간 동안 천천히 회전시켰다. 1 mM CaCl2가 보충된 완충액 A로 세척한 후, 결합된 단백질을 5 mM EGTA가 보

충된 완충액 A로 용출시켰다. 용출된 FLAG-ABEmax (또는 FLAG-CBEmax)를 농축하고, 20 mM Tris-HCl (pH 7.5),

500  mM  NaCl,  1  mM  β-mercaptoethanol,  및  20  %  글리세롤을  포함하는  완충액  (저장  버퍼)으로 평형화된

HiLoad 16/600 Superdex 200pg 컬럼을 사용하여 추가로 정제하였다. 피크 분획을 ~10 mg/mL로 농축하고 액체

질소에서 급속 냉동하고 - 80 ℃에 보관하였다.

3. 가이드 RNA (sgRNA) 제조 [0135]

염기 편집기의 RNP 전달을 위해 sgRNA를 T7 RNA polymerase 및 template oligonucleotide를 사용하여 시험관[0136]

내(in vitro) 전사에 의해 합성하였다(표 5). rd12 대립 유전자를 표적으로 하는 시험관 내 전사된 sgRNA를 5'-

triphosphate를 제거하기 위해 calf intestinal alkaline phosphatase (CIP, NEB)로 추가로 처리하였다(gX19 +

CIP). rd12 대립 유전자 (X19_IDT 및 X20_IDT)를 표적으로 하는 화학적으로 합성된 sgRNA는 화학적 변형을 포함

하고 (Alt-R sgRNA), 이는 Integrated DNA Technologies (IDT), Inc.에서 구입하였다.

하기 표 5는 시험관 내 전사 gRNA를 생성하는데 사용된 프라이머를 나타낸다. 20-nt 표적 프로토스페이서는 적[0137]

색으로 표기하였다.

표 5

[0139]
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[0140]

4. ABE 인코딩 mRNA 제조 [0142]

pCMV_ABEmax는 PmeI로 분해하여 선형화되었으며 ABE 인코딩 mRNA의 시험관 내 합성을 위한 탬플릿으로 사용되었[0143]

다. ABE 인코딩 mRNA는 mMESSAGE mMACHINE쪠 T7 Transcription kit (Invitrogen)를 사용하여 전사되었고 5' 말

단에서 공동 전사적으로(co-transcriptionally) 캡핑되어 7-메틸 구아노신 캡핑된 mRNA를 제조하였다. 이어서

mRNA의 3' 말단을 제조사의 지침에 따라 Poly(A) Tailing Kit (Invitrogen)로 폴리아데닐화하였다.

5. 염기 편집(base-editing) 실험을 위한 세포 배양 및 형질 감염 [0145]

HEK293T 세포 (ATCC CRL-11268)를 10% FBS 및 1% 페니실린-스트렙토마이신이 보충된 DMEM (WELGENE)에서 배양[0146]

시켰다. 

ABE 또는 CBE RNP-매개 게놈 편집을 위해, 15 μg의 염기 편집기 단백질 (10 mg/ml의 ABE 또는 8 mg/ml의 CBE[0147]

가 저장 버퍼에 용해된 것)과 8 μg의 시험관 내 전사 또는 화학적 합성된 sgRNA를 혼합하고 실온에서 10분 동

안 배양시켜 RNP  복합체를 형성하였다. 그런 다음 RNP 복합체를 HEK293T  세포 (1.5  x  10
5
)와 혼합하고 Neon

Transfection System을 통해 전기 천공하였다. 

ABE RNP 매개 RNA 오프-타겟 편집(off-target editing) 및 시간 경로(time course) 분석을 위해, HEK293T 세포[0148]
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(1.5 x 10
5
)를 sgRNA 없이 상기와 같이 전기 천공하였다.

ABE 또는 CBE 인코딩 플라스미드-매개 게놈 편집을 위해, ABE 또는 CBE 인코딩 플라스미드 (0.5 μg)와 sgRNA[0149]

인코딩 플라스미드 (0.17μg)를 HEK293T 세포 (1.5 Х 10
5
)와 혼합하고 Neon Transfection System을 통해 전기

천공하였다.

● ABE 인코딩 mRNA-매개 게놈 편집을 위해, ABE 인코딩 mRNA (3.0 μg) 및 다양한 용량의 sgRNA (0.6, 1.5,[0150]

3.0, 8.0 또는 16.0 μg)를 HEK293T 세포 (1.5 Х 10
5
)와 혼합하고 Neon Transfection System을 통해 전기 천

공하였다.

●  염기  편집기  플라스미드를  사용한  orthogonal  R-loop  분석을  위해,  500  ng의  dead  SaCas9  플라스미드[0151]

(addgene no. 138162), 170 ng의 SaCas9 sgRNA 플라스미드, 500 ng의 염기 편집기 플라스미드, 및 170 ng의 염

기 편집기 sgRNA 플라스미드를 2 μL의 Lipofectamine 2000 (cat no. 11668019, Thermo)을 사용하여 HEK293T

세포(1.0 X 10
5
)로 공동 형질 감염시켰다.

● 염기 편집기 RNP를 사용한 orthogonal R-loop 분석을 위해, 500 ng의 dead SaCas9 플라스미드, 170 ng의[0152]

SaCas9 sgRNA 플라스미드, 및 670 ng의 pUC19 플라스미드 (음성 대조군 플라스미드)를 2 μL의 Lipofectamine

2000을 사용하여 HEK293T 세포 (1.0 X 10
5
)로 공동 형질 감염시켰다. 

● 형질 감염 하루 후에 염기 편집기 플라스미드 없이 처리된 세포를 트립신 처리하고 100 x g에서 8분 동안 원[0153]

심 분리하였다. 세포를 재현탁한 후, 세포를 염기 편집기 단백질 (15 μg) 및 Neon Transfection System을 통해

시험관 내 전사된 sgRNA (8 μg)로 전기 천공하였다.

● 시험관 내 rd12 돌연변이 교정(correction)을 위해, rd12 마우스의 mEF를 10% FBS, 1 % 페니실린-스트렙토[0154]

마이신 (WELGENE) 및 4 mM 글루타민 (Glutamax-I, Gibco)이 보충된 DMEM에서 유지하였다. ABE-RNP 매개 유전자

교정을 위해, mEF (1.5 x 10
5
)를 NGABEmax 단백질 (15 μg) 및 시험관 내 전사된 sgRNA (8 μg), CIP 처리된 시

험관 내 전사된 sgRNA (8 μg), 또는 화학적으로 합성된 sgRNA (IDT, 8 μg)로 Neon Transfection System을 통

해 전기 천공하였다.

6. 웨스턴 블롯 분석을 통한 ABE 발현량 평가[0156]

Protease inhibitor cocktail (SIGMA)이 보충된 RIPA 버퍼 (SIGMA)를 사용하여 ABE 형질 감염 HEK293T 세포로[0157]

부터 세포 용해물을 제조하였다. 단백질 농도는 BCA 분석 키트 (Thermo Fisher)를 사용하여 측정되었다. 동일한

양의 단백질을 Mini Protean TGX Protein Gel (BioRad) 상에 로딩하고 80 V에서 20분, 120 V에서 40분 동안 실

행하였다. 단백질을 니트로셀룰로오스 막으로 옮긴 후,  블롯을 항-Cas9  (#844301,  BioLegend)  및 항-튜불린

(#3873,  Cell  Signaling)  항체와  함께  배양한  다음  적절한  horseradish  peroxidase  (HRP)  접합  2차  항체

(#7076,  Cell  Signaling)와  함께  배양하였다.  HRP  반응의  화학  발광은  Fusion  SL  gel  chemiluminescence

documentation system (Vilber Lourmat)을 사용하여 검출되었다.

7. 실험에 사용된 동물 [0159]

8주령  수컷  C57BL/6  마우스와  rd12  마우스  (stock  no.  005379,  The  Jackson  Laboratory)의  짝짓기  쌍을[0160]

Central Laboratory Animal을 통해 구입하고 12시간 암광주기 하에 유지하였다. 모든 동물 실험은 안과 및 시력

연구에서의 동물 사용에 대한 시력 및 안과 연구 협회 성명서의 지침에 따라 수행되었다. 

8. 마우스 망막 하 주사 [0162]

3주령 마우스 (유년기 마우스) 또는 6개월령 마우스 (성체 마우스)를 마취시켰다. 마우스에 33 게이지 blunt[0163]

needle이  장착된  맞춤형  Nanofil  주사기  (World  Precision  Instrument)를  사용하여  한쪽  눈에  RNP와

Lipofectamine® 2000  (cat  no.  11668019,  Thermo)의 1:1 (v/v) 혼합물을 망막 하 주사하였다. 각 용량에는

12.54 μg NG-ABEmax 및 5.76 μg의 적절한 sgRNA를 포함되었다. 눈 한쪽 당 총 부피는 3 μL였다.
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9. 표적화 딥 시퀀싱 (Targeted deep sequencing) - 온-타겟(on-target) 및 오프-타겟(off-target) editing 분[0165]

석

DNA 또는 RNA 온-타겟(on-target) 및 오프-타겟(off-target) 부위의 분석을 위해, 지정된 시점 또는 형질 감염[0166]

3일 후에 NucleoSpin Tissue Kit (MN) 또는 NucleoSpin RNA Plus Kit (MN)를 사용하여 ABE 형질 감염 세포에서

게놈 DNA 또는 총 RNA를 추출하였다. PrimeScript RT master mix (TAKARA)를 사용하여 RNA로부터 cDNA를 합성

하였다. 정상 또는 rd12 마우스에서 ABE 표적 부위의 서열 분석을 위해, ABE RNP/Lipofectamine 2000 혼합물의

망막 하 주사 후 1주 또는 5주 시점에 NucleoSpin Tissue Kit (MN)를 사용하여 망막색소상피(RPE) 세포에서 게

놈 DNA를 추출하였다. 서열 라이브러리 생성을 위해 KOD Multi & Epi PCR kit (TOYOBO)를 사용하여 온-타겟

(on-target) 및 오프-타겟(off-target) 부위를 증폭시켰다(표 6 및 7). 이러한 라이브러리는 TruSeq HT Dual

Index system을 갖는 MiniSeq (Illumina)를 사용하여 서열화되었다. 즉, Illumina MiniSeq 플랫폼을 사용하여

동일한 양의 PCR 앰플리콘을 paired-end read 서열 분석에 적용하였다. MiniSeq 후, BE-analyzer를 사용하여

야생형과 돌연변이 서열 비교를 통해 paired-end read를 분석하였다.

하기 표 6은 DNA 온-타겟(on-target) editing의 분석을 위해 사용된 프라이머를 나타낸다. HT True seq index[0167]

의 확장(extension)을 위한 5' tail 서열은 하늘색으로 나타내었다. 

표 6

[0168]
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[0169]
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[0170]

하기 표 7은 DNA  또는 RNA  오프-타겟(off-target)  editing의 분석을 위해 사용된 프라이머를 나타낸다. HT[0171]

True seq index의 확장(extension)을 위한 5' tail 서열은 하늘색으로 나타내었다. 
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표 7

[0173]
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[0174]

10. 면역 형광 분석을 통한 리보핵단백질 (RNP) 전달 확인[0176]

망막 하 주사 후 지정된 시점에 마우스를 희생시키고 RPE-choroid-scleral 복합체를 제조하였다. 이어서 상기[0177]

복합체를 항-FLAG (cat no. MA1-142-A488, Thermo), 항-ZO-1 (cat no. 339194, Thermo), 또는 항-RPE65 (cat

no.  NB100-355AF488,  Novus)  항체로  처리하고  공초점  현미경으로  관찰하였다.  핵은  4',6-diamidino-2-

phenylindole (cat. no. D9542, Sigma)을 사용하여 확인되었다.

11. qRT-PCR (정량적 실시간 중합효소 연쇄 반응)을 통한 유전자 발현 수준 확인[0179]

ABE RNP/Lipofectamine 2000 혼합물의 망막 하 주사 5주 후에 TRIzol 시약 (cat no. 15596018, Thermo)을 사용[0180]

하여 RPE 세포로부터 총 RNA를 제조하였다. 추출된 RNA의 품질 및 양은 NanoDrop 2000 분광 광도계 (Thermo)로

평가하였 다. cDNA를 High-Capacity RNA-to-cDNA kit (cat no. 4387406, Thermo)으로 제조하였다. qRT-PCR은

TaqMan Fast Advanced Master Mix (cat no. 4444556, Thermo) 및 Gene Espression Assay (Thermo)를 사용하여

StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo)으로 수행되었다. 유전자 발현 분석의 product ID는 다음과 같다:

Rpe65의 경우 Mm00504133_m1; Gapdh의 경우 Mm99999915_g1; 및 Rn18s의 경우 Mm03928990_g1. 상대적 Rpe65 유

전자 발현 수준은 Gapdh  및 Rn18s의 유전자 발현 수준으로 정규화되었다. 모든 절차는 Minimum  Information

for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments 가이드라인에 따라 수행되었다.

실시예 1: 인간 세포 발현 시스템에서의 ABE/CBE RNP 복합체 제조[0183]

1.1고순도 ABE/CBE 단백질 제조[0184]

인간 세포 시스템에서 재조합 염기 편집기 단백질을 제조하기 위해, ABE 및 CBE의 최적화된 형태(즉, ABEmax 및[0185]

AncBE4max)를 각각 인코딩하는 서열을 포유류 발현 벡터 pEX-FlagR에 클로닝하였다. 이 벡터는 적색 형광 단백

질 (mCherry) 및 이중 친화성 태그를 표적 단백질에 융합하여 이는 각각 단백질 발현을 쉽게 모니터링하고 효율

적으로 단백질을 정제할 수 있도록 설계되었다(도 1a 및 도 2).

제조된 플라스미드를 현탁 배양에서 HEK293E 세포로 형질 감염시키고 Ni-친화성, 항-FLAG-M1-친화성, 및 크기[0186]

배제 크로마토그래피 기술을 순차적으로 사용하여 ABE/CBE  단백질을 정제하였다. 폴리히스티딘(poly-His)  및

mCherry  태그는  정제  동안  프로테아제  절단에  의해  제거되었고,  따라서  N-말단  FLAG  태그만  남은  정제된

ABE/CBE 단백질을 수득하였다. 이러한 발현 및 정제 방법을 통해 1 리터의 세포 배양으로부터 고순도 CBE 또는
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ABE 단백질 1mg을 재현 가능하게 수득하였다(도 1b).

1.2 정제된 ABE/CBE 단백질의 활성 확인 [0187]

정제된 ABE/CBE 단백질의 활성을 확인하기 위해 HEK293T 세포에서 19 개의 다른 내인성 부위를 표적으로 하는[0188]

ABE RNP와 8개의 다른 내인성 부위를 표적으로 하는 CBE RNP를 테스트하였다. 또한, 대조군으로서 ABE/CBE 인코

딩 플라스미드를 형질 감염시켰다. 

형질 감염 3일 후 벌크 세포 집단에서 얻은 고속 염기서열 분석(high throughput sequencing; HTS) 데이터에[0189]

따를 때, ABE/CBE RNP는 효과적인 편집 활성을 나타내었으며, 이는 인간 세포 시스템에서 ABE/CBE 단백질이 성

공적으로 제조되었음을 나타낸다. 

CBE는 편집 효율을 향상시키기 위해 우라실 DNA 글리코실라제 억제제 (UGI)를 포함하였다. 따라서, RNP에서 CBE[0190]

와 융합된 UGI의 농도가 플라스미드-인코딩 버전의 것보다 상대적으로 낮아 세포에서 우라실 N-글리코실라제 활

성을 억제하기에 불충분한 것을 알 수 있었다.

추가적으로 UGI를 과발현시킨 경우, 전체 CBE RNP 편집 활성이 향상되었고, 임의의 C 편집(off-target)을 포함[0191]

하는 산물(product)에 비해 C to T 편집(on-target)을 포함하는 산물의 비율이 증가하였다(도 1e). 

또한 ABE 및 CBE RNP가 ABE 및 CBE 인코딩 플라스미드보다 형질 감염 후 더 높은 세포 생존력을 나타내었다(도[0192]

1f).  대조군으로서 GFP  벡터 (~  3.5kb)를  형질 감염시켰을 경우 세포 생존력의 경미한 감소가 관찰되었고,

ABE/CBE 플라스미드의 큰 크기 (~ 9kb)가 세포 생존력 감소의 원인일 수 있음을 나타낸다. 즉, 큰 크기의 플라

스미드 (6 ~ 16kbp)가 낮은 생존력과 형질 감염 효율을 나타낸다고 볼 수 있다.

이러한 결과는 RNP 시스템이 의학적 치료에 적합할 것임을 나타낸다.[0193]

실시예 2: 염기 편집의 특성 확인[0195]

2.1염기 편집 활성 윈도우 및 염기 편집 패턴 분석[0196]

ABE/CBE RNP와 ABE/CBE 플라스미드로부터 유도된 편집 활성 윈도우 및 편집 패턴을 차별화할 수 있는지 분석하[0197]

였다. 

RNP 및 플라스미드 인코딩 염기 편집기의 염기 편집 데이터를 분석한 결과, RNP 및 플라스미드 인코딩 염기 편[0198]

집기의 선호되는 편집 활성 윈도우는 유사했지만(결과 미도시) 편집 패턴은 상이하였다(도 4a 내지 4d). 일반적

으로  RNP인코딩  염기  편집기는  플라스미드  인코딩  염기  편집기보다  대립  유전자에서  더  적은  염기를

변환하였다. ABE_site 5(A5)의 경우(도 4a), 단일 염기 전환(막대기 중 적색 부분)은 ABE RNP 처리된 세포 중

47.8%였지만 플라스미드 처리된 세포 중 16.4%에  불과하였고,  다중 염기 전환(막대기 중 노란색 및 하늘색

부분)은 RNP를 통한 전달 대비 플라스미드를 통한 전달의 경우에 더 자주 발생하였다. 이러한 경향은 대부분의

다른 표적 (A8, A10, A16; 도 4b) 및 CBE의 경우 (도 4c 및 4d)에서도 관찰되었다.

2.2세포 수명과 염기 편집의 관계 [0199]

상이한 염기 편집 결과에 대한 이유를 조사하기 위해, 플라스미드 인코딩 ABE로부터 다른 시점에서 유도된 다른[0200]

편집 패턴 빈도를 측정하였다(도 4e). 단일 염기 전환 대비 다중 염기 전환의 비율은 시간 의존적 방식으로 점

진적으로 증가하였고(도 4f), 이는 플라스미드 인코딩 ABE의 장기간 발현이 다중 염기 전환에 영향을 미침을 나

타낸다. 대조적으로, 플라스미드 인코딩 ABE/CBE에 비해 ABE/CBE RNP는 bystander 뉴클레오티드의 편집 횟수가

더 적었는데, 이는 주로 ABE/CBE RNP가 세포에서 수명이 짧기 때문이다.

2.3단백질 발현량 확인[0201]

두 가지 다른 전달 방법으로부터 세포에서의 ABE 단백질의 양을 확인하기 위해 sgRNA 없이 ABE 단백질 또는 ABE[0202]

인코딩 플라스미드를 형질 감염시킨 후, 웨스턴 블롯(Western blot) 분석을 사용하여 다른 시점들에서 세포 용

해물 중 ABE 단백질 농도를 측정하였다. 단백질을 통한 전달 실험에서는, 초기 ABE 단백질 농도는 12시간 동안

유지되었고, 24 시간이 되었을 때 급격히 감소하였다. 그러나 플라스미드를 통한 전달의 경우에는, ABE 농도가

6시간까지 급격히 증가한 후 최대 농도는 24 시간까지 유지되었다. 이후 6일 동안 농도가 서서히 감소하였다

(도 4g 및 5a). 

플라스미드 형질 감염 세포에서 6 시간 시점 대비 각 시점에서의 ABE 단백질 풍부도(abundance)를 비교한 결과,[0203]
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단백질 전달 유래 ABE 단백질 농도는 초기 3시간 동안을 제외하고는 항상 플라스미드 전달 유래 ABE 농도보다

낮았다 (도 4h). 

추가적으로, ABE RNP 또는 ABE/sgRNA 인코딩 플라스미드가 형질 감염된 후 세포 중 sgRNA 존재 하에서 ABE 단백[0204]

질 풍부도를 측정하였다(도 5b 및 5c). 전반적인 경향은 sgRNA가 없는 상기 결과와 유사하지만 ABE RNP 및 ABE

플라스미드 전달 방법 모두에서 ABE 농도가 더 느리게 감소하는 것을 발견하였다. 이는 Cas9/sgRNA 복합체가 세

포에서 apo Cas9 단백질보다 더 안정적이기 때문이다.

실시예 3: DNA 오프-타겟 효과 확인[0206]

3.1sgRNA 의존적 오프-타겟 DNA 편집 활성 확인[0207]

먼저 ABE의 Cas9 이펙터 부분에 의해 유발되는 것으로 알려진 sgRNA 의존적 오프-타겟 DNA 편집 활성을 평가하[0208]

였다. 

이 실험에서는, RNP  및 플라스미드 전달 방법에 추가로 mRNA  전달 방법을 사용하였다. mRNA는 시험관 내(in[0209]

vitro) 전사되었고, sgRNA는 Integrated DNA Technologies (IDT), Inc.에서 합성되었다. ABE 인코딩 mRNA 및

sgRNA의 농도를 최적화하기 위해, HEK_site 2에서의 아데닌 염기 편집에 대해 여러가지 용량으로 테스트 하여,

HEK293T 세포에서 가장 효율적인 조건을 확인하였다(즉, 3.0 ug의 각 ABE-인코딩 mRNA 및 sgRNA)(도 6). 

4개의 정의된 표적 (즉, HBG_site 3, HPRT_exon 8, VEGFA, 및 HEK_site 4; 표 8)에 대해 ABE RNP, ABE 인코딩[0210]

mRNA, 및 ABE 인코딩 플라스미드의 형질 감염 후 온-타겟 및 오프-타겟 모두에서 편집 빈도를 평가하였다. 

하기  표  8은  DNA-오프-타겟  편집  활성을  분석하기  위해  사용된  온-타겟  및  오프-타겟  부위를  나타낸다.[0211]

PAM(Protospacer adjacent motif)은 하늘색으로 표시하였다. 온-타겟 프로토스페이서 서열에 대한 mismatch 또

는 bulge는 소문자 또는 하이픈으로 표기하였다. 각각의 표적에서 가장 빈번하게 편집된 A 뉴클레오티드는 적색

으로 나타내었다. 하기 표 8에서 "position"은 잠재적인 절단 부위를 나타낸다(PAM으로부터 3nt 떨어짐). 하기

표 8의 Gene에서 "OT"는 Off-Target을 나타낸다. 
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표 8

[0212]

고속 염기서열 분석(HTS) 데이터 결과를 도 7a에 나타내었다. 플라스미드 전달 방법은 HBG_site 3에서 RNP 및[0214]

mRNA 전달 방법에 비해 A-to-G 교정 효율이 높았으나, 이 경우에도 오프-타겟 비율이 RNP 및 mRNA 전달 방법에

비해 현저히 높았다. RNP 및 mRNA 전달 방법은 HPRT_exon 8, VEGFA, HEK_site 4에서 플라스미드 전달 방법에

비해 높은 A-to-G 교정 효율을 나타내는 경우에도, 오프-타겟(OT) 비율은 크게 감소하였다(도 7a). 

3.2sgRNA 독립적 오프-타겟 DNA 편집 활성 확인[0215]

다음으로, ABE 또는 CBE에 대해 sgRNA 독립적 무차별 DNA 탈아미노화 활성을 확인하였다. 이를 위해 단일 가닥[0216]

DNA 영역이 촉매적으로 비활성인 SaCas9 (dSaCas9)로 형성될 수 있는 Orthogonal R-loop 분석법을 수행하였다

(도 7b). 

하기 표 9는 Orthogonal R-loop 분석에 사용된 프라이머를 나타낸다. 20-nt 표적 프로토스페이서는 적색으로 나[0217]

타내었다. TruSeq HT index의 확장(extension)을 위한 5' tail 서열은 하늘색으로 나타내었다. 
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표 9

[0218]

Orthogonal R-loop 분석의 결과에서 ABE RNP 형질 감염 세포의 R-loop 부위 5와 부위 6에서는 A 편집이 거의[0219]

발견되지 않은 반면에, ABE 인코딩 플라스미드 형질 감염 세포에서 두 R- loop 부위 (부위 5 및 6)의 CA12G,

CA9A 및 AA10T 모티프에서는 꽤 상당한 A 편집이 관찰되었다(도 7c). 마찬가지로, 유사한 경향이 CBE RNP와 CBE

인코딩 플라스미드 형질 감염 세포에서 관찰되었다(도 7d). 

이러한 결과는 RNP를 통한 전달이 훨씬 더 정밀하고 특이적인 염기 편집 결과를 가져옴을 나타낸다. [0220]

실시예 4: 전사체에서의 RNA 오프-타겟 효과 확인[0222]

본 실시예에서는 각 전달 방법에 따른 무차별 ABE-매개 RNA 탈아미노화 활성을 확인하였다.[0223]

이를 위해 HEK_site 2를 표적으로 하는 sgRNA의 존재 하에 ABE RNP, ABE 인코딩 mRNA, 또는 ABE 인코딩 플라스[0224]

미드의 형질 감염 후 RNA 전사체 (AARS1, RSL1D1 및 TOPORS; 표 10)에서 유도된 상보적 DNA (cDNA)에서 아데닌

돌연변이 빈도를 계산하였다. 

하기 표 10은 본 실시예에서 사용된 RNA 오프-타겟 부위를 나타낸다. 편집된 A 뉴클레오티드는 적색으로 나타내[0225]

었다. 아래 표 10에서 "position"은 각각의 편집된 A 뉴클레오티드의 위치를 나타낸다. 

표 10

[0226]

그 결과를 도 8에 나타내었다. RNP로 형질 감염된 세포에서 ABE는 AARS1 및 RSL1D1 부위에서 어느 시점에서든[0228]

RNA 편집 활성이 거의 없었고 TOPORS 부위에서는 처음 3시간 동안 미미한 RNA 편집 활성을 보인 반면에, mRNA

또는 플라스미드로 형질 감염된 세포는 3일 이상 동안 세 부위 모두에서 지속적인 무차별 RNA 탈아미노화를 나

타냈다(도 8a). 이러한 RNA 탈아미노화 활성과 sgRNA의 연관성을 확인하기 위해 sgRNA 없이 동일 실험을 반복한

결과 오프-타켓 RNA 편집이 유사하게 발생함을 확인하였다(도 8b).
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이로부터 본 발명의 RNP는 매우 낮은 오프-타겟 효과를 나타냄이 확인되었다.[0229]

실시예 5: 생체 내(in vivo) 염기 편집 및 돌연변이 교정 효과 확인[0231]

ABE RNP의 생체내 사용을 입증하기 위해, ABE RNP 전달을 통한 생체 내 DNA 편집을 확인하였다. [0232]

5.1ABE RNP 전달을 통한 정상 마우스 표적 염기 편집 확인[0233]

본 실험에서는 정상 마우스에서 Fah, Vegfa 및 Nr2e3 유전자를 표적으로 하였다. 정제된 ABEmax와 sgRNA (IDT의[0234]

합성)를 Lipofectamine 2000과 함께 망막 하 주사를 통해 성체 마우스의 한쪽 눈에 주입하였다(도 9a). 주입 1

주 후 RNP 주입 마우스의 망막 색소 상피 세포(RPE cell)로부터 게놈 DNA를 분리하여 고속 염기서열 분석(HTS)

데이터를 얻었다. 결과는 Fah, Vegfa 및 Nr2e3에서 명확한 염기 편집을 보여주었다(도 9b).

5.2망막 변성 Rpe65 유전자 돌연변이의 교정[0235]

rd12 마우스에서 망막 변성을 일으키는 Rpe65 유전자의 넌센스 돌연변이를 교정하고자 하였다. [0236]

돌연변이 근처에 관련된 NGG 프로토스페이서 인접 모티프 (PAM) 서열이 없었기 때문에(도 10a), 7개의 추가 돌[0237]

연변이를 삽입하여 NG PAM 표적화 가능한 ABEmax (이하, NG-ABEmax) 단백질을 구성하였다. NG-ABEmax RNP 형태

로 전달 후 NG-ABEmax 단백질이 3 개의 내인성 표적 (VEGFA, GRIN2B, PTEN)에서 편집 활성을 나타내는지 테스트

하였다. 고속 염기서열 분석(HTS) 데이터에 따를 때, NG-ABEmax RNP는 3개 표적 모두에서 편집 활성을 나타냄이

확인되었다(도 9c). 

그 다음, TGA PAM을 포함하고 질병 관련 Rpe65 포인트 돌연변이 (c.130C> T)가 위치 6에서의 아데닌 (A6)과 일[0238]

치하는 sgRNA를 설계하였다(도 10a). rd12 마우스의 배아 섬유 아세포 (rd12 mEF)에서 다양한 형태의 sgRNA를

갖는 NG-ABEmax RNP를 사용하여 돌연변이가 교정되는 때의 효율을 확인하였다 (도 10b). 사용된 sgRNA의 형태에

따라 효율의 차이는 있었으나, 모두 교정 효과를 나타냄이 확인되었다. 이는 본 발명의 RNP는 임의의 공지된

sgRNA와 사용할 수 있음을 나타낸다. 

도 10b의 결과, IDT의 화학적 합성 sgRNA (X20_IDT)가 가장 효과적인 편집 활성을 나타었기에, 이를 마우스로의[0239]

생체 내 전달에 사용하였다.

궁극적으로 정제된 NG-ABEmax 및 X20_IDT sgRNA (이하, 표적 sgRNA)를 Lipofectamine 2000과 함께 망막 하 주[0240]

사를 통해 성체 또는 유년기 rd12 마우스의 한쪽 눈에 주입하였다(도 10c). 주입된 NG-ABEmax RNP가 주입 6시간

후 RPE에서 세포질과 핵에 성공적으로 배치된 반면(도 10d), NG-ABEmax RNP는 주입 72시간 후에는 RPE에서 검출

되지 않음을 발견하였고(도 11a), 이는 RNP가 배양된 세포에서와 같이 생체 내 세포에서 빠르게 분해됨을 나타

낸다(도 4g). 

특히, NG-ABEmax RNP 주입 마우스의 RPE에서 분리된 게놈 DNA의 고속 염기서열 분석(HTS) 데이터에 따를 때, 본[0241]

발명의 RNP는 bystander 편집이 관찰되지 않았으며, rd12 돌연변이의 정밀한 교정을 보여주었다(도 11b). 

기능적 Rpe65 유전자의 회복은 mRNA와 단백질 수준 모두에서 검증되었다. 표적 sgRNA를 포함하는 ABE RNP로 처[0242]

리된 rd12 마우스의 RPE에서 Rpe65 mRNA 발현의 현저한 증가를 관찰하였다. 이들 마우스에서 발현 수준은 정상

마우스의 2.8 %로, 비 처리 rd12 마우스(no injection) 또는 비표적화 sgRNA를 포함하는 ABE RNP (non-target)

처리 rd12 마우스의 발현 수준보다 유의하게 높았다 (도 10f). 또한, Rpe65가 NG-ABEmax RNP 처리 rd12 마우스

의 RPE에서 발현됨을 확인하였고 (도 10g), 이는 돌연변이 Rpe65를 성공적으로 유전자 교정할 수 있음을 나타낸

다.
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