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조 및 사용 방법

(57) 요 약

본 개시내용은 유전자 편집제, 예컨대 핵산-프로그래밍가능한 DNA-결합 단백질 (napDNAbp) 및 염기 편집기 융합

단백질을 전달하기 위한 바이러스-유사 입자 ("BE-VLP" 또는 "eVLP"), 및 이러한 eVLP를 포함하는 시스템을 제공

한다.  본 개시내용은 또한 본원에 기재된 eVLP를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 제공하며, 이는 상기 eVLP를 생

성하는데 유용할 수 있다.  본원에 기재된 eVLP를 표적 세포에 도입시킴으로써 표적 세포의 게놈을 편집하는 방

법 또한 본원에 제공된다.  본 개시내용은 또한 본원에 기재된 eVLP의 성분을 구성하는 융합 단백질, 뿐만 아니

라 폴리뉴클레오티드, 벡터, 세포, 및 키트를 제공한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

지질 막 및 바이러스 외피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질 및

융합 단백질을 포함하는 바이러스-유사 입자로서, 여기서 융합 단백질은 하기를 포함하는 것인 바이러스-유사

입자:

(i) gag 뉴클레오캡시드 단백질;

(ii) 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp);

(iii) 절단가능한 링커; 및

(iv) 핵 유출 서열 (NES).

청구항 2 

제1항에 있어서, napDNAbp가 Cas9 단백질인 바이러스-유사 입자.

청구항 3 

제2항에 있어서, Cas9 단백질이 Cas9 닉카제인 바이러스-유사 입자.

청구항 4 

제2항에 있어서, Cas9 단백질이 뉴클레아제-불활성 Cas9 (dCas9)인 바이러스-유사 입자.

청구항 5 

제2항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, Cas9 단백질이 가이드 RNA (gRNA)에 결합된 것인 바이러스-유사 입

자.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 데아미나제 도메인을 추가로 포함하는 것인 바이러스

-유사 입자.

청구항 7 

제6항에 있어서, 데아미나제 도메인이 아데노신 데아미나제 도메인인 바이러스-유사 입자.

청구항 8 

제6항에 있어서, 데아미나제 도메인이 시토신 데아미나제 도메인인 바이러스-유사 입자.

청구항 9 

제6항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 염기 편집기를 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 10 

제9항에 있어서, 염기 편집기가 ABE8e인 바이러스-유사 입자.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NES, 3개의 NES, 4개의 NES, 5개의 NES, 6개

의 NES, 7개의 NES, 8개의 NES, 9개의 NES, 또는 10개의 NES를 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.
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청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 핵 국소화 서열 (NLS)을 추가로 포함하는 것인 바이

러스-유사 입자.

청구항 13 

제12항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NLS를 추가로 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 14 

제1항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 napDNAbp와 NES 사이에 위치하는 것인 바이러스

-유사 입자.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 프로테아제 절단 부위를 포함하는 것인 바이러

스-유사 입자.

청구항 16 

제15항에 있어서, 프로테아제 절단 부위가 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스 (MMLV) 프로테아제 절단 부위 또는 프

렌드 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) 프로테아제 절단 부위인 바이러스-유사 입자.

청구항 17 

제15항  또는  제16항에  있어서,  프로테아제  절단  부위가  아미노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),

PRSSLYPALTP (서열식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식

별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 18 

제1항 내지 제17항 중 어느 한 항에 있어서, gag-pro 폴리단백질이 MMLV gag-pro 폴리단백질 또는 FMLV gag-

pro 폴리단백질을 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 19 

제1항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, gag 뉴클레오캡시드 단백질이 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질 또

는 FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 20 

제1항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 하기 구조를 포함하는 것인 바이러스-유사 입자:

[gag 뉴클레오캡시드 단백질]-[1X-3X NES]-[절단가능한 링커]-[NLS]-[데아미나제 도메인]-[napDNAbp]-[NLS]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 21 

지질 막 및 바이러스 외피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질,

핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp), 및 gag 뉴클레오캡시드 단백질 및 핵 유출 서열 (NES)을

포함하는 융합 단백질을 포함하는 바이러스-유사 입자.

청구항 22 

제21항에 있어서, napDNAbp가 Cas9 단백질인 바이러스-유사 입자.

청구항 23 

제22항에 있어서, Cas9 단백질이 Cas9 닉카제인 바이러스-유사 입자.
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청구항 24 

제22항에 있어서, Cas9 단백질이 뉴클레아제-불활성 Cas9 (dCas9)인 바이러스-유사 입자.

청구항 25 

제22항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, Cas9 단백질이 가이드 RNA (gRNA)에 결합된 것인 바이러스-유사

입자.

청구항 26 

제21항 내지 제25항 중  어느 한 항에 있어서,  napDNAbp가  데아미나제 도메인에 융합된 것인 바이러스-유사

입자.

청구항 27 

제26항에 있어서, 데아미나제 도메인이 아데노신 데아미나제 도메인인 바이러스-유사 입자.

청구항 28 

제26항에 있어서, 데아미나제 도메인이 시토신 데아미나제 도메인인 바이러스-유사 입자.

청구항 29 

제26항 내지 제28항 중 어느 한 항에 있어서, 데아미나제에 융합된 napDNAbp가 염기 편집기를 포함하는 것인 바

이러스-유사 입자.

청구항 30 

제29항에 있어서, 염기 편집기가 ABE8e인 바이러스-유사 입자.

청구항 31 

제21항 내지 제30항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NES, 3개의 NES, 4개의 NES, 5개의 NES, 6개

의 NES, 7개의 NES, 8개의 NES, 9개의 NES, 또는 10개의 NES를 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 32 

제21항 내지 제31항 중 어느 한 항에 있어서, napDNAbp 및/또는 데아미나제가 핵 국소화 서열 (NLS)에 융합된

것인 바이러스-유사 입자.

청구항 33 

제32항에 있어서, napDNAbp 및/또는 데아미나제가 2개의 NLS에 융합되거나, 또는 napDNAbp가 제1 NLS에 융합되

고 데아미나제가 제2 NLS에 융합된 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 34 

제21항 내지 제33항 중 어느 한 항에 있어서, napDNAbp 및 융합 단백질이 이전에 napDNAbp와 NES 사이에 위치하

는 절단가능한 링커를 통해 융합되었고, 절단가능한 링커가 후속적으로 gag-pro-폴리단백질의 프로테아제에 의

해 절단된 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 35 

제34항에 있어서, 절단가능한 링커가 프로테아제 절단 부위를 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 36 

제35항에 있어서, 프로테아제 절단 부위가 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스 (MMLV) 프로테아제 절단 부위 또는 프

렌드 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) 프로테아제 절단 부위인 바이러스-유사 입자.
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청구항 37 

제35항  또는  제36항에  있어서,  프로테아제  절단  부위가  아미노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),

PRSSLYPALTP (서열식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식

별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 38 

제21항 내지 제37항 중 어느 한 항에 있어서, gag-pro 폴리단백질이 MMLV gag-pro 폴리단백질 또는 FMLV gag-

pro 폴리단백질을 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 39 

제21항 내지 제38항 중 어느 한 항에 있어서, gag 뉴클레오캡시드 단백질이 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질 또

는 FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함하는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 40 

제21항 내지 제39항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 하기 구조를 포함하는 것인 바이러스-유사 입자:

[gag 뉴클레오캡시드 단백질]-[1X-3X NES]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 41 

제29항 내지 제40항 중 어느 한 항에 있어서, 염기 편집기가 하기 구조를 포함하는 것인 바이러스-유사 입자:

[NLS]-[데아미나제 도메인]-[napDNAbp]-[NLS]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 42 

제1항 내지 제41항 중 어느 한 항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 아데노바이러스 외피 당단백질, 아데노-

연관된 바이러스 외피 당단백질, 레트로바이러스 외피 당단백질, 또는 렌티바이러스 외피 당단백질인 바이러스-

유사 입자.

청구항 43 

제42항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 레트로바이러스 외피 당단백질인 바이러스-유사 입자.

청구항 44 

제42항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 수포성 구내염 바이러스 G 단백질 (VSV-G), 개코원숭이 레트로바이

러스 외피 당단백질 (BaEVRless), FuG-B2 외피 당단백질, HIV-1 외피 당단백질, 또는 동종지향성 뮤린 백혈병

바이러스 (MLV) 외피 당단백질인 바이러스-유사 입자.

청구항 45 

제1항 내지 제44항 중 어느 한 항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 바이러스-유사 입자를 특정한 세포 유형

에 표적화시키는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 46 

제45항에 있어서, 세포 유형이 면역 세포, 신경 세포, 또는 망막 색소 상피 세포인 바이러스-유사 입자.

청구항 47 

제45항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 VSV-G 단백질이고, VSV-G 단백질이 바이러스-유사 입자를 망막 색

소 상피 (RPE) 세포에 표적화시키는 것인 바이러스-유사 입자.
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청구항 48 

제45항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 HIV-1 외피 당단백질이고, HIV-1 외피 당단백질이 바이러스-유사

입자를 CD4+ 세포에 표적화시키는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 49 

제45항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 FuG-B2 외피 당단백질이고, FuG-B2 외피 당단백질이 바이러스-유사

입자를 뉴런에 표적화시키는 것인 바이러스-유사 입자.

청구항 50 

제1항 내지 제49항 중 어느 한 항의 바이러스-유사 입자를 포함하는 세포.

청구항 51 

하기를 포함하는 복수개의 폴리뉴클레오티드:

(i) 바이러스 외피 당단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 제1 폴리뉴클레오티드;

(ii) 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 제2 폴리뉴클레오

티드;

(iii) 융합 단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하며, 여기서 융합 단백질은 하기를 포함하는 것인 제3 폴리뉴

클레오티드:

(a) 그룹-특이적 항원 (gag) 뉴클레오캡시드 단백질;

(b) 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp);

(c) 절단가능한 링커; 및

(d) 핵 유출 서열 (NES); 및

(iv) 가이드 RNA (gRNA)를 코딩하는 핵산 서열을 포함하며, 여기서 gRNA는 제3 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩되

는 융합 단백질의 napDNAbp에 결합하는 것인 제4 폴리뉴클레오티드.

청구항 52 

제51항에 있어서, 제2 폴리뉴클레오티드 대 제3 폴리뉴클레오티드의 비가 대략 10:1, 대략 9:1, 대략 8:1, 대략

7:1, 대략 6:1, 대략 5:1, 대략 4:1, 대략 3:1, 대략 2:1, 대략 1.5:1, 대략 1:1, 또는 대략 0.5:1인 복수개의

폴리뉴클레오티드.

청구항 53 

제52항에 있어서, 제2 폴리뉴클레오티드 대 제3 폴리뉴클레오티드의 비가 대략 3:1인 복수개의 폴리뉴클레오티

드.

청구항 54 

제51항 내지 제53항 중 어느 한 항에 있어서, napDNAbp가 Cas9 단백질인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 55 

제54항에 있어서, Cas9 단백질이 Cas9 닉카제인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 56 

제54항에 있어서, Cas9 단백질이 뉴클레아제-불활성 Cas9 (dCas9)인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 57 

제51항 내지 제56항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 데아미나제 도메인을 추가로 포함하는 것인 복수개
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의 폴리뉴클레오티드.

청구항 58 

제57항에 있어서, 데아미나제 도메인이 아데노신 데아미나제 도메인인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 59 

제57항에 있어서, 데아미나제 도메인이 시토신 데아미나제 도메인인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 60 

제57항 내지 제59항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 염기 편집기를 포함하는 것인 복수개의 폴리뉴클레

오티드.

청구항 61 

제60항에 있어서, 염기 편집기가 ABE8e인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 62 

제51항 내지 제61항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NES, 3개의 NES, 4개의 NES, 5개의 NES, 6개

의 NES, 7개의 NES, 8개의 NES, 9개의 NES, 또는 10개의 NES를 포함하는 것인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 63 

제51항 내지 제62항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 핵 국소화 서열 (NLS)을 추가로 포함하는 것인 복

수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 64 

제63항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NLS를 추가로 포함하는 것인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 65 

제51항 내지 제64항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 napDNAbp와 NES 사이에 위치하는 것인 복수개

의 폴리뉴클레오티드.

청구항 66 

제51항 내지 제65항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 프로테아제 절단 부위를 포함하는 것인 복수개

의 폴리뉴클레오티드.

청구항 67 

제66항에 있어서, 프로테아제 절단 부위가 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스 (MMLV) 프로테아제 절단 부위 또는 프

렌드 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) 프로테아제 절단 부위인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 68 

제66항  또는  제67항에  있어서,  프로테아제  절단  부위가  아미노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),

PRSSLYPALTP (서열식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식

별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 69 

제51항 내지 제68항 중 어느 한 항에 있어서, gag-pro 폴리단백질이 MMLV gag-pro 폴리단백질 또는 FMLV gag-

pro 폴리단백질을 포함하는 것인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 70 

제51항 내지 제69항 중 어느 한 항에 있어서, gag 뉴클레오캡시드 단백질이 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질 또
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는 FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함하는 것인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 71 

제51항 내지 제70항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 하기 구조를 포함하는 것인 복수개의 폴리뉴클레오

티드:

[gag 뉴클레오캡시드 단백질]-[1X-3X NES]-[절단가능한 링커]-[NLS]-[데아미나제 도메인]-[napDNAbp]-[NLS]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 72 

제51항 내지 제71항 중 어느 한 항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 아데노바이러스 외피 당단백질, 아데노

-연관된 바이러스 외피 당단백질, 레트로바이러스 외피 당단백질, 또는 렌티바이러스 외피 당단백질인 복수개의

폴리뉴클레오티드.

청구항 73 

제72항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 레트로바이러스 외피 당단백질인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 74 

제72항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 수포성 구내염 바이러스 G 단백질 (VSV-G), 개코원숭이 레트로바이

러스 외피 당단백질 (BaEVRless), FuG-B2 외피 당단백질, HIV-1 바이러스 외피 당단백질, 또는 동종지향성 뮤린

백혈병 바이러스 (MLV) 외피 당단백질인 복수개의 폴리뉴클레오티드.

청구항 75 

제51항 내지 제74항 중 어느 한 항의 복수개의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 하나 이상의 벡터.

청구항 76 

제75항에 있어서, 각각의 제1, 제2, 제3 및 제4 폴리뉴클레오티드가 별도의 벡터 상에 있는 것인 하나 이상의

벡터.

청구항 77 

제75항에 있어서, 제1, 제2, 제3 및 제4 폴리뉴클레오티드 중 하나 이상이 동일한 벡터 상에 있는 것인 하나 이

상의 벡터.

청구항 78 

제51항 내지 제74항 중 어느 한 항의 복수개의 폴리뉴클레오티드 또는 제75항 내지 제77항 중 어느 한 항의 하

나 이상의 벡터를 포함하는 세포.

청구항 79 

제51항 내지 제74항 중 어느 한 항의 복수개의 폴리뉴클레오티드 또는 제75항 내지 제77항 중 어느 한 항의 하

나 이상의 벡터를 세포에 형질감염시키는 것을 포함하는, 바이러스-유사 입자 (VLP)를 제조하는 방법.

청구항 80 

제79항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 VLP를 특정한 세포 유형에 표적화시키는 것인 방법.

청구항 81 

제80항에 있어서, 세포 유형이 면역 세포, 신경 세포, 또는 망막 색소 상피 세포인 방법.

청구항 82 

제80항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 VSV-G 단백질이고, VSV-G 단백질이 바이러스-유사 입자를 망막 색
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소 상피 (RPE) 세포에 표적화시키는 것인 방법.

청구항 83 

제80항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 HIV-1 외피 당단백질이고, HIV-1 외피 당단백질이 바이러스-유사

입자를 CD4+ 세포에 표적화시키는 것인 방법.

청구항 84 

제80항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 FuG-B2 외피 당단백질이고, FuG-B2 외피 당단백질이 바이러스-유사

입자를 뉴런에 표적화시키는 것인 방법.

청구항 85 

바이러스 외피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질 및 융합 단백

질을 포함하는 바이러스-유사 입자 (VLP)를 포함하는 제약 조성물로서, 여기서 융합 단백질은 하기를 포함하는

것인 제약 조성물:

(i) gag 뉴클레오캡시드 단백질;

(ii) 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp);

(iii) 절단가능한 링커; 및

(iv) 핵 유출 서열 (NES).

청구항 86 

제85항에 있어서, napDNAbp가 Cas9 단백질인 제약 조성물.

청구항 87 

제86항에 있어서, Cas9 단백질이 Cas9 닉카제인 제약 조성물.

청구항 88 

제86항에 있어서, Cas9 단백질이 뉴클레아제-불활성 Cas9 (dCas9)인 제약 조성물.

청구항 89 

제85항 내지 제88항 중 어느 한 항에 있어서, Cas9 단백질이 가이드 RNA (gRNA)에 결합된 것인 제약 조성물.

청구항 90 

제85항 내지 제89항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 데아미나제 도메인을 추가로 포함하는 것인 제약

조성물.

청구항 91 

제90항에 있어서, 데아미나제 도메인이 아데노신 데아미나제 도메인인 제약 조성물.

청구항 92 

제90항에 있어서, 데아미나제 도메인이 시토신 데아미나제 도메인인 제약 조성물.

청구항 93 

제90항 내지 제92항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 염기 편집기를 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 94 

제93항에 있어서, 염기 편집기가 ABE8e인 제약 조성물.

청구항 95 
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제85항 내지 제94항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NES, 3개의 NES, 4개의 NES, 5개의 NES, 6개

의 NES, 7개의 NES, 8개의 NES, 9개의 NES, 또는 10개의 NES를 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 96 

제85항 내지 제95항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 핵 국소화 서열 (NLS)을 추가로 포함하는 것인 제

약 조성물.

청구항 97 

제96항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NLS를 추가로 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 98 

제85항 내지 제97항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 napDNAbp와 NES 사이에 위치하는 것인 제약 조

성물.

청구항 99 

제85항 내지 제98항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 프로테아제 절단 부위를 포함하는 것인 제약

조성물.

청구항 100 

제99항에 있어서, 프로테아제 절단 부위가 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스 (MMLV) 프로테아제 절단 부위 또는 프

렌드 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) 프로테아제 절단 부위인 제약 조성물.

청구항 101 

제99항  또는  제100항에  있어서,  프로테아제  절단  부위가  아미노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),

PRSSLYPALTP (서열식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식

별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 102 

제85항 내지 제101항 중 어느 한 항에 있어서, gag-pro 폴리단백질이 MMLV gag-pro 폴리단백질 또는 FMLV gag-

pro 폴리단백질을 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 103 

제85항 내지 제102항 중 어느 한 항에 있어서, gag 뉴클레오캡시드 단백질이 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질

또는 FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 104 

제85항 내지 제103항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 하기 구조를 포함하는 것인 제약 조성물:

[gag 뉴클레오캡시드 단백질]-[1X-3X NES]-[절단가능한 링커]-[NLS]-[데아미나제 도메인]-[napDNAbp]-[NLS]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 105 

지질 막 및 바이러스 외피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질,

핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp), 및 융합 단백질을 포함하는 바이러스-유사 입자를 포함하

는 제약 조성물로서, 여기서 융합 단백질은 gag 뉴클레오캡시드 단백질 및 핵 유출 서열 (NES)을 포함하는 것인

제약 조성물.

청구항 106 

제105항에 있어서, napDNAbp가 Cas9 단백질인 제약 조성물.
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청구항 107 

제106항에 있어서, Cas9 단백질이 Cas9 닉카제인 제약 조성물.

청구항 108 

제106항에 있어서, Cas9 단백질이 뉴클레아제-불활성 Cas9 (dCas9)인 제약 조성물.

청구항 109 

제106항 내지 제108항 중 어느 한 항에 있어서, Cas9 단백질이 가이드 RNA (gRNA)에 결합된 것인 제약 조성물.

청구항 110 

제105항 내지 제109항 중 어느 한 항에 있어서, napDNAbp가 데아미나제 도메인에 융합된 것인 제약 조성물.

청구항 111 

제110항에 있어서, 데아미나제 도메인이 아데노신 데아미나제 도메인인 제약 조성물.

청구항 112 

제110항에 있어서, 데아미나제 도메인이 시토신 데아미나제 도메인인 제약 조성물.

청구항 113 

제110항 내지 제112항 중 어느 한 항에 있어서, 데아미나제에 융합된 napDNAbp가 염기 편집기를 포함하는 것인

제약 조성물.

청구항 114 

제113항에 있어서, 염기 편집기가 ABE8e인 제약 조성물.

청구항 115 

제105항 내지 제114항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NES, 3개의 NES, 4개의 NES, 5개의 NES,

6개의 NES, 7개의 NES, 8개의 NES, 9개의 NES, 또는 10개의 NES를 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 116 

제105항 내지 제115항 중 어느 한 항에 있어서, napDNAbp 및/또는 데아미나제가 핵 국소화 서열 (NLS)에 융합된

것인 제약 조성물.

청구항 117 

제116항에 있어서, napDNAbp 및/또는 데아미나제가 2개의 NLS에 융합되거나, 또는 napDNAbp가 제1 NLS에 융합되

고 데아미나제가 제2 NLS에 융합된 것인 제약 조성물.

청구항 118 

제105항 내지 제117항 중 어느 한 항에 있어서, napDNAbp 및 융합 단백질이 이전에 napDNAbp와 NES 사이에 위치

하는 절단가능한 링커를 통해 융합되었고, 절단가능한 링커가 후속적으로 gag-pro-폴리단백질의 프로테아제에

의해 절단된 것인 제약 조성물.

청구항 119 

제118항에 있어서, 절단가능한 링커가 프로테아제 절단 부위를 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 120 

제119항에 있어서, 프로테아제 절단 부위가 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스 (MMLV) 프로테아제 절단 부위 또는 프

렌드 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) 프로테아제 절단 부위인 제약 조성물.
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청구항 121 

제119항  또는  제120항에  있어서,  프로테아제  절단  부위가  아미노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),

PRSSLYPALTP (서열식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식

별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 122 

제105항 내지 제121항 중 어느 한 항에 있어서, gag-pro  폴리단백질이 MMLV  gag-pro  폴리단백질 또는 FMLV

gag-pro 폴리단백질을 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 123 

제105항 내지 제122항 중 어느 한 항에 있어서, gag 뉴클레오캡시드 단백질이 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질

또는 FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함하는 것인 제약 조성물.

청구항 124 

제105항 내지 제123항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 하기 구조를 포함하는 것인 제약 조성물:

[gag 뉴클레오캡시드 단백질]-[1X-3X NES]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 125 

제113항 내지 제124항 중 어느 한 항에 있어서, 염기 편집기가 하기 구조를 포함하는 것인 제약 조성물:

[NLS]-[데아미나제 도메인]-[napDNAbp]-[NLS]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 126 

제85항 내지 제125항 중 어느 한 항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 아데노바이러스 외피 당단백질, 아데

노-연관된 바이러스 외피 당단백질, 레트로바이러스 외피 당단백질, 또는 렌티바이러스 외피 당단백질인 제약

조성물.

청구항 127 

제126항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 레트로바이러스 외피 당단백질인 제약 조성물.

청구항 128 

제126항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 수포성 구내염 바이러스 G 단백질 (VSV-G), 개코원숭이 레트로바

이러스 외피 당단백질 (BaEVRless), FuG-B2 외피 당단백질, HIV-1 바이러스 외피 당단백질, 또는 동종지향성 뮤

린 백혈병 바이러스 (MLV) 외피 당단백질인 제약 조성물.

청구항 129 

제85항 내지 제128항 중 어느 한 항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 바이러스-유사 입자를 특정한 세포 유

형에 표적화시키는 것인 제약 조성물.

청구항 130 

제129항에 있어서, 세포가 면역 세포, 신경 세포, 또는 망막 색소 상피 세포인 제약 조성물.

청구항 131 

제129항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 VSV-G 단백질이고, VSV-G 단백질이 바이러스-유사 입자를 망막 색

소 상피 (RPE) 세포에 표적화시키는 것인 제약 조성물.
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청구항 132 

제129항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 HIV-1 외피 당단백질이고, HIV-1 외피 당단백질이 바이러스-유사

입자를 CD4+ 세포에 표적화시키는 것인 제약 조성물.

청구항 133 

제129항에 있어서, 바이러스 외피 당단백질이 FuG-B2 외피 당단백질이고, FuG-B2 외피 당단백질이 바이러스-유

사 입자를 뉴런에 표적화시키는 것인 제약 조성물.

청구항 134 

표적 세포를 제1항 내지 제49항 중 어느 한 항의 바이러스-유사 입자 또는 제85항 내지 제133항 중 어느 한 항

의  제약  조성물과  접촉시켜,  이로써  핵산  분자에  대한  하나  이상의  변형을  표적  부위에  설치하는  것을

포함하는, 염기 편집에 의해 표적 세포에서 핵산 분자를 편집하는 방법.

청구항 135 

제134항에 있어서, 세포가 포유동물 세포인 방법.

청구항 136 

제134항 또는 제135항에 있어서, 세포가 인간 세포인 방법.

청구항 137 

제134항 내지 제136항 중 어느 한 항에 있어서, 세포가 대상체에 있는 것인 방법.

청구항 138 

제137항에 있어서, 대상체가 인간인 방법.

청구항 139 

제134항 내지 제138항 중 어느 한 항에 있어서, 핵산 분자에 대한 하나 이상의 변형이 질환 또는 장애의 증상을

감소시키거나,  완화시키거나 또는 예방하는 것과 연관이 있고,  임의적으로 질환 또는 장애가 CNS  장애,  간

장애, 또는 안구 장애인 방법.

청구항 140 

하기를 포함하는 융합 단백질:

(i) 그룹-특이적 항원 (gag) 뉴클레오캡시드 단백질;

(ii) 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp);

(iii) 절단가능한 링커; 및

(iv) 핵 유출 서열 (NES).

청구항 141 

제140항에 있어서, napDNAbp가 Cas9 단백질인 융합 단백질.

청구항 142 

제141항에 있어서, Cas9 단백질이 Cas9 닉카제인 융합 단백질.

청구항 143 

제141항에 있어서, Cas9 단백질이 뉴클레아제-불활성 Cas9 단백질인 융합 단백질.

청구항 144 
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제141항 내지 제143항 중 어느 한 항에 있어서, Cas9 단백질이 가이드 RNA (gRNA)에 결합된 것인 융합 단백질.

청구항 145 

제140항 내지 제144항 중 어느 한 항에 있어서, 데아미나제 도메인을 추가로 포함하는 융합 단백질.

청구항 146 

제145항에 있어서, 데아미나제 도메인이 아데노신 데아미나제 도메인인 융합 단백질.

청구항 147 

제145항에 있어서, 데아미나제 도메인이 시토신 데아미나제 도메인인 융합 단백질.

청구항 148 

제145항 내지 제147항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 염기 편집기를 포함하는 것인 융합 단백질.

청구항 149 

제148항에 있어서, 염기 편집기가 ABE8e인 융합 단백질.

청구항 150 

제140항 내지 제149항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 2개의 NES, 3개의 NES, 4개의 NES, 5개의 NES,

6개의 NES, 7개의 NES, 8개의 NES, 9개의 NES, 또는 10개의 NES를 포함하는 것인 융합 단백질.

청구항 151 

제140항 내지 제150항 중 어느 한 항에 있어서, 핵 국소화 서열 (NLS)을 추가로 포함하는 융합 단백질.

청구항 152 

제151항에 있어서, 2개의 NLS를 추가로 포함하는 융합 단백질.

청구항 153 

제140항 내지 제152항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 napDNAbp와 NES 사이에 위치하는 것인 융합

단백질.

청구항 154 

제140항 내지 제153항 중 어느 한 항에 있어서, 절단가능한 링커가 프로테아제 절단 부위를 포함하는 것인 융합

단백질.

청구항 155 

제154항에 있어서, 프로테아제 절단 부위가 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스 (MMLV) 프로테아제 절단 부위 또는 프

렌드 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) 프로테아제 절단 부위인 융합 단백질.

청구항 156 

제154항  또는  제155항에  있어서,  프로테아제  절단  부위가  아미노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),

PRSSLYPALTP (서열식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식

별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 것인 융합 단백질.

청구항 157 

제140항 내지 제156항 중 어느 한 항에 있어서, gag 뉴클레오캡시드 단백질이 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질

또는 FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함하는 것인 융합 단백질.

청구항 158 
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제140항 내지 제157항 중 어느 한 항에 있어서, 융합 단백질이 하기 구조를 포함하는 것인 융합 단백질:

[gag 뉴클레오캡시드 단백질]-[1X-3X NES]-[절단가능한 링커]-[NLS]-[데아미나제 도메인]-[napDNAbp]-[NLS]

여기서 ]-[는 임의적인 링커를 포함함.

청구항 159 

제140항 내지 제158항 중 어느 한 항의 융합 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드.

청구항 160 

제159항의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터.

청구항 161 

제140항 내지 제158항 중 어느 한 항의 융합 단백질, 제159항의 폴리뉴클레오티드, 또는 제160항의 벡터를 포함

하는 세포.

청구항 162 

제1항 내지 제49항 중 어느 한 항의 바이러스-유사 입자, 제85항 내지 제133항 중 어느 한 항의 복수개의 폴리

뉴클레오티드, 또는 제140항 내지 제158항 중 어느 한 항의 융합 단백질을 포함하는 키트.

청구항 163 

제1항 내지 제49항 중 어느 한 항에 있어서, 제51항 내지 제74항 중 어느 한 항의 복수개의 폴리뉴클레오티드

또는 제75항 내지 제77항 중 어느 한 항의 하나 이상의 벡터를 세포에 형질감염시키거나, 형질도입시키거나, 전

기천공시키거나 또는 달리 삽입하고, 세포에서 복수개의 폴리뉴클레오티드 또는 하나 이상의 벡터로부터 바이러

스-유사 입자의 성분을 발현하여, 이로써 바이러스-유사 입자가 세포에서 자발적으로 조립되게 함으로써 생성된

바이러스-유사 입자.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

본 출원은 35 U.S.C. § 119(e) 하에 2021년 12월 3일에 출원한 미국 가출원, U.S.S.N. 63/285,995, 및 2022년[0002]

1월 11일에 출원한 미국 가출원, U.S.S.N. 63/298,621을 우선권으로 주장하며, 이들 각각은 본원에 참조로 포함

된다.

연방 정부의 후원을 받은 연구[0003]

본 발명은 국립보건원(National Institutes of Health)에 의해 수여된 보조금 번호 UG3AI150551, U01AI142756,[0004]

R35GM118062, RM1HG009490, R01EY009339, 및 T32GM095450 하에 정부 지원을 받아 이루어졌다.  정부는 본 발명

에 대한 특정 권리를 갖는다.

배 경 기 술

최근에 개발된 유전자 편집제는 살아있는 유기체에서 게놈 DNA의 정밀한 조작을 가능하게 하고, 여러 유전 질환[0005]

의 근본 원인의 치료 가능성을 증가시킨다 (Anzalone et al., 2020; Doudna, 2020).  염기 편집기 (BE)는 이중

-가닥 DNA 파손 (DSB)의 필요없이 표적화된 단일-뉴클레오티드 전환을 매개하여, 이로써 원치않는 편집 결과,

예컨대 indel, 대규모 결실 (Kosicki et al., 2018; Song et al., 2020), 전좌 (Giannoukos et al., 2018;

Stadtmauer et al., 2020; Webber et al., 2019), 염색체 파열 (Leibowitz et al., 2021), 또는 다른 염색체

이상을 최소화시킨다.  시토신 염기 편집기 (CBE) (Komor et al., 2016; Nishida et al., 2016) 및 아데닌 염

기 편집기 (ABE) (Gaudelli et al., 2017)는 원칙적으로 대부분의 공지된 질환-유발 단일-뉴클레오티드 변이체

를 함께 교정할 수 있다 (Anzalone et al., 2020; Rees and Liu, 2018).  이전에, BE는 마우스 및 비-인간 영

장류에서 병원성 점 돌연변이를 교정하고, 질환 표현형을 구제하는데 적용되었으며 (Levy et al., 2020; Yeh et
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al., 2020), 이는 치료 전략으로서 생체내 염기 편집의 잠재성을 강조한다.

생체내 염기 편집의 광범위한 치료적 적용에는 BE를 다중 조직 및 장기에 안전하고 효율적으로 전달하는 방법이[0006]

필요하다.  생체내 BE 전달을 위해 지금까지 보고된 대부분의 강건한 접근법은 바이러스, 예컨대 아데노-연관된

바이러스 (AAV) 또는 렌티바이러스 (LV)를 사용하여, BE-코딩 DNA를 표적 조직에 전달하는 것을 수반한다 (Levy

et al., 2020; Newby and Liu, 2021).  그러나, 편집제를 코딩하는 DNA의 바이러스 전달은 형질도입된 세포에

서 발현을 연장시키고, 이는 표적-이탈 편집의 빈도를 증가시킨다 (Akcakaya  et  al.,  2018;  Davis  et  al.,

2015; Wang et al., 2020; Yeh et al., 2018).  또한, DNA의 바이러스 전달은 형질도입된 세포의 게놈에 바이

러스  벡터가 통합될 가능성을 증가시키며,  두  가지  모두 종양 형성 또는 다른 부작용을 촉진시킬 수  있다

(Anzalone et al., 2020; Chandler et al., 2017).  추가로, 바이러스 전달 벡터 (예를 들어, AAV 또는 LV)의

형질감염 방법 및 성능의 지속적인 발전에도 불구하고, 이들 접근법의 효율은 특히 환경의 변형에 매우 민감한

일차 세포에서 극적으로 달라질 수 있고, 형질감염제 및/또는 벡터에 대한 반응으로 변경될 수 있다.

생체내에서 유전자 편집제 (예를 들어, BE)를 전달하기 위한 대안적인 한 가지 방법은 DNA 대신에 단백질 (예를[0007]

들어, BE) 또는 리보핵단백질 (RNP) (예를 들어, 가이드 RNA와 복합체화된 BE)을 직접적으로 전달하는 것이다.

BE-코딩 DNA 또는 mRNA 대신에 BE RNP의 전달이 전형적으로 표적-적중 편집 효율을 희생하지 않고도 표적-이탈

편집을 실질적으로 감소시킨다는 이전의 보고에 의해 입증된 바와 같이, 세포에서 RNP의 짧은 수명은 표적-이탈

편집에 대한 기회를 제한한다 (Doman et al., 2020; Rees et al., 2017).  지질-캡슐화된 BE RNP의 국소 투여

후 마우스 내이 및 망막에서 성공적인 염기 편집이 이전에 보고되었지만 (Yeh et al., 2018), 생체내에서 BE

RNP를 다중 조직 및 장기에 전달하는 일반화가능한 전략은 이전에 보고된 적이 없다.  따라서, BE 리보핵단백질

(RNP)을 그를 필요로 하는 대상체의 세포, 조직 또는 장기에 효과적으로 전달하고, 표적 편집을 희생하지 않고

도 표적-이탈 편집을 제한 및/또는 회피함으로써 전체 안전성을 개선시키는 방식의 시스템/방법이 필요하다.

발명의 내용

세포를  감염시킬  수  있지만  바이러스  유전  물질이  결여된  바이러스  단백질의  조립체인  바이러스-유사 입자[0008]

(VLP)는  리보핵단백질  (RNP)로서  유전자  편집제를  전달하기  위한  잠재적으로  유망한  비히클로  부상하였다

(Campbell  et  al.,  2019;  Choi  et  al.,  2016;  Gee  et  al.,  2020;  Hamilton  et  al.,  2021;  Indikova  and

Indik, 2020; Lyu et al., 2019; Lyu et al., 2021; Mangeot et al., 2019; Yao et al., 2021).  RNP 카고를

전달하는 VLP는 바이러스 전달의 효율 및 조직 표적화 이점을 활용하지만, 바이러스 게놈 통합 및 편집제의 연

장된 발현과 연관된 위험을 피한다.  그러나, 유전자 편집제 RNP를 전달하기 위한 기존의 VLP-매개된 전략은 지

금까지  생체내에서  낮은  내지  중간  정도의  편집  효율  또는  그들의  치료  효능의  제한된  검증을  지원한다

(Campbell  et  al.,  2019;  Choi  et  al.,  2016;  Gee  et  al.,  2020;  Hamilton  et  al.,  2021;  Indikova  and

Indik, 2020; Lyu et al., 2019; Lyu et al., 2021; Mangeot et al., 2019; Yao et al., 2021).  실제로,

RNP-패키징 VLP를 사용하는 산후 생체내 유전자 편집의 치료 수준은 이전에 보고된 적이 없다.

본 개시내용은 바이러스 및 비-바이러스 전달 전략 둘 다의 주요 이점을 제공하는 시험관내에서 및 생체내에서[0009]

치료용 RNP, 예컨대 Cas9 및 염기 편집기 (또는 본원에 개시된 "BE")를 패키징하고 전달하기 위한 조작된 바이

러스-유사 입자 (본원에서 "VLP" 또는 "eVLP"로 상호교환적으로 지칭됨)의 개발 및 적용을 기반으로 한다.  다

양한  실시양태에서,  이전에  보고된  VLP를  기반으로  한  초기  설계의  광범위한  VLP  아키텍처  조작을  통해

(Mangeot et al., "Genome editing in primary cells and in vivo using viral-derived Nanoblades loaded

with Cas9-sgRNA ribonucleoproteins," Nature Communications, 2019) 리보핵단백질, 예컨대 sgRNA와 복합체화

된  Cas9  및  BE를  세포,  조직  또는  대상체에게  전달할  수  있는  1세대,  2세대,  3세대  및  4세대  eVLP를

생성하였다.  카고 패키징, 방출, 및 국소화 병목 현상을 극복하기 위해 VLP 아키텍처를 반복적으로 조작함으로

써, 최소 검출 표적-이탈 편집 뿐만 아니라, eVLP-전달된 BE 카고의 더 높은 편집 효율과 함께, 다양한 세포 유

형 및 내인성 게놈 로커스에 걸쳐 시험관내에서 효율적인 표적-적중 염기 편집을 매개하는 최적화된 eVLP를 생

성하였다.

실시예의 다양한 실시양태에 기재된 바와 같이, 이러한 eVLP는 다중 불멸화된 세포주, 일차 인간 및 마우스 섬[0010]

유모세포, 및 일차 인간 T 세포를 비롯한 다양한 세포 유형에서 최소 표적-이탈 편집으로 고도로 효율적인 염기

편집을 가능하게 할 뿐만 아니라, 이전에 보고된 Cas9-VLP와 비교하여 Cas9  뉴클레아제-매개된 indel 형성을

4.7배 개선시켰다.  본원에 기재된 BE-VLP 사용의 예시적인 적용은 실시예에서 마우스에게 eVLP의 단일 생체내

주사가 다중 장기에서 다양한 표적 유전자의 효율적인 염기 편집을 매개하였고, 혈청 Pcsk9 수준을 강력하게 녹

다운시켰으며, 유전적 실명의 마우스 모델에서 시각 기능을 부분적으로 복원시켰음을 나타낸다.  실시예를 비롯
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한 본 개시내용은 치료적 관련 효율, 및 표적-이탈 편집 또는 DNA 통합의 최소 위험으로 시험관내에서 및 생체

내에서 유전자 편집제 (예를 들어, Cas9 또는 BE 리보핵단백질)를 일시적으로 전달하는데 유용한 플랫폼으로서

eVLP를 확립하고, 다른 단백질 및 RNP의 생체내 전달을 유사하게 개선시킨다.

다양한 실시양태에서, eVLP (예를 들어, BE-VLP)는 하기를 포함하는 초분자 조립체를 포함한다: (a) 하기를 포[0011]

함하는 외피: (i) 지질 막 (예를 들어, 단일층 또는 이중층 막) 및 (ii) 바이러스 외피 당단백질, 및 (b) 외피

로 둘러싸이고 하기를 포함하는 다중-단백질 코어 영역: (i) Gag 단백질, (ii) Gag-Pro-Pol 단백질, 및 (iii)

절단가능한 링커 (예를 들어 프로테아제-절단가능한 링커, 예를 들어 MMLV 프로테아제-절단가능한 링커)를 통해

카고 단백질 (예를 들어 napDNAbp, 예컨대 Cas9, 또는 BE)에 융합된 Gag 단백질을 포함하는 Gag-카고 융합 단백

질.  다양한 실시양태에서, 카고 단백질은 napDNAbp (예를 들어, Cas9)이다.  다른 실시양태에서, 카고 단백질

은 염기 편집기이다.  다양한 다른 실시양태에서, VLP의 다중-단백질 코어 영역은 하나 이상의 가이드 RNA 분자

를 추가로 포함하며, 이는 napDNAbp 또는 염기 편집기와 복합체화되어 리보핵단백질 (RNP)을 형성한다.  다양한

실시양태에서, VLP는 VLP의 다양한 단백질 및 핵산 (sgRNA) 성분을 코딩하는 플라스미드 DNA로 일시적으로 형질

전환된 생산자 세포에서 제조된다.  이론에 구애되지 않고, 성분들은 세포 막에서 자가 조립되고, 세포로부터

완전히 성숙한 VLP를 방출시키기 위해 천연 발생 버딩 메카니즘 (예를 들어, 레트로바이러스 버딩 또는 다른 외

피 바이러스의 버딩 메카니즘)에 따라 버딩된다.  일단 형성되면, Gag-Pol-Pro는 Gag-카고의 프로테아제-민감성

링커 (즉, [Gag]-[절단가능한 링커]-[카고], 여기서 카고는 BE-RNP 또는 napDNAbp RNP일 수 있음)를 절단하여,

이로써 경우에 따라 VLP 내에서 BE RNP 및/또는 napDNAbp RNA를 방출시킨다.  따라서, 다양한 실시양태에서, 본

개시내용은 또한 프로테아제-민감성 링커가 절단된 VLP를 제공한다 (예를 들어, 하기를 포함하는 2개의 절단 생

성물을 생성함: (i) gag 뉴클레오캡시드 단백질 및 핵 유출 서열을 포함하는 융합 단백질, 및 (ii) 추가의 도메

인,  예컨대  하나  이상의  NLS  및/또는  데아미나제에  융합될  수  있는  (즉,  염기  편집기를  형성하기  위해)

napDNAbp).  예를 들어, 본 개시내용은 지질 막 및 바이러스 외피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원

(gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질, 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp), 및 gag 뉴클레오캡시

드 단백질 및 핵 유출 서열 (NES)을 포함하는 융합 단백질을 포함하는 VLP를 제공한다.  일부 실시양태에서, 본

개시내용은 절단된 및 절단되지 않은 생성물의 혼합물을 포함하는 VLP를 제공한다 (즉, napDNAbp 또는 BE의 일

부는 gag 단백질로부터 절단되어 유리된 반면에, 일부는 gag 단백질로부터 아직 절단되지 않았음).  일부 실시

양태에서, napDNAbp 또는 BE의 50% 초과, 60% 초과, 70% 초과, 80% 초과, 또는 90% 초과는 VLP 내부의 gag 단

백질로부터 절단되었다.  VLP가 수용자 세포에게 투여되고, 상기 수용자 세포에 의해 흡수되면, VLP의 내용물이

방출되며, 예를 들어 BE RNP 및/또는 napDNAbp RNP가 방출된다.  일단 세포에 유입되면, RNP는 세포의 핵으로

전좌될 수 있으며 (특히, NLS가 RNP의 일부로 포함되는 경우), 여기서 가이드 RNA에 의해 지정된 표적 부위

(들)에서 DNA 편집, 절단, 또는 다른 변형이 발생할 수 있다.  본 개시내용은 또한 본원에 기재된 VLP의 다양한

성분을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 및 벡터를 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 바이러스 외피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아[0012]

제 (pro) 폴리단백질 및 융합 단백질을 포함하는 바이러스-유사 입자 (VLP)를 포함하는 조성물 (예를 들어, 제

약 조성물)을 제공하며, 여기서 융합 단백질은 하기를 포함한다: (i) gag 뉴클레오캡시드 단백질; (ii) 핵산 프

로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp); (iii) 절단가능한 링커; 및 (iv) 핵 유출 서열 (NES).  일부 실

시양태에서, napDNAbp는 하나 이상의 추가의 도메인, 예컨대 하나 이상의 NLS 및/또는 하나 이상의 데아미나제

에 융합된다 (즉, 염기 편집기를 형성하기 위해).  일부 실시양태에서, 제약 조성물은 지질 막 및 바이러스 외

피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질, 핵산 프로그래밍가능한

DNA 결합 단백질 (napDNAbp), 및 gag 뉴클레오캡시드 단백질 및 핵 유출 서열 (NES)을 포함하는 융합 단백질을

포함하는  VLP  (즉,  절단가능한  링커가  프로테아제에  의해  절단된  VLP)를  포함한다.   일부  실시양태에서,

napDNAbp는 하나 이상의 추가의 도메인, 예컨대 하나 이상의 NLS 및/또는 하나 이상의 데아미나제에 융합된다

(즉, 염기 편집기를 형성하기 위해).  본원에 제공된 제약 조성물의 각각의 성분은 VLP와 관련하여 상기 기재된

임의의 옵션, 또는 본 개시내용에 의해 제공된 임의의 다른 옵션을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 제약

조성물은 제약상 허용가능한 부형제를 추가로 포함한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 표적 세포를 본원에 제공된 임의의 조성물과 접촉시켜, 이로써 핵산 분자에[0013]

대한 하나 이상의 변형을 표적 부위에 설치하는 것을 포함하는, 염기 편집에 의해 표적 세포에서 핵산 분자를

편집하는 방법을 제공한다.  일부 실시양태에서, 세포는 포유동물 세포 (예를 들어, 인간 세포)이다.  일부 실

시양태에서, 세포는 수의학적 또는 농업적 용도와 관련된 동물로부터의 세포이다.  일부 실시양태에서, 세포는

대상체에 있다.  특정 실시양태에서, 대상체는 인간이다.  일부 실시양태에서, 핵산 분자에 대한 하나 이상의
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변형은 질환 또는 장애의 증상의 감소, 완화 또는 예방과 연관이 있다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 하기를 포함하는 융합 단백질을 제공한다: (i) 그룹-특이적 항원 (gag) 뉴클[0014]

레오캡시드 단백질; (ii) 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp); (iii) 절단가능한 링커; 및 (iv)

핵 유출 서열 (NES).  본원에 제공된 융합 단백질의 각각의 성분은 BE-VLP와 관련하여 본원에 기재된 임의의 옵

션, 또는 본 개시내용에 의해 제공된 임의의 다른 옵션을 포함할 수 있다.  다른 측면에서, 본 개시내용은 또한

임의의 eVLP 성분, 예컨대 본원에 제공된 융합 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 이러한 폴리뉴클레오티드

를 포함하는 벡터, 본원에 제공된 임의의 eVLP 단백질, 예컨대 융합 단백질, 폴리뉴클레오티드, 또는 벡터를 포

함하는 세포, 및 본원에 제공된 임의의 복수개의 폴리뉴클레오티드 또는 eVLP 단백질, 예컨대 융합 단백질을 포

함하는 키트를 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 본원에 개시된 임의의 폴리뉴클레오티드 또는 벡터를 세포에 형질감염시키거[0015]

나, 형질도입시키거나, 전기천공시키거나 또는 달리 삽입하고, 폴리뉴클레오티드 또는 벡터로부터 VLP의 성분을

발현하여, 이로써 바이러스-유사 입자가 세포에서 자발적으로 조립되게 함으로써 생성된 VLP를 제공한다.  일부

실시양태에서, 본원에 제공된 임의의 조성물, 방법 또는 세포를 이용하여 본원에 기재된 VLP를 생성할 수 있다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 본원에 제공된 임의의 VLP, 폴리뉴클레오티드, 벡터, 및 융합 단백질을 포함[0016]

하는 조성물을 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 본원에 제공된 임의의 VLP, 폴리뉴클레오티드, 조성물, 및 융합 단백질을 사[0017]

용하여 표적 세포에서 핵산 분자를 편집하는 방법을 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 임의의 VLP, 폴리뉴클레오티드, 벡터, 조성물, 및 융합 단백질[0018]

을 포함하는 세포를 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 임의의 VLP, 폴리뉴클레오티드, 벡터, 조성물, 및 융합 단백질[0019]

을 포함하는 키트를 제공한다.

상기 개념, 및 하기에서 논의되는 추가의 개념이 임의의 적합한 조합으로 배열될 수 있음을 이해해야 하며, 본[0020]

개시내용이 이러한 관점으로 제한되지 않기 때문이다.  추가로, 본 개시내용의 다른 이점 및 신규 특징은 첨부

된 도면과 함께 고려될 때 다양한 비제한적인 실시양태의 하기 상세한 설명으로부터 명백해질 것이다.

도면의 간단한 설명

하기 도면은 본 명세서의 일부를 형성하고, 본 개시내용의 특정 측면을 추가로 입증하기 위해 포함되며, 이는[0021]

본원에 제시된 구체적인 실시양태의 상세한 설명과 조합되어 이들 도면 중 하나 이상을 참조하여 더 잘 이해될

구 있다.

도 1a-1d: BE-VLP 아키텍처 및 초기 (v1) 편집 효율.  도 1a: BE-VLP의 개략도.  염기 편집기 단백질은 입자

성숙 시 MLV 프로테아제에 의해 절단되는 링커를 통해 뮤린 백혈병 바이러스 (MLV) gag 폴리단백질의 C-말단에

융합된다.  BE = 염기 편집기.  도 1b: HEK293T 세포의 2개의 게놈 로커스에서 v1 BE-VLP의 아데닌 염기 편집

효율.  표적 아데닌의 프로토스페이서 위치는 아래 첨자로 표시되며 (즉, A5 = 위치 5의 아데닌), 여기서 PAM은

위치 21-23이다.  데이터는 n = 3개의 독립적인 생물학적 복제물에 대한 개별 데이터 점 및 평균 ± s.e.m으로

나타낸다.  도 1c는 본원에서 고려되는 바이러스-유사 입자에 대한 일반화된 구조를 제공하며, 이는 (a) 레트로

바이러스 버딩 과정의 결과로서 생산자 세포의 세포 막으로부터 유래되는 지질 막, (b) 바이러스 외피 당단백질

(이는 수용자 세포에 대한 결합을 용이하게 하고, 친화성을 일으킴), 및 (c) 레트로바이러스 Gag 단백질을 포함

하는 단백질의 조립체를 포함하는 단백질 코어 또는 쉘을 포함하고, Gag 단백질의 일부는 절단가능한 단백질 카

고 (예를 들어, napDNAbp 또는 BE) 또는 Pro-Pol (프로테아제 활성을 포함함)에 융합된다.  절단가능한 단백질

카고는 프로테아제-절단가능한 링커에 의해 Gag 단백질에 결합되고, VLP의 조립 후 어느 시점에서 Pro-Pol에 의

해 절단되기 시작한다.  백그라운드로서, 도 1d는 전형적인 레트로바이러스의 버딩 과정, 및 "MA" 도메인 (매트

릭스 도메인), "CA" 도메인 (캡시드 도메인), 및 "NC" 도메인 (뉴클레오캡시드 도메인)을 포함하는 Gag 폴리단

백질의 관여를 도시하는 개략도를 제공한다.  이론에 구애되지 않고, 본원에 기재된 eVLP의 Gag, Gag-Pro-Pol,

및 Gag-카고 융합은 유사한 버딩 과정을 유도하여, 생산자 세포로부터 방출되는 성숙 eVLP를 형성하는 것으로

믿어진다.

도 2a-2g: BE-VLP의 최적화 (VLP 효능을 제한하는 병목 현상에 대한 해결책의 식별 및 조작은 v2, v3, 및 v4

eVLP를 생성함).  도 2a:  더욱 효율적인 링커 절단은 VLP  성숙 후 개선된 카고 방출을 일으킨다.  도 2b:
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HEK293T 세포에서 BCL11A 인핸서 부위의 위치 A7에서 v1 및 v2 BE-eVLP의 아데닌 염기 편집 효율.  프로테아제-

절단가능한 링커 서열의 최적화가 도시된다 (도 8 또한 참조).  도 2c: 생산자 세포에서의 카고의 개선된 국소

화는 eVLP로의 더욱 효율적인 혼입을 일으킨다.  도 2d: 절단가능한 링커의 상류에 3xNES 모티프의 설치는 생산

자 세포에서의 gag-3xNES-카고의 세포질 국소화 및 형질도입된 세포에서 유리 ABE 카고의 핵 국소화를 촉진시킨

다.  도 2e: gag-ABE 국소화의 최적화 (도 9a-9b 또한 참조).  HEK293T 세포에서 BCL11A 인핸서 부위의 위치 A7

에서 v2.4 및 v3 BE-eVLP의 아데닌 염기 편집 효율.  도 2f: 최적의 gag-카고:gag-pro-pol 화학량론은 입자당

카고 단백질의 양과 효율적인 입자 성숙에 필요한 MMLV 프로테아제의 양 사이에 균형을 이룬다.  도 2g: gag-

ABE:gag-pro-pol 비의 최적화.  HEK293T 세포에서 BCL11A 인핸서 부위의 위치 A7에서 상이한 gag-ABE:gag-pro-

pol 화학량론에 의한 v3.4 eVLP의 아데닌 염기 편집 효율.  범례는 gag-ABE 및 gag-pro-pol 플라스미드의 총량

중 % gag-ABE 플라스미드를 나타낸다.  도 2b, 2e, 및 2g: 값 및 오차 막대는 n = 3개의 독립적인 생물학적 복

제물의  평균  ±  s.e.m.을  반영한다.   데이터는  비선형  회귀를  이용하여  4-파라미터  로지스틱  곡선에

피팅하였다.

도 3a-3j: BE-eVLP의 특징분석.  도 3a: 항-Cas9 및 항-MLV (p30) ELISA에 의한 eVLP당 BE 분자의 정량화 (도

10a-10c 또한 참조).  값 및 오차 막대는 n=3개의 독립적인 복제물의 평균±s.e.m.을 반영한다.  도 3b: v1

sgRNA 존재비에 대해 정규화된, sgRNA-특이적 프라이머를 사용하는 RT-qPCR에 의한 상대적인 sgRNA 존재비의 정

량화.  값 및 오차 막대는 n=3개의 기술적 복제물의 평균±s.e.m.을 반영한다.  도 3c-3d:  HEK293T  세포의

BCL11A 인핸서 부위에서 (도 3c) 및 NIH 3T3 세포의 Dnmt1 부위에서 (도 3d) v1, v2.4, v3.4 및 v4 BE-eVLP에

의한 편집 효율의 비교.  값 및 오차 막대는 n=3개의 독립적인 생물학적 복제물의 평균 ± s.e.m.을 반영한다.

데이터는 비선형 회귀를 이용하여 4-파라미터 로지스틱 곡선에 피팅하였다.  도 3e: HEK2 또는 BCL11A 인핸서

로커스를 별도로 표적화하는 단일 BE-eVLP 또는 두 로커스 모두를 동시에 표적화하는 멀티플렉스 v4 BE-eVLP의

HEK293T 세포에서 아데닌 염기 편집 효율.  데이터는 n=3개의 독립적인 생물학적 복제물에 대한 개별 데이터 점

및 평균±s.e.m으로 나타낸다.  도 3f: Neuro-2a 세포 또는 3T3 섬유모세포에서 FuG-B2-위형화된 v4 BE-eVLP의

아데닌 염기 편집 효율.  데이터는 n=3개의 독립적인 생물학적 복제물에 대한 개별 데이터 점 및 평균±s.e.m으

로 나타낸다.  도 3g: v4 BE-eVLP 또는 ABE8e 플라스미드로 처리된 HEK293T 세포의 3가지 표적-적중 게놈 로커

스 및 그들의 상응하는 Cas-의존성 표적-이탈 부위에서 아데닌 염기 편집 효율.  OT1 = 표적-이탈 부위 1, OT2

= 표적-이탈 부위 2, OT3 = 표적-이탈 부위 3.  도 3h: v4 BE-eVLP 또는 ABE8e 플라스미드로 처리된 HEK293T

세포의 6가지 표적-이탈 R-루프에서 Cas-독립적인 표적-이탈 편집 빈도.  OTRL = 표적-이탈 R-루프. (실험 타임

라인에 대해서는 도 11a, 및 표적-적중 편집 대조군에 대해서는 도 11b 또한 참조).  도 3i: 용해된 VLP 또는

용해 완충제 단독의 qPCR에 의해 검출된 v4 BE-eVLP당 BE-코딩 DNA의 분자.  도 3j: BE-VLP로 처리되거나 또는

BE-코딩 플라스미드로 형질감염된 세포로부터의 용해물의 qPCR에 의해 검출된 BE-코딩 DNA의 양.  도 3e-3j: 데

이터는 n = 3개의 독립적인 생물학적 복제물에 대한 개별 데이터 점 및 평균±s.e.m.으로 나타낸다.

도 4a-4c: v4 BE-eVLP를 사용하여 일차 인간 및 마우스 세포에서 염기 편집.  도 4a: 환자-유래된 일차 인간 섬

유모세포에서 COL7A1(R185X) 돌연변이의 교정 효율.  v4 BE-VLP에 의한 형질도입 48시간 후에 게놈 DNA를 세포

로부터 수확하였다.  값 및 오차 막대는 n=3개의 독립적인 생물학적 복제물의 평균±s.e.m.을 반영한다.  데이

터는 비선형 회귀를 이용하여 4-파라미터 로지스틱 곡선에 피팅하였다.  도 4b:  일차 마우스 섬유모세포에서

Idua(W392X) 돌연변이의 교정 효율.  v4 BE-VLP에 의한 형질도입 48시간 후에 게놈 DNA를 세포로부터 수확하였

다.  값 및 오차 막대는 n=3개의 독립적인 생물학적 복제물의 평균±s.e.m.을 반영한다.  데이터는 비선형 회귀

를 이용하여 4-파라미터 로지스틱 곡선에 피팅하였다.  도 4c: 일차 인간 T 세포의 B2M 및 CIITA 로커스에서 아

데닌 염기 편집 효율.  T 세포는 v4 BE-VLP에 의해 2회 형질도입되었고, 제2 형질도입 48시간 후에 게놈 DNA를

세포로부터 수확하였다 (실시예 참조).  데이터는 n = 3개의 독립적인 생물학적 복제물에 대한 개별 데이터 점

및 평균 ± s.e.m으로 나타낸다.

도 5a-5b: v4 BE-eVLP를 사용하여 중추 신경계에서 생체내 염기 편집.  도 5a: v4 BE-eVLP의 P0 ICV 주사의 개

략도.  Dnmt1-표적화 v4 BE-eVLP는 EGFP-KASH를 코딩하는 렌티바이러스와 함께 공동-주사되었다.  주사 3주 후

에 조직을 수확하였고, 피질 및 중뇌를 분리하였다.  각각의 조직에 대해 핵을 분리하였고, 분류되지 않은 벌크

(모든 핵) 또는 GFP+ 핵으로서 고처리량 시퀀싱에 의해 분석하였다.  도 5b: 분류되지 않은 벌크 (모든 핵) 및

GFP+ 집단의 Dnmt1 로커스에서의 아데닌 염기 편집 효율.  데이터는 n = 4마리의 마우스에 대한 개별 데이터 점

및 평균 ± s.e.m으로 나타낸다.

도  6a-6e:  v4  BE-eVLP의  단일  전신  주사로부터  Pcsk9의  생체내  녹다운.   도  6a:  BE-eVLP의  전신  주사의

개략도.  Pcsk9-표적화 BE-eVLP는 6 내지 7주령 C57BL/6J 마우스의 안구 후방으로 주사되었다.  주사 1주 후에
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장기를 수확하였고, 분류되지 않은 세포의 게놈 DNA를 시퀀싱하였다.  도 6b: v1 BE-VLP 또는 v4 BE-eVLP의 전

신 주사 후에 마우스 간의 Pcsk9 엑손 1 스플라이스 공여자에서 아데닌 염기 편집 효율.  데이터는 n=3마리의

마우스 (4x10
11
 VLP에서 v1 BE-VLP 및 v4 BE-eVLP) 또는 n=4마리의 마우스 (7x10

11
 eVLP에서 v4 BE-eVLP)에 대

한 개별 데이터 점 및 평균±s.e.m으로 나타낸다.  도 6c: 7x10
11
 v4 BE-eVLP의 전신 주사 후에 마우스 심장,

신장, 간, 폐, 근육 및 비장의 Pcsk9 엑손 1 스플라이스 공여자에서 아데닌 염기 편집 효율.  데이터는 n=4마리

의 마우스 (처리) 또는 n=3마리의 마우스 (비처리)에 대한 개별 데이터 점 및 평균±s.e.m으로 나타낸다.  도

6d: v4 BE-eVLP-처리, AAV-처리 및 비처리 마우스의 간으로부터의 14가지의 CIRCLE-seq-지정된 표적-이탈 로커

스에 대한 프로토스페이서 위치 4-10 내에서 AㆍT에서 GㆍC로의 돌연변이를 함유하는 DNA 시퀀싱 판독.  데이터

는 n=4마리의 마우스 (BE-eVLP), n=5마리의 마우스 (AAV), 또는 n=3마리의 마우스 (비처리)에 대한 개별 데이터

점 및 평균±s.e.m으로 나타낸다.  vg = 바이러스 게놈.  도 6e: ELISA에 의해 측정된 혈청 Pcsk9 수준.  데이

터는 n=4마리의 마우스 (처리) 또는 n=3마리의 마우스 (비처리)에 대한 개별 데이터 점 및 평균±s.e.m으로 나

타낸다.

도 7a-7j: 유전적 실명의 마우스 모델에서 v4 BE-eVLP에 의한 생체내 염기 편집.  도 7a: 프로토스페이서의 위

치 A6에서 AㆍT에서 GㆍC로의 전환에 의해 교정될 수 있는 R44X 돌연변이 (표지 "R44X" 아래에 회색 이탤릭체로

표시됨)를 둘러싸는 Rpe65 엑손 3 (회색으로 음영 처리되고, PAM은 밑줄 표시됨)의 개략도.  도시된 서열은 서

열식별번호(SEQ ID NO): 497 (상부) 및 서열식별번호: 498 (하부)이다.  도 7b: 망막하 주사의 개략도.  주사 5

주 후에, 망막전위도 (ERG)를 통해 표현형 구제를 평가하였고, 후속적으로 시퀀싱을 위해 조직을 수확하였다.

도 7c:  rd12  마우스로부터 수확한 게놈 DNA에서 프로토스페이서의 위치 A3,  A6  및 A8에서 아데닌 염기 편집

효율.  데이터는 n = 6마리의 마우스 (둘 다 처리된 그룹) 또는 n = 4마리의 마우스 (비처리)에 대한 개별 데이

터 점 및 평균 ± s.e.m으로 나타낸다.  도 7d: 처리된 rd12 마우스로부터 수확한 게놈 DNA의 대립 유전자 빈도

분포.  데이터는 n = 6마리의 마우스에 대한 평균 ± s.e.m으로 나타낸다.  8e-LV = ABE8e-NG-LV, 8e-eVLP =

v4 ABE8e-NG-eVLP.  도 7e: 밤새 암순응 후에 ERG에 의해 측정된 암소시 a-파 및 b-파 진폭.  데이터는 n = 8

마리의 마우스 (야생형), n = 6마리의 마우스 (ABE8e-NG-LV 및 v4 ABE8e-NG-eVLP) 또는 n = 4마리의 마우스

(비처리)에 대한 개별 데이터 점 및 평균 ± s.e.m으로 나타낸다.  도 7f: rd12 마우스로부터 수확한 게놈 DNA

에서 프로토스페이서의 위치 A3,  A6  및 A8에서 아데닌 염기 편집 효율.  데이터는 n =  6마리의 마우스 (v4

ABE7.10-NG-eVLP)  또는 n  =  4마리의 마우스 (ABE7.10-NG-LV  및 비처리)에 대한 개별 데이터 점 및 평균 ±

s.e.m으로 나타낸다.  P 값은 양측 t-검정을 이용하여 계산되었다.  도 7g: 처리된 rd12 마우스로부터 수확한

게놈 DNA의 대립 유전자 빈도 분포.  데이터는 n = 6마리의 마우스 (v4 ABE7.10-NG-eVLP) 또는 n = 4마리의 마

우스 (ABE7.10-NG-LV 및 비처리)에 대한 평균 ± s.e.m으로 나타낸다.  7.10-LV = ABE7.10-NG-LV, 7.10-eVLP =

v4 ABE7.10-NG-eVLP.  도 7h: 밤새 암순응 후에 ERG에 의해 측정된 암소시 a-파 및 b-파 진폭.  데이터는 n=8

마리의 마우스 (야생형), n=7마리의 마우스 (v4 ABE7.10-NG-eVLP), n=5마리의 마우스 (ABE7.10-NG-LV), 또는

n=4마리의 마우스 (비처리)에 대한 개별 데이터 점 및 평균±s.e.m으로 나타낸다.  P 값은 양측 t-검정을 이용

하여 계산되었다.  도 7i: 야생형, 비처리, v4 ABE7.10-NG-eVLP-처리 및 ABE7.10-NG-LV-처리 마우스의 RPE 조

직으로부터의 단백질 추출물의 웨스턴 블롯.  도 7j: 야생형, 비처리, ABE7.10-NG-LV-처리 및 v4 ABE7.10-NG-

eVLP-처리 마우스로부터의 대표적인 ERG 파형.

도 8a-8e: v1 BE-VLP 및 v2 BE-eVLP의 조작 및 특징분석.  도 8a: VLP 생성의 검증.  항-Cas9, 항-p30 및 항-

VSV-G 항체를 사용하여 정제된 BE-VLP로부터 단백질의 이뮤노블롯 분석.  도 8b: HEK293T 세포에서 BCL11A 인핸

서 부위의 위치 A7에서 v1 BE-VLP의 아데닌 염기 편집 효율.  값 및 오차 막대는 n=3개의 독립적인 생물학적 복

제물의 평균±s.e.m.을 반영한다.  데이터는 비선형 회귀를 이용하여 4-파라미터 로지스틱 곡선에 피팅하였다.

도 8c: gag 구조 단백질에 융합된 ABE8e를 갖는 미성숙 BE-VLP의 개략도.  단백질 분해 비리온 성숙 동안에 gag

로부터 ABE8e의 유리를 촉진시키는 최적의 절단가능한 서열을 결정하기 위해, 다양한 MMLV 프로테아제 절단 부

위가 gag와 ABE8e 사이에 삽입되었다.  화살표는 절단 부위를 나타낸다.  도시된 서열은 PRSSLY (서열식별번호:

499), PALTP (서열식별번호: 500), VQAL (서열식별번호: 501), VLTQ (서열식별번호: 502), PLQVL (서열식별번

호: 503), TLNIERR (서열식별번호: 504), TSTLL (서열식별번호: 505), 및 MENSS (서열식별번호: 506)이다.  도

8d: 정제된 v2 BE-VLP 변이체에서의 절단된 ABE8e 대 전장 gag-ABE8e를 평가하는 대표적인 웨스턴 블롯.  도

8e: 웨스턴 블롯으로부터 절단된 ABE8e 분율의 농도계-기반 정량화.  데이터는 n=3개의 기술적 복제물에 대한

평균 값 +/- s.e.m.으로 나타낸다.

도 9a-9d: 생산자 세포에서의 gag-ABE 국소화의 개선.  도 9a: 핵 배제 신호 (NES)의 존재 (우측) 및 부재 (좌
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측) 시에 생산자 세포에서의 BE-RNP 카고의 국소화를 도시하는 개략도.  도 9b: v2.4 및 v3 BE-eVLP 구축물.  3

가지 HIV NES를 gag-ABE 융합체의 C-말단 또는 N-말단에 융합시켰다.  단백질 분해 비리온 성숙 후에 최종 BE

카고가 NES에 없도록, 프로테아제 절단가능한 링커를 ABE와 NES 서열 사이에 혼입시켰다.  도시된 프로테아제

절단 서열은 TSTLL (서열식별번호: 505), MENSS (서열식별번호: 506), MSKLL (서열식별번호: 507), ATVVS (서

열식별번호: 508), PLQVL (서열식별번호: 503), TLNIERR (서열식별번호: 504), IRKIL (서열식별번호: 509), 및

FLDG (서열식별번호: 510)이다.  도 9c: v2.4 gag-ABE 구축물 또는 v3.4 gag-3xNES-ABE 구축물로 형질감염된

생산자 세포의 대표적인 면역형광 영상.  형질감염 48시간 후, 세포를 파라포름알데히드에서 고정시키고, 제공

된 범례에 도시된 바와 같이, 세포골격을 염색하기 위해 항-튜불린 항체로 염색하고, 핵 염색을 위해 DAPI를 사

용하고, gag-ABE 융합을 시각화하기 위해 항-Cas9 항체를 사용하였다.  축적 막대는 50 μm를 나타낸다.  도

9d:  v2.4  gag-ABE  구축물  또는  v3.4  gag-3xNES-ABE  구축물의  세포질  국소화의  자동화된  영상  분석-기반

정량화.  데이터는 n=3개의 기술적 복제물에 대한 평균 값 +/- s.e.m.으로 나타낸다.  P 값은 양측 t-검정을 이

용하여 계산되었다.

도 10a-10g: BE-eVLP의 특징분석.  도 10a: v4 BE-eVLP의 대표적인 음성-염색 투과 전자 현미경 사진 (TEM).

축적 막대는 200 nm를 나타낸다.  도 10b-10c: v1, v2.4, v3.4 및 v4 BE-eVLP에 대한 단백질 함량은 항-Cas9

또는 항-MLV(p30) ELISA에 의해 측정되었다.  데이터는 n=3개의 기술적 복제물에 대한 개별 데이터 점 및 평균

값±s.e.m.으로 나타낸다.  도 10d: HEK293T 세포의 BCL11A 인핸서 부위에서 입자 수-정규화된 v1, v2.4, v3.4

및 v4 BE-VLP에 의한 편집 효율 비교.  데이터는 n=3개의 생물학적 복제물에 대한 평균 값±s.e.m.으로 나타낸

다.  도 10e: HEK293T 세포 및 NIH 3T3 섬유모세포의 v4 BE-eVLP 처리 후 세포 생존력.  데이터는 n=3개의 생

물학적 복제물에 대한 값±s.e.m.으로 나타낸다.  도 10f: HEK293T 세포의 EMX1 로커스에서 v1 Cas9-VLP 및 v4

Cas9-eVLP에 의해 생성된 indel  빈도.  데이터는 n=3개의 생물학적 복제물에 대한 값±s.e.m.으로 나타낸다.

도 10g: Neuro-2a 세포 또는 3T3 섬유모세포에서 VSV-G-위형화된 v4 BE-eVLP의 아데닌 염기 편집 효율.  데이

터는 n=3개의 생물학적 복제물에 대한 개별 데이터 점 및 평균 값±s.e.m.으로 나타낸다.

도 11a-11d: v4 BE-eVLP에 의한 표적-이탈 편집의 평가.  도 11a: 직교식 R-루프 검정에 대한 실험 타임라인.

도 11b: 직교식 R-루프 실험에 대한 표적-적중 편집 대조군.  데이터는 n=3개의 생물학적 복제물에 대한 개별

데이터 점 및 평균 값±s.e.m.으로 나타낸다.  도 11c: RDEB 섬유모세포의 v4 BE-VLP 처리 후 세포 생존력.  데

이터는 n=3개의 생물학적 복제물에 대한 평균 값±s.e.m.으로 나타낸다.  도 11d: v4-BE-eVLP 처리된 RDEB 환자

-유래된 섬유모세포의 게놈 DNA로부터 이전에 식별된 10가지 표적-이탈 로커스에 대해 프로토스페이서 위치 4-

10 내에서 AㆍT에서 GㆍC로의 돌연변이를 함유하는 DNA 시퀀싱 판독.  회색 점선은 0.1%의 가장 높은 관찰된 백

그라운드 돌연변이율을 나타낸다.  데이터는 n=3개의 생물학적 복제물에 대한 개별 데이터 점 및 평균 값±

s.e.m.으로 나타낸다.

도 12: Dnmt1에서의 Neuro2a 세포의 BE-VLP의 편집 효율.

도 13a-13b: P0 ICV 주사 후 마우스 뇌로부터 핵 분류에 대한 유세포 분석.  도 13a: 단일항 핵은 FSC/BSC 비

및 다이사이클 루비(DyeCycle Ruby) 신호를 기반으로 하여 게이팅되었다.  첫번째 행은 GFP-음성 샘플에 대한

게이팅 전략을 입증한다.  벌크 핵은 단일항 핵에 대한 게이트 D를 통과한 이벤트에 상응한다.  도 13b: P0 ICV

주사 후 유세포 분석에 의해 측정된 GFP-양성 핵의 백분율.  데이터는 n=3개의 생물학적 복제물에 대한 평균 값

±s.e.m.으로 나타낸다.

도 14a-14c: 전신 v4 BE-eVLP 주사 후 간 독성의 평가.  도 14a: v4 BE-eVLP 주사 1주 후에 혈장 아스파르테이

트 트랜스아미나제 (AST) 및 알라닌 트랜스아미나제 (ALT) 수준.  도 14b-14c: (도 14b) 비처리 마우스 및 (도

14c) v4 BE-eVLP 처리 마우스의 주사 1주 후에 간의 헤마톡실린 및 에오신 염색에 의한 조직병리학적 평가.  각

각의 대표적인 예가 도시된다.  축적 막대는 50 μm를 나타낸다.

도 15a-15c: v4 BE-eVLP 또는 렌티바이러스 처리 후 RPE cDNA의 시퀀싱 분석.  도 15a: v4 BE-eVLP 및 렌티바

이러스 처리는 표적 아데닌 (A6)에서 50-60%의 AㆍT에서 GㆍC로의 전환을 일으켰다.  데이터는 n = 6개 (ABE8e-

NG-LV, ABE8e-NG-eVLP, 및 ABE7.10-NG-eVLP), 또는 n = 4개 (ABE7.10-NG-LV 및 비처리)의 복제물에 대한 개별

데이터 점 및 평균 값±s.e.m.으로 나타낸다.  도 15b-15c: (도 15b) Mcm3ap 및 (도 15c) Perp 전사체의 고처

리량 시퀀싱에 의해 측정되는 v4 BE-eVLP 및 렌티바이러스에 의한 표적-이탈 A에서 G로의 RNA 편집.  데이터는

n = 6개 (ABE8e-NG-LV, ABE8e-NG-eVLP, 및 ABE7.10-NG-eVLP), 또는 n = 4개 (ABE7.10-NG-LV 및 비처리)의 복제

물에 대한 평균 값±s.e.m.으로 나타낸다.

도 16. eVLP의 다양한 자가-조립 성분을 코딩하는 발현 플라스미드 세트를 사용하여 생산자 세포에서의 BE RNP
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를 포함하는 eVLP (예를 들어, BE-VLP)의 실시양태의 개요: (a) Gag-BE 융합 단백질 (예를 들어, 레트로바이러

스 Gag, MMLV-Gag-BE 융합 단백질)을 코딩하는 플라스미드; (b) Gag-Pro-Pol 단백질 (예를 들어, 레트로바이러

스 단백질, 예컨대 MMLV 프로테아제 전구체)을 코딩하는 플라스미드; (c) BE sgRNA를 코딩하는 플라스미드; 및

(d) 외피 당단백질 (예를 들어, 수포성 구내염 바이러스의 스파이크 당단백질 (VSV-G))을 코딩하는 플라스미드.

플라스미드를 생산자 세포에 일시적으로 공동-형질감염시키고, 코딩된 단백질 및 sgRNA 생성물이 코딩된다.  일

부 실시양태에서, 본원에 기재된 4세대 eVLP와 같이, 본 발명자들은 VLP로 패키징되는데 이용되는 Gag-카고의

양과 VLP 성숙을 위해 필요한 레트로바이러스 프로테아제 (Gag-Pro-Pol 융합에서 "Pro")의 양 사이에 균형을 이

루는 Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol  융합 단백질의 최적화된 화학량론 비를 발견하였다.  한 실시양태에서,

Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합 단백질의 최적화된 비는 생산자 세포에게 일시적으로 전달된 각각의 성분을

코딩하는 플라스미드의 적절한 비에 의해 달성된다.  한 실시양태에서, Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합의

화학량론을 조절하기 위해, VLP 생성을 위해 형질감염되는 Gag-카고를 코딩하는 플라스미드 (예를 들어, Gag-

3xNES-ABE8e) 대 야생형 MMLV gag-pro-pol 플라스미드의 비를 변화시켰다.  gag-카고 플라스미드의 양을 v3.4

BE-eVLP를 생성하기 위해 사용되는 원래의 비율보다 높게 증가시키면 (38% Gag-카고 플라스미드 및 62% gag-

pro-pol 플라스미드) 편집 효율이 개선되지 않는다는 것이 발견되었다 (도 2g).  gag-카고 플라스미드의 비율을

38%에서 25%로 감소시키면 편집 효율이 적당히 개선되었다 (도 2g).  그러나, gag-카고 플라스미드의 비율을

25% 아래로 추가로 감소시키면 편집 효율이 감소되었다 (도 2g).  이들 결과는 최적의 gag-카고:gag-pro-pol 화

학량론이 VLP로 패키징되는데 이용되는 gag-카고의 양과 VLP 성숙에 필요한 MMLV 프로테아제 (gag-pro-pol에서

"pro")의 양 사이에 균형을 이루는 모델과 일치한다.  한 실시양태에서, 최적화의 이러한 최종 라운드 결과를

통해 4세대 (v4) BE-eVLP 제형이 밝혀졌고 (도 2g), 이는 최적의 gag-BE:gag-pro-pol 화학량론 (25% gag-BE)과

v3.4 BE-eVLP 아키텍처를 조합한다.

도 16에 도시된 바와 같이, 본 개시내용은 본원에 기재된 eVLP (예를 들어, BE-VLP) 자가-조립 성분을 코딩하는

복수개의 폴리뉴클레오티드를 제공한다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용은 하기를 포함하는 복수개의 폴리뉴

클레오티드를 제공한다: (i) 바이러스 외피 당단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 제1 폴리뉴클레오티드

(예를 들어, 플라스미드); (ii) 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질을 코딩하는 핵산 서열을

포함하는  제2  폴리뉴클레오티드  (예를  들어,  플라스미드);  (iii)  융합  단백질을  코딩하는  핵산  서열을

포함하며, 여기서 융합 단백질은 하기를 포함하는 것인 제3 폴리뉴클레오티드 (예를 들어, 플라스미드): (a) 그

룹-특이적 항원 (gag) 뉴클레오캡시드 단백질; (b) 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp); (c) 절

단가능한 링커; 및 (d) 핵 유출 서열 (NES)); 및 (iv) 가이드 RNA (gRNA)를 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 제4

폴리뉴클레오티드 (예를 들어, 플라스미드).  일부 실시양태에서, gRNA는 제3 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩되

는 융합 단백질의 napDNAbp에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제2 폴리뉴클레오티드 대 제3 폴리뉴클레오티드의

비는 대략 10:1, 대략 9:1, 대략 8:1, 대략 7:1, 대략 6:1, 대략 5:1, 대략 4:1, 대략 3:1, 대략 2:1, 대략

1.5:1, 대략 1:1, 또는 대략 0.5:1이다.  특정 실시양태에서, 제2 폴리뉴클레오티드 대 제3 폴리뉴클레오티드의

비는 대략 3:1이다.

도 17a-17b: v4 BE-eVLP는 일차 인간 조혈 줄기 세포 (HSC)를 효율적으로 편집할 수 있다.  도 17a: HSC에 대

한 4-마커 분류.  조혈 선조 세포 (HPC): CD34
+
/CD38

+
. HSC: CD34

+
/CD38

-
/CD90

+
/CD45RA

-
.  도 17b: BCL11A 인핸

서 로커스에서 아데닌 염기 편집.

도 18: v4 BE-eVLP는 HSC 세포 생존력을 최소한으로 교란시킨다.

도 19a-19b: v4 BE-eVLP는 최소 표적-이탈 편집으로 효율적인 표적-적중 편집을 가능하게 한다.  동일한 부위를

표적화하는 이전의 염기 편집 접근법 (예를 들어, [Zeng et al., Nat. Med. (2020)])과 비교하여 더 낮은 Cas-

의존성 표적-이탈 편집이 관찰되었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0022]

달리 정의되지 않는다면, 본원에 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 관련 기술분야의 기[0023]

술자에 의해 일반적으로 이해되는 의미를 갖는다.  하기 참고문헌은 본 발명에서 사용되는 여러 용어의 일반적

인 정의를 기술자에게 제공한다: [Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (2nd

ed.  1994);  The  Cambridge  Dictionary  of  Science  and  Technology  (Walker  ed.,  1988);  The  Glossary  of

Genetics,  5th  Ed.,  R.  Rieger  et  al.  (eds.),  Springer  Verlag  (1991);  및  Hale  &  Marham,  The  Harper
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Collins Dictionary of Biology (1991)].  본원에 사용된 바와 같이, 하기 용어들은 달리 명시되지 않는다면

그들에 대해 부여된 의미를 갖는다.

아데노신 데아미나제[0024]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "아데노신 데아미나제" 또는 "아데노신 데아미나제 도메인"은 아데노신 (또는[0025]

아데닌)의  탈아미노화  반응을  촉매하는  단백질  또는  효소를  지칭한다.   상기  용어들은  상호교환적으로

사용된다.  특정 실시양태에서, 본 개시내용은 하나 이상의 아데노신 데아미나제 도메인을 포함하는 핵염기 편

집기 융합 단백질을 제공한다.  예를 들어, 아데노신 데아미나제 도메인은 링커에 의해 연결된 제1 아데노신 데

아미나제 및 제2 데아미나제 도메인의 이종이량체를 포함할 수 있다.  본원에 제공된 아데노신 데아미나제 (예

를 들어, 조작된 아데노신 데아미나제 또는 진화된 아데노신 데아미나제)는 DNA 또는 RNA에서 아데닌 (A)을 이

노신 (I)으로 전환시키는 효소일 수 있다.  이러한 아데노신 데아미나제는 A:T에서 G:C로의 염기 쌍 전환을 일

으킬 수 있다.  일부 실시양태에서, 데아미나제 유기체로부터의 천연 발생 데아미나제의 변이체이다.  일부 실

시양태에서, 데아미나제는 천연에서 발생하지 않는다.  예를 들어, 일부 실시양태에서, 데아미나제는 천연 발생

데아미나제와 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도

85%,  적어도  90%,  적어도  95%,  적어도  96%,  적어도  97%,  적어도  98%,  적어도  99%,  또는  적어도  99.5%

동일하다.

일부  실시양태에서,  아데노신  데아미나제는  박테리움,  예컨대,  이.  콜라이(E.  coli),  에스.  아우레우스(S.[0026]

aureus),  에스.  티피(S.  typhi),  에스.  푸트레파시엔스(S.  putrefaciens),  에이치.  인플루엔자에(H.

influenzae), 또는 씨. 크레센투스(C. crescentus)로부터 유래된다.  일부 실시양태에서, 아데노신 데아미나제

는 TadA 데아미나제이다.  일부 실시양태에서, TadA 데아미나제는 이. 콜라이 TadA 데아미나제 (ecTadA)이다.

일부 실시양태에서, TadA 데아미나제는 말단절단된 이. 콜라이 TadA 데아미나제이다.  예를 들어, 말단절단된

ecTadA는 전장 ecTadA에 비해 하나 이상의 N-말단 아미노산이 누락될 수 있다.  일부 실시양태에서, 말단절단된

ecTadA는 전장 ecTadA에 비해 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 6, 17, 18, 19 또는 20개

의 N-말단 아미노산 잔기가 누락될 수 있다.  일부 실시양태에서, 말단절단된 ecTadA는 전장 ecTadA에 비해 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 6, 17, 18, 19 또는 20개의 C-말단 아미노산 잔기가 누락될

수 있다.  일부 실시양태에서, ecTadA 데아미나제는 N-말단 메티오닌을 포함하지 않는다.  일부 실시양태에서,

아데노신 데아미나제는 본원에 추가로 기재된 바와 같이 ecTadA(8e) (즉, 염기 편집기 ABE8e에서 사용됨)를 포

함한다.  2018년 3월 15일에 공개된 미국 특허 공개 번호 2018/0073012를 참조하며, 이는 본원에 참조로 포함된

다.

염기 편집[0027]

"염기 편집"은 표적화된 게놈 로커스에서 특이적 핵산 염기에서 또 다른 염기로의 전환을 수반하는 게놈 편집[0028]

기술을 지칭한다.  특정 실시양태에서, 이는 이중-가닥 DNA 파손 (DSB), 또는 단일 가닥 파손 (즉, 니킹)을 필

요로 하지 않고 달성될 수 있다.  지금까지, CRISPR-기반 시스템을 비롯한 다른 게놈 편집 기술은 관심 로커스

에 DSB를 도입시키는 것으로 시작된다.  후속적으로, 세포 DNA 복구 효소가 파손을 수리하여, 일반적으로 DSB

부위에서 염기의 무작위 삽입 또는 결실 (indel)이 일어난다.  그러나, 전체 게놈의 확률론적 파괴보다는 표적

로커스에서 점 돌연변이의 도입 또는 교정이 필요한 경우, 이들 게놈 편집 기술은 교정률이 낮고 (예를 들어,

전형적으로 0.1% 내지 5%) 주요 게놈 편집 생성물이 indel이기 때문에 적합하지 않다.  무작위 indel을 동시에

도입시키지 않고 유전자 교정 효율을 증가시키기 위해, CRISPR/Cas9 시스템은 DSB를 형성하지 않고 한 DNA 염기

를 또 다른 염기로 직접적으로 전환시키도록 변형된다.  [Komor, A.C., et al., Programmable editing of a

target base in genomic DNA without double-stranded DNA cleavage. Nature 533, 420-424 (2016)]를 참조하

며, 그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함된다.

염기 편집기[0029]

본원에서 상호교환적으로 사용되는 용어 "염기 편집기 (BE)" 및 "핵염기 편집기"는 핵산 서열 (예를 들어, DNA[0030]

또는 RNA) 내의 염기 (예를 들어, A, T, C, G, 또는 U)를 변형시켜, 한 염기를 또 다른 염기로 전환시킬 수 있

는 (예를 들어, A에서 G로, A에서 C로, A에서 T로, C에서 T로, C에서 G로, C에서 A로, G에서 A로, G에서 C로,

G에서 T로, T에서 A로, T에서 C로, 또는 T에서 G로) 폴리펩티드를 포함하는 작용제를 지칭한다.  일부 실시양태

에서, 핵염기 편집기는 핵산 내의 염기, 예컨대 DNA 분자 내의 염기를 탈아미노화시킬 수 있다.  아데노신 핵염

기 편집기의 경우에는, 핵염기 편집기가 DNA에서 아데닌 (A)을 탈아미노화시킬 수 있다.  이러한 핵염기 편집기

에는 아데노신 데아미나제에 융합된 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp)이 포함될 수 있다.  일
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부 핵염기 편집기에는 본원에 기재된 염기 편집 방법에서 활용되는 CRISPR-매개된 융합 단백질이 포함된다.  일

부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 R-루프의 형성을 통해 가이드 RNA-프로그래밍된 방식으로 핵산에 결합하지만

핵산을  절단시키지  않는,  데아미나제에  융합된  뉴클레아제-불활성  Cas9  (dCas9)를  포함한다.   예를  들어,

PCT/US2016/058344 (2017년 4월 27일에 WO 2017/070632로 공개되었고, 본원에 참조로 포함됨)에 기재된 바와

같이, 융합 단백질의 dCas9 도메인은 D10A 및 H840A 돌연변이 (Cas9가 핵산 듀플렉스의 한 가닥만을 절단할 수

있게 함)를 포함할 수 있다.  에스. 피오게네스(S. pyogenes) Cas9의 DNA 절단 도메인은 2개의 서브도메인, HNH

뉴클레아제 서브도메인 및 RuvC1 서브도메인을 포함한다.  HNH 서브도메인은 gRNA에 상보성인 가닥 ("표적화된

가닥", 또는 편집 또는 탈아미노화가 발생하는 가닥)을 절단하는 반면에, RuvC1 서브도메인은 PAM 서열을 함유

하는 비-상보성 가닥 ("비-편집된 가닥")을 절단한다.  RuvC1 돌연변이체 D10A는 표적화된 가닥에서 닉을 생성

하는 반면에, HNH 돌연변이체 H840A는 비-편집된 가닥에서 닉을 생성한다 ([Jinek et al., Science, 337:816-

821(2012); Qi et al., Cell. 28;152(5):1173-83 (2013)] 참조).

일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 1) 뉴클레오티드-, 뉴클레오시드- 또는 핵염기-변형 효소 및 2) 특이적 핵[0031]

산 서열에 결합하도록 프로그래밍될 수 있는 핵산 결합 단백질의 조합을 이용하여 폴리뉴클레오티드 서열의 핵

염기의 또 다른 핵염기로의 전환 (즉, 전이 또는 전위)를 주로 (예를 들어, 80% 초과, 85% 초과, 90% 초과, 95%

초과, 99% 초과, 99.9% 초과, 또는 100%) 초래하는 거대분자 또는 거대분자 복합체이다.

일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 표적 서열로 안내하는 DNA 결합 도메인 (예를 들어 프로그래밍가능한 DNA[0032]

결합 도메인, 예컨대 dCas9 또는 nCas9)을 포함한다.  일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 프로그래밍가능한

DNA 결합 도메인 (예를 들어, dCas9 또는 nCas9)에 융합된 핵염기 변형 도메인을 포함한다.  본원에서 상호교환

적으로 사용되는 용어 "핵염기 변형 효소" 및 "핵염기 변형 도메인"은 핵염기를 변형시킬 수 있고 한 핵염기를

또 다른 것으로 전환시킬 수 있는 효소 (예를 들어 데아미나제, 예컨대 시티딘 데아미나제 또는 아데노신 데아

미나제)를 지칭한다.   핵염기 편집기의 핵염기 변형 효소는 핵산 서열에서 시토신 (C)  염기를 표적화할 수

있고, C를 티민 (T) 염기로 전환시킬 수 있다.  일부 실시양태에서, C에서 T로의 편집은 데아미나제, 예를 들어

시티딘 데아미나제에 의해 수행된다.  일부 실시양태에서, A에서 G로 편집은 데아미나제, 예를 들어 아데노신

데아미나제에 의해 수행된다.  다른 유형의 염기 전환 (예를 들어, C에서 G로)을 수행할 수 있는 핵염기 편집기

또한 고려된다.

"분할 핵염기 편집기"는 2개의 별도의 핵산에 의해 코딩되는 N-말단 부분 (N-말단 절반부로도 지칭됨) 및 C-말[0033]

단 부분 (C-말단 절반부로도 지칭됨)으로서 제공되는 핵염기 편집기를 지칭한다.  핵염기 편집기의 N-말단 부분

및 C-말단 부분에 상응하는 폴리펩티드는 조합되어 완전한 핵염기 편집기를 형성할 수 있다.  일부 실시양태에

서,  dCas9  또는 nCas9를  포함하는 핵염기 편집기의 경우,  "분할"은 분할 Cas9에서 본원에 기재된 위치에서

dCas9 또는 nCas9 도메인에 위치한다.  따라서, 일부 실시양태에서, 핵염기 편집기의 N-말단 부분은 분할 Cas9

의 N-말단 부분을 함유하고, 핵염기 편집기의 C-말단 부분은 분할 Cas9의 C-말단 부분을 함유한다.  유사하게,

인테인-N 또는 인테인-C는 핵염기 편집기의 N- 및 C-말단 부분의 결합을 위해 각각 핵염기 편집기의 N-말단 부

분 또는 C-말단 부분에 융합되어, 완전한 핵염기 편집기를 형성할 수 있다.

일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 C를 T로 전환시킨다.  일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 시토신 데아미[0034]

나제를 포함한다.  "시토신 데아미나제" 또는 "시티딘 데아미나제"는 화학 반응 "시토신 + H2O → 우라실 + NH3"

또는 "5-메틸-시토신 + H2O → 티민 + NH3"을 촉매하는 효소를 지칭한다.  반응식으로부터 명백할 수 있듯이, 이

러한 화학 반응은 C에서 U/T로의 핵염기 변화를 일으킨다.  유전자의 맥락에서, 이러한 뉴클레오티드 변화 또는

돌연변이는 단백질에서 아미노산 변화를 일으킬 수 있고, 이는 단백질 기능, 예를 들어 기능 상실 또는 기능 획

득에 영향을 미칠 수 있다.  일부 실시양태에서, C에서 T로의 핵염기 편집기는 시티딘 데아미나제에 융합된

dCas9 또는 nCas9를 포함한다.  일부 실시양태에서, 시티딘 데아미나제 도메인은 dCas9 또는 nCas9의 N-말단에

융합된다.  일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 우라실 글리코실라제를 억제하는 도메인 및/또는 핵 국소화 신

호를 추가로 포함한다.  이러한 핵염기 편집기는 관련 기술분야에, 예를 들어 [Rees & Liu, Nat Rev Genet.

2018;19(12):770-788 및 Koblan et al., Nat Biotechnol. 2018;36(9):843-846]; 뿐만 아니라 2018년 3월 15일

에 공개된 미국 특허 공개 번호 2018/0073012 (2018년 10월 30일에 미국 특허 번호 10,113,163으로 허여됨);

2017년 5월 4일일에 공개된 미국 특허 공개 번호 2017/0121693 (2019년 1월 1일에 미국 특허 번호 10,167,457

로 허여됨); 2017년 4월 27일에 공개된 PCT 공개 번호 WO 2017/070633; 2015년 6월 18일에 공개된 미국 특허

공개 번호 2015/0166980; 2017년 12월 12일에 허여된 미국 특허 번호 9,840,699; 2018년 9월 18일에 허여된 국

특허 번호 10,077,453; 2019년 1월 31일에 공개된 PCT 공개 번호 WO 2019/023680; 2018년 9월 27일에 공개된

PCT 공개 번호 WO 2018/0176009, 2019년 5월 23일에 출원된 PCT 출원 번호 PCT/US2019/033848, 2019년 8월 23
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일에 출원된 PCT 출원 번호 PCT/US2019/47996;  2019년 9월 5일에 출원된 PCT 출원 번호 PCT/US2019/049793;

2020년 4월 17일에 출원된 국제 특허 출원 번호 PCT/US2020/028568; 2019년 11월 15일에 출원된 PCT 출원 번호

PCT/US2019/61685; 2019년 10월 24일에 출원된 PCT 출원 번호 PCT/US2019/57956; 2019년 10월 29일에 출원된

PCT 출원 번호 PCT/US2019/58678에 기재되어 있으며, 각각의 내용은 본원에 참조로 포함된다.

일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 A를 G로 전환시킨다.  일부 실시양태에서, 핵염기 편집기는 아데노신 데아[0035]

미나제를 포함한다.  "아데노신 데아미나제"는 퓨린 대사에 관여하는 효소이다.  이는 음식물로부터 아데노신의

분해를 위해 및 조직에서 핵산의 전환을 위해 필요하다.  인간에서 그의 주요 기능은 면역계의 발달 및 유지이

다.   아데노신  데아미나제는  DNA의  맥락에서  아데노신의  가수분해성  탈아미노화를  촉매한다  (이노신을

형성하여, G로서 염기 쌍을 형성함).  DNA에 대해 작용하는 공지된 천연 아데노신 데아미나제는 없다.  대신에,

공지된 아데노신 데아미나제 효소는 RNA (tRNA 또는 mRNA)에 대해서만 작용한다.  DNA 기질을 수용하고 dA를 데

옥시이노신으로 탈아미노화시키는 진화된 데옥시아데노신 데아미나제 효소는 예를 들어 2017년 8월 3일에 출원

된  PCT  출원  PCT/US2017/045381  (WO  2018/027078로  공개됨),  PCT  출원  번호  PCT/US2019/033848  (WO

2019/226953으로 공개됨), 2019년 5월 23일에 출원된 PCT 출원 번호 PCT/US2019/033848, 및 2020년 4월 17일에

출원된 PCT 특허 출원 번호 PCT/US2020/028568에 기재되어 있으며; 이들 각각은 본원에 참조로 포함된다.

예시적인 아데노신 및 시티딘 핵염기 편집기는 또한 [Rees & Liu, Base editing: precision chemistry on the[0036]

genome and transcriptome of living cells, Nat. Rev. Genet. 2018;19(12):770-788]; 뿐만 아니라 2018년 3

월 15일에 공개된 미국 특허 공개 번호 2018/0073012 (2018년 10월 30일에 미국 특허 번호 10,113,163으로 허

여됨);  2017년  5월  4일에  공개된  미국  특허  공개  번호  2017/0121693  (2019년  1월  1일에  미국  특허  번호

10,167,457로 허여됨); 2017년 4월 27일에 공개된 PCT 공개 번호 WO 2017/070633; 2015년 6월 18일에 공개된

미국 특허 공개 번호 2015/0166980; 2017년 12월 12일에 허여된 미국 특허 번호 9,840,699; 및 2018년 9월 18

일에 허여된 미국 특허 번호 10,077,453에 기재되어 있으며, 이들 각각의 내용은 그들의 전문이 본원에 참조로

포함된다.

시토신 데아미나제[0037]

본원에 사용된 바와 같이, CDA 유전자에 의해 코딩되는 "시토신 데아미나제"는 시티딘 (즉, 리보스 고리에 부착[0038]

될 때 염기 시토신)에서 우리딘으로 (C에서 U로) 및 데옥시시티딘에서 데옥시우리딘으로 (C에서 U로) 아민 기의

제거를 촉매하는 효소이다.  시토신 데아미나제의 비제한적인 예는 APOBEC1 ("아포지단백질 B mRNA 편집 효소,

촉매적 폴리펩티드 1")이다.  또 다른 예는 AID ("활성화-유도된 시토신 데아미나제")이다.  표준 왓슨-크릭

(Watson-Crick) 수소 결합 쌍 형성 하에, 시토신 염기는 구아닌 염기에 수소 결합된다.  시티딘이 우리딘으로

전환되는 경우 (또는 데옥시시티딘이 데옥시우리딘으로 전환되는 경우), 우리딘 (또는 우리딘의 우라실 염기)은

염기 아데닌과 수소 결합 쌍을 형성한다.  따라서, 시토신 데아미나제에 의한 "C"에서 우리딘 ("U")으로의 전환

은 세포 복구 및/또는 복제 과정 동안에 "G" 대신에 "A"의 삽입을 야기할 것이다.  아데닌 "A"가 티민 "T"와 쌍

을 형성하기 때문에, DNA 복제와 협력하여 시토신 데아미나제는 이중-가닥 DNA 분자에서 CㆍG 쌍 형성에서 TㆍA

쌍 형성으로의 전환을 야기한다.

Cas9[0039]

용어 "Cas9" 또는 "Cas9 뉴클레아제"는 Cas9 도메인 또는 그의 단편 (예를 들어, Cas9의 활성 또는 불활성 DNA[0040]

절단 도메인 및/또는 Cas9의 gRNA 결합 도메인을 포함하는 단백질)을 포함하는 RNA-가이드된 뉴클레아제를 지칭

한다.  본원에 사용된 바와 같이, "Cas9 도메인"은 Cas9의 활성 또는 불활성 절단 도메인 및/또는 Cas9의 gRNA

결합 도메인을 포함하는 단백질 단편이다.  "Cas9 단백질"은 전장 Cas9 단백질이다.  Cas9 뉴클레아제는 때때로

casn1 뉴클레아제 또는 CRISPR(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat: 클러스터링된 규

칙적 간격의 짧은 회문식 반복부)-연관된 뉴클레아제로도 지칭된다.  CRISPR는 이동성 유전 요소 (바이러스, 수

송가능한 요소, 및 접합성 플라스미드)에 대한 보호를 제공하는 적응성 면역계이다.  CRISPR 클러스터는 스페이

서,  선행의  이동성  요소에  상보성인  서열,  및  표적  침입  핵산을  함유한다.   CRISPR  클러스터는 전사되어,

CRISPR RNA (crRNA)로 가공된다.  유형 II CRISPR 시스템에서, 프리-crRNA의 정확한 가공에는 트랜스-코딩된

소형 RNA (tracrRNA), 내인성 리보뉴클레아제 3 (rnc), 및 Cas9 도메인이 필요하다.  tracrRNA는 프리-crRNA의

리보뉴클레아제 3-보조 가공을 위한 가이드의 역할을 한다.  후속적으로, Cas9/crRNA/tracrRNA는 스페이서에 상

보성인 선형 또는 원형 dsDNA 표적을 엔도뉴클레오틱으로 절단한다.  crRNA에 상보성이 아닌 표적 가닥은 먼저

엔도뉴클레오틱으로 절단된 다음, 3'-5' 엑소뉴클레오틱으로 트리밍된다.  사실상, DNA-결합 및 절단에는 전형

적으로 단백질 및 2가지 RNA 모두가 필요하다.  그러나, 단일 가이드 RNA ("sgRNA", 또는 간단히 "gRNA")가
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crRNA  및 tracrRNA  둘 다의 측면을 단일 RNA  종에 혼입시키도록 조작될 수 있다.  예를 들어, [Jinek  M.,

Chylinski K., Fonfara I., Hauer M., Doudna J.A., Charpentier E. Science 337:816-821(2012)]를 참조하며,

그의 내용은 본원에 참조로 포함된다.  Cas9는 CRISPR 반복 서열에서 짧은 모티프 (PAM 또는 프로토스페이서 인

접 모티프)를 인식하여, 자가 대 비-자가를 구별하는데 도움이 된다.  Cas9 뉴클레아제 서열 및 구조는 관련 기

술분야의  기술자에게  널리  공지되어  있다  (예를  들어,  ["Complete  genome  sequence  of  an  M1  strain  of

Streptococcus pyogenes." Ferretti et al., J.J., McShan W.M., Ajdic D.J., Savic D.J., Savic G., Lyon

K.,  Primeaux  C.,  Sezate  S.,  Suvorov  A.N.,  Kenton  S.,  Lai  H.S.,  Lin  S.P.,  Qian  Y.,  Jia  H.G.,  Najar

F.Z., Ren Q., Zhu H., Song L., White J., Yuan X., Clifton S.W., Roe B.A., McLaughlin R.E., Proc. Natl.

Acad.  Sci.  U.S.A.  98:4658-4663(2001);  "CRISPR  RNA  maturation  by  trans-encoded  small  RNA  and  host

factor RNase III." Deltcheva E., Chylinski K., Sharma C.M., Gonzales K., Chao Y., Pirzada Z.A., Eckert

M.R.,  Vogel  J.,  Charpentier  E.,  Nature  471:602-607(2011);  및  "A  programmable  dual-RNA-guided  DNA

endonuclease  in  adaptive  bacterial  immunity."  Jinek  M.,  Chylinski  K.,  Fonfara  I.,  Hauer  M.,  Doudna

J.A., Charpentier E. Science 337:816-821(2012)]를 참조하며, 각각의 전체 내용은 본원에 참조로 포함됨).

Cas9 오르토로그는 에스. 피오게네스 및 에스. 써모필루스(S. thermophilus)를 비롯하여 이로 제한되지 않는 다

양한 종에 기재되어 있다.  추가의 적합한 Cas9 뉴클레아제 및 서열은 본 개시내용을 기반으로 하여 관련 기술

분야의 기술자에게 명백할 것이며, 이러한 Cas9 뉴클레아제 및 서열에는 [Chylinski, Rhun, and Charpentier,

"The tracrRNA and Cas9 families of type II CRISPR-Cas immunity systems" (2013) RNA Biology 10:5, 726-

737] (그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함됨)에 개시된 유기체 및 로커스로부터의 Cas9 서열이 포함된다.  일

부 실시양태에서, Cas9 뉴클레아제는 DNA 절단 도메인을 부분적으로 손상시키거나 또는 불활성화시키는 하나 이

상의 돌연변이를 포함한다.

뉴클레아제-불활성화된 Cas9 도메인은 "dCas9" 단백질 (뉴클레아제-"데드" Cas9의 경우)로 상호교환적으로 지칭[0041]

될 수 있다.  불활성 DNA 절단 도메인을 갖는 Cas9 도메인 (또는 그의 단편)을 생성하는 방법은 공지되어 있다

(예를 들어, [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]을 참조하며,

각각의 전체 내용은 본원에 참조로 포함됨).  예를 들어, Cas9의 DNA 절단 도메인은 2가지 서브도메인, HNH 뉴

클레아제 서브도메인 및 RuvC1 서브도메인을 포함하는 것으로 공지되어 있다.  HNH 서브도메인은 gRNA에 상보성

인 가닥을 절단하는 반면에, RuvC1 서브도메인은 비-상보성 가닥을 절단한다.  이들 서브도메인 내의 돌연변이

는 Cas9의 뉴클레아제 활성을 침묵시킬 수 있다.  예를 들어, 돌연변이 D10A 및 H840A는 에스. 피오게네스 Cas9

의 뉴클레아제 활성을 완전히 불활성화시킨다 (Jinek et al., Science. 337:816-821(2012); Qi et al., Cell.

28;152(5):1173-83 (2013)).  일부 실시양태에서, Cas9의 단편을 포함하는 단백질이 제공된다.  예를 들어, 일

부 실시양태에서, 단백질은 하기 2가지 Cas9 도메인 중 하나를 포함한다: (1) Cas9의 gRNA 결합 도메인; 또는

(2) Cas9의 DNA 절단 도메인.  일부 실시양태에서, Cas9 또는 그의 단편을 포함하는 단백질은 "Cas9 변이체"로

지칭된다.  Cas9 변이체는 Cas9 또는 그의 단편과 상동성을 공유한다.  예를 들어, Cas9 변이체는 야생형 Cas9

(예를 들어, 서열식별번호: 13의 SpCas9)와 적어도 약 70% 동일, 적어도 약 80% 동일, 적어도 약 90% 동일, 적

어도 약 95% 동일, 적어도 약 96% 동일, 적어도 약 97% 동일, 적어도 약 98% 동일, 적어도 약 99% 동일, 적어도

약 99.5% 동일, 적어도 약 99.8% 동일, 또는 적어도 약 99.9% 동일하다.  일부 실시양태에서, Cas9 변이체는 야

생형 Cas9 (예를 들어, 서열식별번호: 13의 SpCas9)와 비교하여 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 21, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,

39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50개 또는 그 초과의 아미노산 변화를 가질 수 있다.  일부 실

시양태에서,  Cas9  변이체는  서열식별번호:  13  Cas9의  단편  (예를  들어,  gRNA  결합  도메인  또는  DNA-절단

도메인)을 포함하며, 따라서 단편은 야생형 Cas9 (예를 들어, 서열식별번호: 13의 SpCas9)의 상응하는 단편과

적어도 약 70% 동일, 적어도 약 80% 동일, 적어도 약 90% 동일, 적어도 약 95% 동일, 적어도 약 96% 동일, 적어

도 약 97% 동일, 적어도 약 98% 동일, 적어도 약 99% 동일, 적어도 약 99.5% 동일, 또는 적어도 약 99.9% 동일

하다.  일부 실시양태에서, 단편은 상응하는 야생형 Cas9 (예를 들어, 서열식별번호: 13의 SpCas9)의 아미노산

길이의 적어도 30%, 적어도 35%, 적어도 40%, 적어도 45%, 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%,

적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95% 동일한, 적어도 96%, 적어도 97%,

적어도 98%, 적어도 99%, 또는 적어도 99.5%이다.

CRISPR[0042]

CRISPR는 원핵생물에 침입한 바이러스에 의한 이전 감염의 조각을 나타내는 박테리아 및 고세균의 DNA  서열[0043]

(즉, CRISPR 클러스터)의 계열이다.  DNA 조각은 유사한 바이러스에 의한 후속적인 공격으로부터 DNA를 검출 및
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파괴하고, 원핵생물 면역 방어 시스템인 CRISPR-연관된 단백질 (Cas9 및 그의 상동체를 포함함) 및 CRISPR-연관

된 RNA의 어레이와 함께 효과적으로 구성하기 위해 원핵생물 세포에 의해 사용된다.  사실상, CRISPR 클러스터

는 전사되어, CRISPR RNA (crRNA)로 가공된다.  특정 유형의 CRISPR 시스템 (예를 들어, 유형 II CRISPR 시스

템)에서, 프리-crRNA의 정확한 가공에는 트랜스-코딩된 소형 RNA (tracrRNA), 내인성 리보뉴클레아제 3 (rnc),

및 Cas9 단백질이 필요하다.  tracrRNA는 프리-crRNA의  리보뉴클레아제 3-보조 가공을 위한 가이드의 역할을

한다.  후속적으로, Cas9/crRNA/tracrRNA는 RNA에 상보성인 선형 또는 원형 dsDNA 표적을 엔도뉴클레오틱으로

절단한다.  구체적으로, crRNA에 상보성이 아닌 표적 가닥은 먼저 엔도뉴클레오틱으로 절단된 다음, 3'-5' 엑소

뉴클레오틱으로 트리밍된다.  사실상, DNA-결합 및 절단에는 전형적으로 단백질 및 2가지 RNA 모두가 필요하다.

그러나, 단일 가이드 RNA ("sgRNA", 또는 간단히 "gRNA")가 crRNA 및 tracrRNA 둘 다의 측면을 단일 RNA 종

(가이드 RNA)에 혼입시키도록 조작될 수 있다.  예를 들어, [Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer M.,

Doudna J.A., Charpentier E. Science 337:816-821(2012)]를 참조하며, 그의 내용은 본원에 참조로 포함된다.

Cas9는 CRISPR 반복 서열에서 짧은 모티프 (PAM 또는 프로토스페이서 인접 모티프)를 인식하여, 자가 대 비-자

가를 구별하는데 도움이 된다.  CRISPR 생물학, 뿐만 아니라 Cas9 뉴클레아제 서열 및 구조는 관련 기술분야의

기술자에게 널리 공지되어 있다 (예를 들어, ["Complete genome sequence of an M1 strain of Streptococcus

pyogenes." Ferretti et al., J.J., McShan W.M., Ajdic D.J., Savic D.J., Savic G., Lyon K., Primeaux C.,

Sezate S., Suvorov A.N., Kenton S., Lai H.S., Lin S.P., Qian Y., Jia H.G., Najar F.Z., Ren Q., Zhu H.,

Song  L.,  White  J.,  Yuan  X.,  Clifton  S.W.,  Roe  B.A.,  McLaughlin  R.E.,  Proc.  Natl.  Acad. Sci. U.S.A.

98:4658-4663(2001);  "CRISPR  RNA  maturation  by  trans-encoded  small  RNA  and  host  factor  RNase  III."

Deltcheva E., Chylinski K., Sharma C.M., Gonzales K., Chao Y., Pirzada Z.A., Eckert M.R., Vogel J.,

Charpentier  E.,  Nature  471:602-607(2011);  및  "A  programmable  dual-RNA-guided  DNA  endonuclease  in

adaptive bacterial immunity." Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer M., Doudna J.A., Charpentier

E. Science 337:816-821(2012)]를 참조하며, 각각의 전체 내용은 본원에 참조로 포함됨).  Cas9 오르토로그는

에스. 피오게네스 및 에스. 써모필루스를 비롯하여 이로 제한되지 않는 다양한 종에 기재되어 있다.  추가의 적

합한 Cas9 뉴클레아제 및 서열은 본 개시내용을 기반으로 하여 관련 기술분야의 기술자에게 명백할 것이며, 이

러한 Cas9 뉴클레아제 및 서열에는 [Chylinski, Rhun, and Charpentier, "The tracrRNA and Cas9 families of

type II CRISPR-Cas immunity systems" (2013) RNA Biology 10:5, 726-737] (그의 전체 내용은 본원에 참조로

포함됨)에 개시된 유기체 및 로커스로부터의 Cas9 서열이 포함된다.

특정 유형의 CRISPR 시스템 (예를 들어, 유형 II CRISPR 시스템)에서, 프리-crRNA의 정확한 가공에는 트랜스-코[0044]

딩된 소형 RNA (tracrRNA), 내인성 리보뉴클레아제 3 (rnc), 및 Cas9 단백질이 필요하다.  tracrRNA는 프리-

crRNA의  리보뉴클레아제 3-보조 가공을 위한 가이드의 역할을 한다.  후속적으로, Cas9/crRNA/tracrRNA는 RNA

에 상보성인 선형 또는 원형 핵산 표적을 엔도뉴클레오틱으로 절단한다.  구체적으로, crRNA에 상보성이 아닌

표적 가닥은 먼저 엔도뉴클레오틱으로 절단된 다음, 3'-5' 엑소뉴클레오틱으로 트리밍된다.  사실상, DNA-결합

및 절단에는 전형적으로 단백질 및 2가지 RNA 모두가 필요하다.  그러나, 단일 가이드 RNA ("sgRNA", 또는 간단

히 "gRNA")가 crRNA 및 tracrRNA 둘 다의 측면을 단일 RNA 종 (가이드 RNA)에 혼입시키도록 조작될 수 있다.

일반적으로, "CRISPR 시스템"은 CRISPR-연관된 ("Cas") 유전자의 발현 또는 활성 지시에 관연하는 전사체 및 다[0045]

른 요소를 집합적으로 지칭하며, Cas 유전자를 코딩하는 서열, tracr (트랜스-활성화 CRISPR) 서열 (예를 들어,

tracrRNA 또는 활성 부분 tracrRNA), tracr 메이트 서열 (내인성 CRISPR 시스템의 맥락에서 "직접 반복부" 및

tracrRNA-가공된 부분적인 직접 반복부를 포함함), 가이드 서열 (내인성 CRISPR 시스템의 맥락에서 "스페이서"

로도 지칭됨), 또는 CRISPR 로커스로부터의 다른 서열 및 전사체를 포함한다.  시스템의 tracrRNA는 가이드 RNA

에 존재하는 tracr 메이트 서열에 (완전히 또는 부분적으로) 상보성이다.

데아미나제[0046]

용어 "데아미나제" 또는 "데아미나제 도메인"은 탈아미노화 반응을 촉매하는 단백질 또는 효소를 지칭한다.  일[0047]

부 실시양태에서, 데아미나제는 아데닌 또는 아데노신의 가수분해성 탈아미노화를 촉매하는 아데노신 (또는 아

데닌) 데아미나제이다.  일부 실시양태에서, 아데노신 데아미나제는 데옥시리보핵산 (DNA)에서 아데닌 또는 아

데노신의 이노신으로의 가수분해성 탈아미노화를 촉매한다.  다른 실시양태에서, 데아미나제는 시티딘 또는 시

토신의 가수분해성 탈아미노화를 촉매하는 시티딘 (또는 시토신) 데아미나제이다.

본원에 제공된 데아미나제는 임의의 유기체, 예컨대 박테리움으로부터의 것일 수 있다.  일부 실시양태에서, 데[0048]

아미나제 또는 데아미나제 도메인은 유기체로부터의 천연 발생 데아미나제의 변이체이다.  일부 실시양태에서,

데아미나제 또는 데아미나제 도메인은 천연에서 발생하지 않는다.  예를 들어, 일부 실시양태에서, 데아미나제
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또는 데아미나제 도메인은 천연 발생 데아미나제와 적어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도

70%, 적어도 75% 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일하다.

융합 단백질[0049]

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "융합 단백질"은 적어도 2개의 상이한 단백질로부터의 단백질 도메인을 포함[0050]

하는 혼성체 폴리펩티드를 지칭한다.  한 단백질은 융합 단백질의 아미노-말단 (N-말단) 부분 또는 카르복시-말

단 (C-말단) 단백질에 위치하여, 각각 "아미노-말단 융합 단백질" 또는 "카르복시-말단 융합 단백질"을 형성할

수 있다.  단백질은 핵산 편집 단백질의 상이한 도메인, 예를 들어 핵산 결합 도메인 (예를 들어, 표적 부위에

대한 단백질의 결합을 안내하는 Cas9의 gRNA 결합 도메인) 및 핵산 절단 도메인 또는 촉매적 도메인을 포함할

수 있다.  또 다른 예에는 Cas9 또는 그의 등가물과 데아미나제의 융합체가 포함된다.  본원에 제공된 임의의

단백질은 관련 기술분야에 공지된 임의의 방법에 의해 생성될 수 있다.  예를 들어, 본원에 제공된 단백질은 재

조합 단백질 발현 및 정제를 통해 생성될 수 있고, 이는 펩티드 링커를 포함하는 융합 단백질에 특히 적합하다.

재조합 단백질 발현 및 정제를 위한 방법은 널리 공지되어 있으며, [Green and Sambrook, Molecular Cloning:

A Laboratory Manual (4
th
 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2012))]

(그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함됨)에 기재된 것들이 포함된다.

그룹-특이적 항원 (gag)[0051]

이론에 의해 제한되지 않고, 전형적인 외피 바이러스 생활환의 맥락에서, Gag는 (i) 외피 (버딩 동안에 세포 막[0052]

으로부터 형성된 지질 막 및 그 안에 삽입된 하나 이상의 당단백질을 포함함), 및 (ii) 내부 단백질 쉘인 캡시

드를 갖는 완전히 형성된 외피 비리온의 버딩을 비롯하여 바이러스 조립의 대부분의 단계를 조직하는 것을 담당

하는 주요 구조 단백질이다.  대부분의 이들 조립 단계는 3가지 Gag 서브도메인 - 매트릭스 (MA), 캡시드 (CA),

및 뉴클레오캡시드 (NC; 도 1)와의 상호작용을 통해 발생한다.  이들 3가지 영역은 상이한 레트로바이러스 속

사이에서 낮은 수준의 서열 보존을 가지며, 이는 관찰된 높은 수준의 구조적 보존을 부정하는 것이다.  이들 3

가지 도메인 외에도, Gag 단백질은 광범위하게 달라질 수 있다.  예를 들어, HIV-1 Gag는 C-말단 p6 단백질 뿐

만 아니라, CA-NC 및 NC-p6 접합을 구분하는 2가지 스페이서 단백질, SP1 및 SP2를 추가로 코딩하지만, HTLV-

1은 MA, CA 및 NC 이외에 추가의 서열을 함유하지 않는다 (Oroszlan and Copeland, 1985; Henderson et al.,

1992).

Gag는 "바이러스 구조 단백질"로도 지칭된다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "바이러스 구조 단백질"은 바이[0053]

러스의 캡시드 단백질 또는 단백질 코어의 전체 구조에 기여하는 바이러스 단백질을 지칭한다.  용어 "바이러스

구조 단백질"은 바이러스의 캡시드 단백질 또는 단백질 코어의 구조에 기여하는 이러한 바이러스 단백질의 기능

적 단편 또는 유도체를 추가로 포함한다.  바이러스 구조 단백질의 예는 MMLV Gag이다.  바이러스 막 융합 단백

질은 바이러스 구조 단백질로 고려되지 않는다.  전형적으로, 상기 바이러스 구조 단백질은 바이러스 코어의 내

부에 국한된다.

그룹-특이적 항원 (gag) 뉴클레오캡시드 단백질[0054]

용어 "그룹-특이적 항원 뉴클레오캡시드 단백질" 또는 "gag 뉴클레오캡시드 단백질"은 레트로바이러스를 비롯한[0055]

여러 바이러스의 내부 쉘의 코어 구조 성분을 구성하는 단백질을 지칭한다.  본 개시내용의 BE-VLP에 사용되는

gag 뉴클레오캡시드 단백질은 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질, FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질, 또는 이러한

단백질을 생성하는 임의의 다른 바이러스로부터의 뉴클레오캡시드 단백질일 수 있다.

그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질[0056]

"그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질" 또는 "gag-pro 폴리단백질"은 그에 연결된 바이러스 프[0057]

로테아제를 추가로 포함하는 gag 뉴클레오캡시드 단백질을 지칭한다.  Gag-pro 폴리단백질은 원형질 막으로부터

비리온의 방출 동안에 또는 직후에 gag 및 gag-pol 폴리단백질 또는 뉴클레오캡시드 단백질의 단백질 분해 절단

을 매개한다.  본원에 기재된 BE-VLP에서, gag-pro 폴리단백질의 프로테아제는 BE-VLP를 표적 세포에 전달한 후

염기 편집기를 방출시키기 위해 융합 단백질에서 절단가능한 링커를 절단하는 것을 담당한다.  일부 실시양태에

서, gag-pro 폴리단백질은 MMLV gag-pro 폴리단백질 또는 FMLV gag-pro 폴리단백질이다.

가이드 RNA ("gRNA")[0058]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "가이드 RNA"는 가장 일반적으로 CRISPR-Cas9의 Cas 단백질과 회합하며, Cas9와[0059]
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회합하여, 가이드 RNA의 프로토스페이서 서열에 대한 상보성을 포함하는 DNA 분자의 특이적 서열로 Cas9 단백질

을 안내하는 특정한 유형의 가이드 핵산이다.  그러나, 이 용어는 천연 발생 또는 비-천연 발생 (예를 들어, 조

작된 또는 재조합) 여부와 무관하게 Cas9 등가물, 상동체, 오르토로그 또는 파라로그와 회합하고, 달리 Cas9 등

가물이 특이적 표적 뉴클레오티드 서열에 국소화되도록 프로그래밍하는 동등한 가이드 핵산 분자를 또한 포함한

다.  Cas9 등가물에는 Cpf1 (유형-V CRISPR-Cas 시스템), C2c1 (유형 V CRISPR-Cas 시스템), C2c2 (유형 VI

CRISPR-Cas 시스템), 및 C2c3 (유형 V CRISPR-Cas 시스템)을 비롯하여 임의의 유형의 CRISPR 시스템 (예를 들

어, 유형 II, V, VI)으로부터의 다른 napDNAbp가 포함될 수 있다.  추가의 Cas 등가물은 [Makarova et al.,

"C2c2  is  a  single-component  programmable  RNA-guided  RNA-targeting  CRISPR  effector,"  Science  2016;

353(6299)]에 기재되어 있으며, 그의 내용은 본원에 참조로 포함된다.  가이드 RNA의 예시적인 서열 및 구조는

본원에 제공된다.

가이드 RNA는 가장 일반적으로 CRISPR-Cas9의 Cas 단백질과 회합하며, Cas9와 회합하여, 가이드 RNA의 프로토스[0060]

페이서 서열에 대한 상보성을 포함하는 DNA 분자의 특이적 서열로 Cas9 단백질을 안내하는 특정한 유형의 가이

드 핵산이다.  기능적으로, 가이드 RNA는 Cas9와 회합하여, 가이드 RNA의 프로토스페이서 서열에 상보성인 서열

을 포함하는 DNA 분자의 특이적 서열로 Cas9 단백질을 안내한다 (또는 프로그래밍한다).  gRNA는 CRISPR/Cas 시

스템의 성분이다.  전형적으로, 가이드 RNA는 CRISPR-표적화 RNA (crRNA) 및 트랜스-활성화 crRNA (tracrRNA)

의  융합체를  포함하며,  Cas9  뉴클레아제에  대한  표적화  특이성  및  스캐폴딩/결합 능력  둘  다를  제공한다.

"crRNA"는  표적  특이성을  부여하고  Cas9에  결합하기  위해  tracrRNA를  필요로  하는  박테리아  RNA이다.

"tracrRNA"는 crRNA를 Cas9 뉴클레아제에 연결시키는 박테리아 RNA이며, 전형적으로 임의의 crRNA와 결합할 수

있다.  Cas DNA-결합 단백질의 서열 특이성은 표적 DNA 서열에 대해 뉴클레오티드 염기-쌍 형성 상보성을 갖는

gRNA에 의해 결정된다.  천연 gRNA는 표적화될 DNA 서열을 지정하는 20개 뉴클레오티드 (nt) 특이성 결정 서열

(SDS) 또는 스페이서를 포함하고, 바로 뒤에 gRNA를 Cas9와 회합시키는 80 nt 스캐폴드 서열을 포함한다.  일부

실시양태에서, 본 개시내용의 SDS는 15 내지 100개 뉴클레오티드 또는 그 초과의 길이를 갖는다.  예를 들어,

SDS는 15 내지 90, 15 내지 85, 15 내지 80, 15 내지 75, 15 내지 70, 15 내지 65, 15 내지 60, 15 내지 55,

15 내지 50, 15 내지 45, 15 내지 40, 15 내지 35, 15 내지 30 또는 15 내지 20개 뉴클레오티드 길이를 가질

수 있다.  일부 실시양태에서, SDS는 20개 뉴클레오티드 길이이다.  예를 들어, SDS는 15, 16, 17, 18, 19,

20, 21, 22, 23, 24 또는 25개 뉴클레오티드 길이일 수 있다.  표적 DNA 서열의 적어도 일부는 gRNA의 SDS에

상보성이다.  Cas9가 DNA 표적 서열에 성공적으로 결합하기 위해, 표적 서열의 영역은 gRNA 서열의 SDS에 상보

성이고, 바로 뒤에 정확한 프로토스페이서 인접 모티프 (PAM) 서열 (예를 들어, Cas9의 경우 NGG, 및 Cpf1의 경

우 TTN, TTTN 또는 YTN)이 있다.  일부 실시양태에서, SDS는 그의 표적 서열에 100% 상보성이다.  일부 실시양

태에서, SDS 서열은 그의 표적 서열에 100% 미만의 상보성이며, 따라서 그의 표적 서열에 부분적으로 상보성인

것으로 고려된다.  예를 들어, 표적화 서열은 그의 표적 서열에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%

또는 90% 상보성일 수 있다.  일부 실시양태에서, 주형 DNA 또는 표적 DNA의 SDS는 1, 2, 3, 4 또는 5개 뉴클레

오티드만큼 gRNA의 상보성 영역과 상이할 수 있다.

일부 실시양태에서, 가이드 RNA는 약 15-120개 뉴클레오티드 길이이고, 표적 서열에 상보성인 적어도 10개의 인[0061]

접한 뉴클레오티드의 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 가이드 RNA는 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,

73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 97, 98,

99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119

또는 120개 뉴클레오티드 길이이다.  일부 실시양태에서, 가이드 RNA는 표적 서열에 상보성인 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20개 또는 그 초과의 인접한 뉴클레오티드의 서열을 포함한다.  서열 상보성은 아데닌

과 티민 (DNA) 또는 우라실 (RNA) 사이의 및 구아닌과 시토신 사이의 뚜렷한 상호작용을 지칭한다.

링커[0062]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "링커"는 2개의 다른 분자 또는 모이어티를 연결하는 분자를 지칭한다.  링커는[0063]

2개의 융합 단백질을 연결하는 링커인 경우 아미노산 서열일 수 있다.  예를 들어, Cas9는 아미노산 링커 서열

에 의해 데아미나제 (예를 들어, 아데노신 데아미나제 또는 시토신 데아미나제)에 융합될 수 있다.  링커는 또

한 (예를 들어, gRNA에서) 2개의 뉴클레오티드 서열을 함께 연결하는 경우 뉴클레오티드 서열일 수 있다.  다른

실시양태에서, 링커는 유기 분자, 기, 중합체, 또는 화학적 모이어티이다.  일부 실시양태에서, 링커는 5-200개

아미노산 길이, 예를 들어 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
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25, 26, 27, 28, 29, 30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-150 또는

150-200개 아미노산 길이이다.  더 길거나 또는 더 짧은 링커 또한 고려된다.

"절단가능한 링커"는 임의의 수단에 의해 분할 또는 절단될 수 있는 링커를 지칭한다.  링커는 아미노산 서열일[0064]

수 있다.  일부 실시양태에서, 본원에 제공된 BE-VLP의 NES와 napDNAbp 사이의 링커는 절단가능한 링커를 포함

한다.  절단가능한 링커는 자가-절단 펩티드 (예를 들어 2A 펩티드, 예컨대 EGRGSLLTCGDVEENPGP (서열식별번호:

9),  ATNFSLLKQAGDVEENPGP  (서열식별번호:  10),  QCTNYALLKLAGDVESNPGP  (서열식별번호:  11),  또는

VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (서열식별번호: 12))를 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 절단가능한 링커는 프로

테아제와 접촉한 후에 절단되는 프로테아제 절단 부위를 포함한다.  예를 들어, 본 개시내용은 아미노산 서열

TSTLLMENSS  (서열식별번호: 1),  PRSSLYPALTP  (서열식별번호: 2),  VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR

(서열식별번호: 4), 또는 서열식별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열의 프로테아제 절

단 부위를 포함하는 절단가능한 링커의 사용을 고려한다.  특정 실시양태에서, 절단가능한 링커는 MMLV 프로테

아제 절단 부위 또는 FMLV 프로테아제 절단 부위를 포함한다.

napDNAbp[0065]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질" 또는 "napDNAbp" (Cas9가 한 예임)는[0066]

DNA  분자에서 특이적 서열을 표적화하고 그에 결합하기 위해 RNA:DNA  혼성화를 이용하는 단백질을 지칭한다.

각각의 napDNAbp는 가이드 핵산 또는 그의 일부 (예를 들어, 가이드 RNA의 프로토스페이서)에 상보성인 DNA 가

닥 (즉, 표적 가닥)을 포함하는 DNA 서열에 napDNAbp를 국소화시키는 적어도 하나의 가이드 핵산 (예를 들어,

가이드 RNA)과 회합된다.  달리 말하면, 가이드 핵산은 napDNAbp (예를 들어, Cas9 또는 등가물)가 상보성 서열

에 국소화하고 결합하도록 "프로그래밍"한다.

이론에 구애되지 않고, napDNAbp - 가이드 RNA 복합체의 결합 메카니즘은 일반적으로 R-루프를 형성하는 단계를[0067]

포함하며, 이로써 napDNAbp가 이중-가닥 DNA 표적의 풀림을 유도하여 napDNAbp에 의해 결합된 영역에서 가닥을

분리한다.  이어서, 가이드 RNA 프로토스페이서는 "표적 가닥"에 혼성화한다.  이는 표적 가닥에 상보성인 "비-

표적 가닥"을 대체하여, R-루프의 단일 가닥 영역을 형성한다.  일부 실시양태에서, napDNAbp는 하나 이상의 뉴

클레아제 활성을 가지며, DNA를 절단하여, 다양한 유형의 병변을 남긴다.  예를 들어, napDNAbp는 제1 위치에서

비-표적 가닥을 절단하고/거나 제2 위치에서 표적 가닥을 절단하는 뉴클레아제 활성을 포함할 수 있다.  뉴클레

아제 활성에 따라, 표적 DNA가 절단되어, 두 가닥 모두 절단되는 "이중-가닥 파손"을 형성할 수 있다.  다른 실

시양태에서, 표적 DNA는 단일 부위에서만 절단될 수 있으며, 즉, DNA는 한 가닥 상에 "닉"을 형성한다.  상이한

뉴클레아제 활성을 갖는 예시적인 napDNAbp에는 "Cas9 닉카제" ("nCas9") 및 뉴클레아제 활성을 갖지 않는 탈활

성화된 Cas9 ("데드 Cas9" 또는 "dCas9")가 포함된다.  이들 및 다른 napDNAbp에 대한 예시적인 서열이 본원에

제공된다.

닉카제[0068]

본원에 사용된 바와 같이, "닉카제"는 이중-가닥 표적 DNA 서열의 두 상보성 가닥 중 하나만을 절단하여, 이로[0069]

써 해당 가닥 상에 닉을 생성할 수 있는 napDNAbp (예를 들어, Cas 단백질)를 지칭한다.  일부 실시양태에서,

닉카제는 이중 가닥 표적 DNA 서열의 비-표적 가닥을 절단한다.  일부 실시양태에서, 닉카제는 정규 napDNAbp

(예를 들어, Cas 단백질)의 촉매적 도메인에서 하나 이상의 돌연변이를 갖는 아미노산 서열을 포함하며, 하나

이상의 돌연변이는 촉매적 도메인의 뉴클레아제 활성을 감소시키거나 또는 폐지한다.  일부 실시양태에서, 닉카

제는 야생형 Cas9  서열에 비해 또는 다른 Cas9  변이체 또는 Cas9  등가물에서 동등한 아미노산 위치에 비해

RuvC-유사 도메인에 하나 이상의 돌연변이를 포함하는 Cas9이다.  일부 실시양태에서, 닉카제는 야생형 Cas9 서

열에 비해 또는 다른 Cas9 변이체 또는 Cas9 등가물에서 동등한 아미노산 위치에 비해 HNH-유사 도메인에서 하

나 이상의 돌연변이를 포함하는 Cas9이다.  일부 실시양태에서, 닉카제는 정규 Cas9  서열에 비해 또는 다른

Cas9 변이체 또는 Cas9 등가물에서 동등한 아미노산 위치에 비해 Cas9의 RuvC I 촉매적 도메인에서 아스파르테

이트에서 알라닌으로의 치환 (D10A)을 포함하는 Cas9이다.  일부 실시양태에서, 닉카제는 정규 Cas9 서열에 비

해 또는 다른 Cas9 변이체 또는 Cas9 등가물에서 동등한 아미노산 위치에 비해 H840A, N854A, 및/또는 N863A 돌

연변이를 포함하는 Cas9이다.  일부 실시양태에서, 용어 "Cas9 닉카제"는 두 뉴클레아제 도메인 중 하나가 불활

성화된 Cas9를 지칭한다.  이 효소는 표적 DNA의 한 가닥만을 절단할 수 있다.  일부 실시양태에서, 닉카제는

Cas9 닉카제가 아닌 Cas 단백질이다.

핵 유출 서열 (NES)[0070]
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용어 "핵 유출 서열" 또는 "NES"는 예를 들어 핵 수송에 의해 핵공 복합체를 통해 세포 핵으로부터 세포질로 단[0071]

백질 수송을 촉진시키는 아미노산 서열을 지칭한다.  핵 유출 서열은 관련 기술분야에 공지되어 있으며, 숙련된

기술자에게 자명할 것이다.  예를 들어, NES  서열은 [Xu,  D.  et  al.  Sequence and structural analyses of

nuclear export signals in the NESdb database. Mol Biol. Cell. 2012, 23(18) 3677-3693]에 기재되어 있으

며, 그의 내용은 본원에 참조로 포함된다.

핵 국소화 서열 (NLS)[0072]

용어 "핵 국소화 서열" 또는 "NLS"는 예를 들어 핵 수송에 의해 세포 핵으로 단백질 유입을 촉진시키는 아미노[0073]

산 서열이다.  핵 국소화 서열은 관련 기술분야에 공지되어 있고, 숙련된 기술자에게 자명할 것이다.  예를 들

어, NLS 서열은 2000년 11월 23일에 출원된 플랭크(Plank) 등의 국제 PCT 출원 PCT/EP2000/011690 (2001년 5월

31일에 WO/2001/038547로 공개됨)에 기재되어 있으며, 예시적인 핵 국소화 서열의 개시내용에 대한 내용은 본원

에 참조로 포함된다.  일부 실시양태에서, NLS는 아미노산 서열 PKKKRKV (서열식별번호: 204)를 포함한다.

핵산 분자[0074]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "핵산"은 뉴클레오티드의 중합체를 지칭한다.  중합체는 천연 뉴클레오시드[0075]

(즉, 아데노신, 티미딘, 구아노신, 시티딘, 우리딘, 데옥시아데노신, 데옥시티미딘, 데옥시구아노신, 및 데옥시

시티딘), 뉴클레오시드 유사체 (예를 들어, 2-아미노아데노신, 2-티오티미딘, 이노신, 피롤로-피리미딘, 3-메틸

아데노신, 5-메틸시티딘, C5 브로모우리딘, C5 플루오로우리딘, C5 아이오도우리딘, C5 프로피닐 우리딘, C5 프

로피닐 시티딘, C5 메틸시티딘, 7 데아자아데노신, 7 데아자구아노신, 8 옥소아데노신, 8 옥소구아노신, O(6)

메틸구아닌, 4-아세틸시티딘, 5-(카르복시히드록시메틸)우리딘, 디히드로우리딘, 메틸수도우리딘, 1-메틸 아데

노신, 1-메틸 구아노신, N6-메틸 아데노신, 및 2-티오시티딘), 화학적으로 변형된 염기, 생물학적으로 변형된

염기 (예를 들어, 메틸화된 염기), 삽입된 염기, 변형된 당 (예를 들어, 2'-플루오로리보스, 리보스, 2'-데옥시

리보스, 2'-O-메틸시티딘, 아라비노스, 및 헥소스), 또는 변형된 포스페이트 기 (예를 들어, 포스포로티오에이

트 및 5' N 포스포르아미다이트 연결)를 포함할 수 있다.

프로테아제 절단 부위[0076]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "프로테아제 절단 부위"는 프로테아제, 즉, 단백질 분해를 촉매하고 단백질을[0077]

더 작은 폴리펩티드 또는 단일 아미노산으로 분해하는 효소에 의해 인식되어 절단되는 아미노산 서열을 지칭한

다.  일부 실시양태에서, 프로테아제 절단 부위는 본원에 기재된 바와 같이 융합 단백질의 절단가능한 링커에

포함된다.  특정 실시양태에서, 프로테아제 절단 부위는 gag-pro  폴리단백질의 프로테아제에 의해 절단된다.

일부 실시양태에서, 프로테아제 절단 부위는 MMLV 프로테아제 절단 부위 또는 FMLV 프로테아제 절단 부위를 포

함한다.   특정  실시양태에서,  프로테아제  절단  부위는  아미노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),

PRSSLYPALTP (서열식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식

별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열 중 하나를 포함한다.  일부 실시양태에서, 프로

테아제 절단 부위는 서열식별번호: 1-8 또는 499-510 중 어느 하나의 아미노산 서열, 또는 서열식별번호: 1-8

또는 499-510 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

단백질, 펩티드 및 폴리펩티드[0078]

용어 "단백질", "펩티드" 및 "폴리펩티드"는 본원에서 상호교환적으로 사용되며, 펩티드 (아미드) 결합에 의해[0079]

함께 연결된 아미노산 잔기의 중합체를 지칭한다.  상기 용어는 임의의 크기, 구조 또는 기능을 갖는 단백질,

펩티드 또는 폴리펩티드를 지칭한다.  전형적으로, 단백질, 펩티드 또는 폴리펩티드는 적어도 3개의 아미노산

길이일 것이다.  단백질, 펩티드 또는 폴리펩티드는 개별 단백질 또는 단백질의 집합을 지칭할 수 있다.  단백

질, 펩티드 또는 폴리펩티드에서 아미노산 중 하나 이상은 예를 들어 화학적 개체, 예컨대 탄수화물 기, 히드록

실 기, 포스페이트 기, 파르네실 기, 이소파르네실 기, 지방산 기, 접합, 관능화 또는 다른 변형을 위한 링커

등을 첨가함으로써 변형될 수 있다.  단백질, 펩티드 또는 폴리펩티드는 또한 단일 분자일 수 있거나 또는 다중

-분자 복합체일 수 있다.  단백질, 펩티드 또는 폴리펩티드는 단지 천연 발생 단백질 또는 펩티드의 단편일 수

있다.  단백질, 펩티드 또는 폴리펩티드는 천연 발생, 재조합 또는 합성, 또는 이들의 임의의 조합일 수 있다.

본원에 제공된 임의의 단백질은 관련 기술분야에 공지된 임의의 방법에 의해 생성될 수 있다.  예를 들어, 본원

에 제공된 단백질은 재조합 단백질 발현 및 정제를 통해 생성될 수 있고, 이는 펩티드 링커를 포함하는 융합 단

백질에 특히 적합하다.  재조합 단백질 발현 및 정제를 위한 방법은 널리 공지되어 있고, [Green and Sambrook,
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Harbor, N.Y. (2012))] (그의 내용은 본원에 참조로 포함됨)에 기재된 것들이 포함된다.

대상체[0080]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "대상체"는 개별 유기체, 예를 들어 개별 포유동물을 지칭한다.  일부 실시양태[0081]

에서, 대상체는 인간이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 비-인간 포유동물이다.  일부 실시양태에서, 대상체는

비-인간 영장류이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 설치류이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 양, 염소, 소,

고양이 또는 개이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 척추동물, 양서류, 파충류, 어류, 곤충, 파리, 또는 선충류

이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 연구 동물이다.  일부 실시양태에서, 대상체는 유전자 조작되며, 예를 들

어 유전자 조작된 비-인간 대상체이다.  대상체는 임의의 성별 및 임의의 발달 단계일 수 있다.

치료[0082]

용어 "치료", "치료하다" 및 "치료하는"은 본원에 기재된 바와 같이 질환 또는 장애, 또는 그의 하나 이상의 증[0083]

상의 진행을 역전시키거나, 완화시키거나, 발생을 지연시키거나 또는 억제하는데 도움이 되는 임상적 개입을 지

칭한다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "치료", "치료하다" 및 "치료하는"은 본원에 기재된 바와 같이 질환

또는 장애, 또는 그의 하나 이상의 증상의 진행을 역전시키거나, 완화시키거나, 발생을 지연시키거나 또는 억제

하는데 도움이 되는 임상적 개입을 지칭한다.  일부 실시양태에서, 치료는 하나 이상의 증상이 발생한 후에 및/

또는 질환이 진단된 후에 투여될 수 있다.  다른 실시양태에서, 치료는 예를 들어 증상의 발생을 예방하거나 또

는 지연시키기 위해 또는 질환의 발생 또는 진행을 억제하기 위해 증상의 부재 시에 투여될 수 있다.  예를 들

어, 치료는 (예를 들어, 증상의 병력에 비추어 및/또는 유전적 또는 다른 민감성 인자에 비추어) 증상의 발생

전에 민감한 개체에게 투여될 수 있다.  치료는 또한 증상이 해결된 후에 예를 들어 그의 재발을 예방하거나 또

는 지연시키기 위해계속될 수 있다.

변이체[0084]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "변이체"는 천연에서 발생하는 것과 상이한 패턴을 갖는 특성을 나타내는 것을[0085]

의미하는 것으로 고려되어야 하며, 예를 들어 변이체 Cas9는 야생형 Cas9 아미노산 서열과 비교하여 아미노산

잔기에서 하나 이상의 변화를 포함하는 Cas9이다.  용어 "변이체"는 참조 서열과 적어도 75%, 적어도 80%, 적어

도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 적어도 99% 동일성을 갖고, 참조 서열과 동일한 또는 실질적으로 동일한

기능적 활성 또는 활성들을 갖는 상동성 단백질을 포함한다.  상기 용어는 또한 참조 서열과 동일한 또는 실질

적으로  동일한  기능적  활성  또는  활성들을  나타내는  참조  서열의  돌연변이체,  말단절단  또는  도메인을

포함한다.

벡터[0086]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "벡터"는 관심 유전자를 코딩하도록 변형될 수 있고, 숙주 세포에 유입되어, 숙[0087]

주 세포 내에서 돌연변이 및 복제된 다음, 복제된 형태의 벡터를 또 다른 숙주 세포에 전달할 수 있는 핵산을

지칭한다.  예시적인 적합한 벡터에는 바이러스 벡터, 예컨대 레트로바이러스 벡터 또는 박테리오파지 및 사상

성 파지, 및 접합성 플라스미드가 포함된다.  추가의 적합한 벡터는 본 개시내용을 기반으로 하여 관련 기술분

야의 기술자에게 자명할 것이다.

바이러스 외피 당단백질[0088]

용어 "바이러스 외피 당단백질"은 바이러스 외피, 즉, 숙주 세포 사이를 이동할 때 바이러스 유전 물질을 보호[0089]

하는 여러 유형의 바이러스의 최외층의 일부를 형성하는 올리고당류-함유 단백질을 지칭한다.  바이러스 외피가

막과 융합하여, 바이러스 입자의 내용물 (예를 들어, 본원에 기재된 바와 같이 BE-VLP를 포함할 수 있음)이 숙

주 세포에 유입되도록, 당단백질은 표적 세포 막 상의 수용체를 인식하고 그에 결합하는 것을 보조할 수 있다.

이 성질은 "친화성"으로도 지칭될 수 있다.  본 개시내용의 BE-VLP (또는 일명 eVLP)에서 사용되는 바이러스 외

피 당단백질은 외피 바이러스로부터의 임의의 당단백질을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피

당단백질은 아데노바이러스 외피 당단백질, 아데노-연관된 바이러스 외피 당단백질, 레트로바이러스 외피 당단

백질, 또는 렌티바이러스 외피 당단백질이다.  특정 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 수포성 구내염 바

이러스 G 단백질 (VSV-G), 개코원숭이 레트로바이러스 외피 당단백질 (BaEVRless), FuG-B2 외피 당단백질, HIV-

1 외피 당단백질, 또는 동종지향성 뮤린 백혈병 바이러스 (MLV) 외피 당단백질이다.

바이러스-유사 입자 (VLP)[0090]

본원에 사용된 바와 같이, 바이러스-유사 입자는 하기를 포함하는 초분자 조립체로 구성된다: (a) 하기를 포함[0091]
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하는 외피: (i) 지질 막 (예를 들어, 단일층 또는 이중층 막) 및 (ii) 바이러스 외피 당단백질, 및 (b) 하기를

포함하는 다중-단백질 코어 영역: (ii) Gag 단백질, (ii) Gag 단백질 및 Pro-Pol을 포함하는 제1 융합 단백질,

및 (iii) 프로테아제-절단가능한 링커를 통해 카고 단백질에 융합된 Gag 단백질을 포함하는 제2 융합 단백질.

다양한 실시양태에서, 카고 단백질은 napDNAbp (예를 들어, Cas9)이다.  다른 실시양태에서, 카고 단백질은 염

기 편집기이다.  다양한 다른 실시양태에서, VLP의 다중-단백질 코어 영역은 하나 이상의 가이드 RNA 분자를 추

가로 포함하며, 이는 napDNAbp 또는 염기 편집기와 복합체화되어 리보핵단백질 (RNP)을 형성한다.  다양한 실시

양태에서, VLP는 VLP의 다양한 단백질 및 핵산 (sgRNA) 성분을 코딩하는 플라스미드 DNA로 일시적으로 형질전환

된 생산자 세포에서 제조된다.  성분들은 세포 막에서 자가 조립되고, 세포로부터 완전히 성숙한 VLP를 방출시

키기 위해 레트로바이러스 버딩의 천연 발생 메카니즘에 따라 버딩된다.  일단 형성되면, Pol-Pro는 Gag-카고

링커 (예를 들어, Gag를 BE RNP 또는 napDNAbp RNP에 연결시키는 링커)를 연결하는 프로테아제-민감성 링커를

절단하여,  경우에  따라  VLP  내에서  BE  RNP  및/또는  napDNAbp  RNA를  방출시킨다.   VLP가  수용자  세포에

투여되고, 상기 세포에 의해 흡수되면, 유리 BE RNP 및/또는 napDNAbp RNA를 비롯한 VLP의 내용물이 방출된다.

일단 세포에 유입되면, RNP는 세포의 뉴클레아제로 전좌될 수 있으며 (특히, NLS가 RNP에 포함되는 경우), 여기

서 가이드 RNA에 의해 지정된 표적 부위에서 DNA 편집이 발생할 수 있다.  다양한 실시양태는 하나 이상의 개선

을 포함한다.

한 실시양태에서, 프로테아제-절단가능한 링커는 v.2 VLP (또는 "2세대" VLP)에 대해 본원에서 입증된 바와 같[0092]

이 VLP 성숙 후에 절단 효율을 개선시키도록 최적화된다.

또 다른 실시양태에서, Gag-카고 융합 (예를 들어, Gag::BE)은 융합 폴리펩티드 단백질의 길이를 따라 하나 이[0093]

상의 위치에서 절단가능한 링커에 의해 연결될 수 있는 하나 이상의 핵 유출 신호를 추가로 포함하며, 이로써

생산자 세포에서 VLP 조립 동안에 Gag-카고 융합이 (경쟁하는 NLS 신호의 존재로 인해) 생산자 세포의 핵에서

축적되지 않고, 대신에 세포질에서 이용가능하게 되어, 세포 막에서 VLP 조립 과정이 진행된다.  생산자 세포로

부터 방출된 후 성숙한 VLP 내부에 유입되면, NES는 Pro-Pol에 의해 절단되어, 이로써 NES로부터 카고 (예를 들

어, napDNAbp 또는 BE)를 분리할 수 있다.  따라서, 수용자 세포에 전달 시, 카고 (예를 들어, 전형적으로 하나

이상의 NLS 요소에 의해 플랭킹된 napDNAbp 또는 BE)는 NES 요소를 포함하지 않을 것이며, 그렇지 않으면 카고

가 뉴클레아제로 수송되지 못하게 하고, 유전자 편집 활성을 방해할 수 있다.  이는 본원에 기재된 v.3 VLP (또

는 "3세대" VLP)로 예시된다.

또 다른 실시양태에서, 본원에 기재된 v.4 VLP (또는 "4세대" VLP)에 의해 입증되는 바와 같이, 본 발명자들은[0094]

VLP로 패키징되는데 이용되는 Gag-카고의 양과 VLP 성숙을 위해 필요한 레트로바이러스 프로테아제 (Gag-Pro-

Pol 융합에서 "Pro")의 양 사이에 균형을 이루는 Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합 단백질의 최적화된 화학량

론 비를 발견하였다.  한 실시양태에서, Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합 단백질의 최적화된 비는 생산자 세

포에  일시적으로  전달되는  각각의  성분을  코딩하는  플라스미드의  적절한  비에  의해  달성된다.   한

실시양태에서, Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합의 화학량론을 조절하기 위해, VLP 생성을 위해 형질감염되는

Gag-카고를 코딩하는 플라스미드 (예를 들어, Gag-3xNES-ABE8e) 대 야생형 MMLV gag-pro-pol 플라스미드의 비

를 변화시켰다.  gag-카고 플라스미드의 양을 v3.4 BE-eVLP를 생성하기 위해 사용되는 원래의 비율보다 높게 증

가시키면 (38% Gag-카고 플라스미드 및 62% gag-pro-pol 플라스미드) 편집 효율이 개선되지 않는다는 것이 발견

되었다 (도 2g).  gag-카고 플라스미드의 비율을 38%에서 25%로 감소시키면 편집 효율이 적당히 개선되었다 (도

2g).  그러나, gag-카고 플라스미드의 비율을 25% 아래로 추가로 감소시키면 편집 효율이 감소되었다 (도 2g).

이들 결과는 최적의 gag-카고:gag-pro-pol 화학량론이 VLP로 패키징되는데 이용되는 gag-카고의 양과 VLP 성숙

에 필요한 MMLV 프로테아제 (gag-pro-pol에서 "pro")의 양 사이에 균형을 이루는 모델과 일치한다.  한 실시양

태에서, 최적화의 이러한 최종 라운드 결과를 통해 4세대 (v4) BE-eVLP 제형이 밝혀졌고 (도 2g), 이는 최적의

gag-BE:gag-pro-pol 화학량론 (25% gag-BE)과 v3.4 BE-eVLP 아키텍처를 조합한다.

일부 실시양태에서, VLP는 특정한 세포 유형으로의 전달을 위해 VLP를 표적화하기 위한 추가의 작용제를 포함한[0095]

다.  예를 들어, 이러한 추가의 표적화제는 VLP의 외부 지질 막 캡슐화 층에 혼입될 수 있다.  일부 실시양태에

서, 추가의 표적화제는 단백질이다.  특정 실시양태에서, 추가의 표적화제는 항체이다.

따라서, 본원에 사용된 바와 같이, 바이러스-유래된 입자는 하나 이상의 바이러스-유래된 단백질(들)에 의해 형[0096]

성된 바이러스-유사 입자를 포함하며, 바이러스-유래된 입자에는 바이러스 게놈이 실질적으로 결여되어 있어서,

수용자 세포에 전달될 때 VLP는 복제 능력이 없다.

야생형[0097]
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본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "야생형"은 숙련자에 의해 이해되는 관련 기술분야의 용어이며, 돌연변이체[0098]

또는 변이체 형태와는 구별되는 바와 같이 천연에서 발생하는 유기체, 균주, 유전자 또는 특징의 전형적인 형태

를 의미한다.

상세한 설명[0099]

본 개시내용은 시험관내에서 및/또는 생체내에서 리보핵단백질 카고, 예컨대 napDNAbp-가이드 RNA 카고 또는 염[0100]

기 편집기-가이드 RNA 카고를 패키징 및 전달하기 위한 조작된 VLP (eVLP) 플랫폼의 개발 및 적용을 기반으로

한다.  염기 편집기-가이드 RNA 리보핵단백질 카고를 전달하는 실시양태에서, eVLP는 염기 편집기 바이러스-유

사 단백질 (BE-VLP)로 지칭될 수 있다.  다양한 실시양태에서, 최적화된 BE-VLP는 다양한 세포 유형에서 최소

표적-이탈 편집으로 고도로 효율적인 염기 편집을 가능하게 한다.  특히, 본원에 기재된 BE-VLP는 핵-유출 서열

(NES) 및 핵 국소화 서열 (NLS) 둘 다 동일한 융합 단백질에 포함되어, 생성 동안 및 전달 동안에 세포의 상이

한 부분으로 융합 단백질의 이동을 촉진시킬 수 있다는 놀라운 발견을 기반으로 한다.  본원에 기재된 BE-VLP는

바이러스 생산자 세포에서 생성되고, BE-VLP 내부의 융합 단백질에서 하나 이상의 NES 서열의 존재로 인해 핵으

로부터 유출된다.  표적 세포에 전달된 후, BE가 VLP로부터 방출될 때 NES는 융합 단백질로부터 절단되어, BE

(하나 이상의 NLS 서열을 포함함)가 표적 세포의 핵에 유입되고, 게놈을 편집할 수 있게 한다.  본 개시내용은

또한 BE의 고도로 효율적인 절단 및 전달을 촉진시키기 위해 염기 편집기의 나머지 부분으로부터 NES 및 VLP 단

백질을 분리하는 프로테아제 절단 부위의 최적화를 기재한다.  최종적으로, 본 개시내용은 또한 BE-VLP 생성의

높은 효율을 보장하는 BE-VLP의 다양한 성분의 비의 최적화를 기재한다.

따라서, 본 개시내용은 염기 편집기 융합 단백질 (BE-VLP)을 전달하기 위한 바이러스-유사 입자 및 이러한 BE-[0101]

VLP를 포함하는 시스템을 제공한다.  본 개시내용은 또한 본원에 기재된 BE-VLP를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를

제공하며, 이는 상기 VLP를 생성하는데 유용할 수 있다.  본원에 기재된 BE-VLP를 표적 세포에 도입시킴으로써

표적 세포의 게놈을 편집하는 방법 또한 본원에 제공된다.  본 개시내용은 또한 본원에 기재된 BE-VLP의 성분을

구성하는 융합 단백질 뿐만 아니라, 폴리뉴클레오티드, 벡터, 세포 및 키트를 제공한다.

eVLP[0102]

다양한 실시양태에서, eVLP (예를 들어, BE-VLP)는 하기를 포함하는 초분자 조립체를 포함한다: (a) 하기를 포[0103]

함하는 포함하는 외피: (i) 지질 막 (예를 들어, 단일층 또는 이중층 막) 및 (ii) 바이러스 외피 당단백질, 및

(b) 외피로 둘러싸이고 하기를 포함하는 다중-단백질 코어 영역: (i) Gag 단백질, (ii) Gag-Pro-Pol 단백질, 및

(iii) 절단가능한 링커 (예를 들어, 프로테아제-절단가능한 링커)를 통해 카고 단백질 (예를 들어, napDNAbp 또

는 BE)에 융합된 Gag 단백질을 포함하는 Gag-카고 융합 단백질.  다양한 실시양태에서, 카고 단백질은 napDNAbp

(예를 들어, Cas9)이다.  다른 실시양태에서, 카고 단백질은 염기 편집기이다.  다양한 다른 실시양태에서, VLP

의 다중-단백질 코어 영역은 하나 이상의 가이드 RNA 분자를 추가로 포함하며, 이는 napDNAbp 또는 염기 편집기

와 복합체화되어 리보핵단백질 (RNP)을 형성한다.  다양한 실시양태에서, VLP는 VLP의 다양한 단백질 및 핵산

(sgRNA) 성분을 코딩하는 플라스미드 DNA로 일시적으로 형질전환된 생산자 세포에서 제조된다.  이론에 구애되

지 않고, 성분들은 세포 막에서 자가 조립되고, 세포로부터 완전히 성숙한 VLP를 방출시키기 위해 천연 발생 버

딩 메카니즘 (예를 들어, 레트로바이러스 버딩 또는 다른 외피 바이러스의 버딩 메카니즘)에 따라 버딩된다.

일단 형성되면, Gag-Pol-Pro는 Gag-카고의 프로테아제-민감성 링커 (즉, [Gag]-[절단가능한 링커]-[카고], 여기

서 카고는 BE-RNP 또는 napDNAbp RNP일 수 있음)를 절단하여, 이로써 경우에 따라 VLP 내에서 BE RNP 및/또는

napDNAbp RNA를 방출시킨다.  따라서, 다양한 실시양태에서, 본 개시내용은 또한 napDNAbp 또는 염기 편집기가

gag 단백질로부터 절단되고 VLP 내에서 방출된 VLP를 제공한다.  예를 들어, 본 개시내용은 지질 막 및 바이러

스 외피 당단백질에 의해 캡슐화된, 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질, 핵산 프로그래밍가

능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp), 및 gag 뉴클레오캡시드 단백질 및 핵 유출 서열 (NES)을 포함하는 융합 단백

질을 포함하는 VLP를 제공한다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용은 절단된 및 절단되지 않은 생성물의 혼합물

을 포함하는 VLP를 제공한다 (즉, gag 단백질로부터 절단된 및 gag 단백질로부터 아직 절단되지 않은 napDNAbp

의 혼합물).  일부 실시양태에서, napDNAbp는 (예를 들어, 염기 편집기를 형성하기 위해) 하나 이상의 추가의

도메인, 예컨대 하나 이상의 NLS 및/또는 데아미나제에 융합된다.

VLP가 수용자 세포에게 투여되고, 상기 수용자 세포에 의해 흡수되면, VLP의 내용물이 방출되며, 예를 들어 BE[0104]

RNP 및/또는 napDNAbp RNP가 방출된다.  일단 세포에 유입되면, RNP는 세포의 뉴클레아제로 전좌될 수 있으며

(특히, NLS가 RNP에 포함되는 경우), 여기서 가이드 RNA에 의해 지정된 표적 부위에서 DNA 편집이 발생할 수 있

다.  다양한 실시양태는 하나 이상의 개선을 제공한다.
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한 실시양태에서, 프로테아제-절단가능한 링커는 v.2 VLP (또는 "2세대" VLP)에 대해 본원에서 입증된 바와 같[0105]

이 VLP 성숙 후 절단 효율을 개선시키도록 최적화된다.

또 다른 실시양태에서, Gag-카고 융합 (예를 들어, Gag-BE)은 융합 폴리펩티드 단백질의 길이를 따라 하나 이상[0106]

의 위치에서 절단가능한 링커에 의해 연결될 수 있는 하나 이상의 핵 유출 신호를 추가로 포함하며, 이로써 생

산자 세포에서 VLP 조립 동안에 Gag-카고 융합이 (경쟁하는 NLS 신호의 존재로 인해) 생산자 세포의 핵에서 축

적되지 않고, 대신에 세포질에서 이용가능하게 되어, 세포 막에서 VLP 조립 과정이 진행된다.  생산자 세포로부

터 방출된 후 성숙한 VLP 내부에 유입되면, NES는 Gag-Pro-Pol에 의해 절단되어, 이로써 NES로부터 카고 (예를

들어, napDNAbp 또는 BE)를 분리할 수 있다.  수용자 세포에 전달 시, 카고 (예를 들어, 전형적으로 하나 이상

의 NLS 요소에 의해 플랭킹된 napDNAbp 또는 BE)는 NES 요소를 포함하지 않을 것이며, 그렇지 않으면 카고가 뉴

클레아제로 수송되지 못하게 하고, 유전자 편집 활성을 방해할 수 있다.  이는 본원에 기재된 v.3 VLP (또는 "3

세대" VLP)로 예시된다.

또 다른 실시양태에서, 본원에 기재된 v.4 VLP (또는 "4세대" VLP)에 의해 입증되는 바와 같이, 본 발명자들은[0107]

VLP로 패키징되는데 이용되는 Gag-카고의 양과 VLP 성숙을 위해 필요한 레트로바이러스 프로테아제 (Gag-Pro-

Pol 융합에서 "Pro")의 양 사이에 균형을 이루는 Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합 단백질의 최적화된 화학량

론 비를 발견하였다.  한 실시양태에서, Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합 단백질의 최적화된 비는 생산자 세

포에  일시적으로  전달되는  각각의  성분을  코딩하는  플라스미드의  적절한  비에  의해  달성된다.   한

실시양태에서, Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합의 화학량론을 조절하기 위해, VLP 생성을 위해 형질감염되는

Gag-카고를 코딩하는 플라스미드 (예를 들어, Gag-3xNES-ABE8e) 대 야생형 MMLV gag-pro-pol 플라스미드의 비

를 변화시켰다.  gag-카고 플라스미드의 양을 v3.4 BE-eVLP를 생성하기 위해 사용되는 원래의 비율보다 높게 증

가시키면 (38% Gag-카고 플라스미드 및 62% gag-pro-pol 플라스미드) 편집 효율이 개선되지 않는다는 것이 발견

되었다 (도 2g).  gag-카고 플라스미드의 비율을 38%에서 25%로 감소시키면 편집 효율이 적당히 개선되었다 (도

2g).  그러나, gag-카고 플라스미드의 비율을 25% 아래로 추가로 감소시키면 편집 효율이 감소되었다 (도 2g).

이들 결과는 최적의 gag-카고:gag-pro-pol 화학량론이 VLP로 패키징되는데 이용되는 gag-카고의 양과 VLP 성숙

에 필요한 MMLV 프로테아제 (gag-pro-pol에서 "pro")의 양 사이에 균형을 이루는 모델과 일치한다.  한 실시양

태에서, 최적화의 이러한 최종 라운드 결과를 통해 4세대 (v4) BE-eVLP 제형이 밝혀졌고 (도 2g), 이는 최적의

gag-BE:gag-pro-pol 화학량론 (25% gag-BE)과 v3.4 BE-eVLP 아키텍처를 조합한다.  일부 실시양태에서, gag-

pro-폴리단백질 대 gag-카고의 비는 대략 10:1,  대략 9:1,  대략 8:1,  대략 7:1,  대략 6:1,  대략 5:1,  대략

4:1, 대략 3:1, 대략 2:1, 대략 1.5:1, 대략 1:1, 또는 대략 0.5:1이다.

따라서, 한 측면에서, 본 개시내용은 (a) 외피, 및 (b) 다중-단백질 코어를 포함하는 eVLP를 제공하며, 여기서[0108]

외피는 지질 막 (예를 들어, 지질 단일층 또는 이중층 막) 및 바이러스 외피 당단백질을 포함하고, 다중-단백질

코어는 Gag  (예를  들어,  레트로바이러스 Gag),  그룹-특이적 항원 (gag)  프로테아제 (pro)  폴리단백질 (즉,

"Gag-Pro-Pol"),  및 Gag-카고 (예를 들어, Gag-napDNAbp  또는 Gag-BE)를 포함하는 융합 단백질을 포함한다.

다양한 실시양태에서, Gag-카고는 리보핵단백질 카고, 예를 들어 가이드 RNA와 복합체화된 napDNAbp 또는 BE를

포함할 수 있다.  더욱 추가의 실시양태에서, Gag-카고 (예를 들어, napDNAbp 또는 BE에 융합된 Gag)는 세포에

서 카고의 세포 위치를 조절하기 위해 하나 이상의 NLS 서열 및/또는 하나 이상의 NES 서열을 포함할 수 있다.

NLS 서열은 세포의 뉴클레아제로 카고의 수송을 용이하게 하여, 편집을 용이하게 할 것이다.  NES는 그 반대일

것이며, 즉, 핵 밖으로 카고를 수송하고/거나 핵 내로 카고의 수송을 방지할 것이다.  특정 실시양태에서, NES

는 절단가능한 링커 (예를 들어, 프로테아제 링커)에 의해 융합 단백질에 커플링될 수 있으며, 이로써 생산자

세포에서 조립 동안에 NES 신호가 세포질에서 카고를 유지시키고, 패키징 과정에서 이용가능하도록 작동한다.

그러나, 성숙한 VLP가 성숙 형태로 생산자 세포로부터 버딩되거나 또는 방출되면, NES에 연결된 절단가능한 링

커가 절단되어, 이로써 NES와 카고의 회합을 제거할 수 있다.  따라서, NES가 없으면, 카고가 그의 NLS 서열을

갖는 뉴클레아제로 전좌되어, 이로써 편집을 용이하게 할 것이다.  다양한 napDNAbp가 본 개시내용의 시스템에

서  사용될  수  있다.   일부  실시양태에서,  napDNAbp는  Cas9  단백질  (예를  들어,  Cas9  닉카제,  데드  Cas9

(dCas9),  또는  본원에 기재된 또  다른  Cas9  변이체)이다.  일부  실시양태에서,  Cas9  단백질은 가이드 RNA

(gRNA)에 결합된다.  융합 단백질은 다른 단백질 도메인, 예컨대 이펙터 도메인을 추가로 포함할 수 있다.  일

부 실시양태에서, 융합 단백질은 데아미나제 도메인 (예를 들어, 아데노신 데아미나제 도메인 또는 시토신 데아

미나제 도메인)을 추가로 포함한다.  특정 실시양태에서, 융합 단백질은 염기 편집기, 예컨대 ABE8e, 또는 본원

에 기재된 또는 관련 기술분야에 공지된 임의의 다른 염기 편집기를 포함한다.

일부 실시양태에서, 융합 단백질은 1개 초과의 NES (예를 들어, 2개의 NES, 3개의 NES, 4개의 NES, 5개의 NES,[0109]
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6개의 NES, 7개의 NES, 8개의 NES, 9개의 NES, 또는 10개 이상의 NES)를 포함한다.  특정 실시양태에서, 융합

단백질은 핵 국소화 서열 (NLS), 또는 1개 초과의 NLS (예를 들어, 2개의 NLS, 3개의 NLS, 4개의 NLS, 5개의

NLS, 6개의 NLS, 7개의 NLS, 8개의 NLS, 9개의 NLS, 또는 10개 이상의 NLS)를 추가로 포함한다.  특정 실시양

태에서, 융합 단백질은 적어도 1개의 NES 및 1개의 NLS를 포함할 수 있다.

본원에 기재된 Gag-카고 융합 단백질은 하나 이상의 절단가능한 링커를 포함한다.  한 실시양태에서, Gag-카고[0110]

융합  단백질은  Gag를  카고에  연결시키는  절단가능한  링커를  포함하며,  이로써 Gag-카고  융합체가 성숙 VLP

(Gag-Pro-Pol 또한 함유함)로 패키징되었을 때, 프로테아제 활성이 Gag-카고 절단가능한 링커를 절단하여, 이로

써  카고를  방출시키도록  한다.   일부  실시양태에서,  절단가능한 링커가 (예를  들어,  Gag-Pro-Pol  단백질에

의해) 절단될 때, NES가 카고 단백질로부터 분리되도록 이러한 위치에 절단가능한 링커가 제공될 수도 있다.

융합 단백질의 이러한 배열은 BE-VLP 생성 동안에 생성 세포의 핵으로부터 융합 단백질이 유출되게 하고, 이후

에 표적 세포에 전달된 후에 NES는 융합 단백질로부터 절단될 수 있거나, 또는 표적 세포에 전달되기 전이지만

VLP로 패키징된 후에 BE를 방출시키고 표적 세포의 핵에 유입되게 할 수 있다.  일부 실시양태에서, 절단가능한

링커는 프로테아제 절단 부위 (예를 들어, 몰로니(Moloney) 뮤린 백혈병 바이러스 (MMLV) 프로테아제 절단 부위

또는 프렌드(Friend) 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) 프로테아제 절단 부위)를 포함한다.  다양한 프로테아제 절

단 부위가 본 개시내용의 융합 단백질에서 사용될 수 있다.  특정 실시양태에서, 프로테아제 절단 부위는 아미

노산  서열  TSTLLMENSS  (서열식별번호:  1),  PRSSLYPALTP  (서열식별번호:  2),  VQALVLTQ  (서열식별번호:  3),

PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식별번호: 1-4 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을

포함한다.  일부 실시양태에서, 프로테아제 절단 부위는 서열식별번호: 1-4 중 하나에 비해 1개의 돌연변이, 2

개의 돌연변이, 3개의 돌연변이, 4개의 돌연변이, 5개의 돌연변이, 또는 5개 초과의 돌연변이를 포함하는 서열

식별번호: 1-4 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 융합 단백질의 절단가능한 링커

는 gag-pro 폴리단백질의 프로테아제에 의해 절단된다.  특정 실시양태에서, BE-VLP가 조립되어 표적 세포로 전

달될 때까지, 융합 단백질의 절단가능한 링커는 gag-pro 폴리단백질의 프로테아제에 의해 절단되지 않는다.  일

부 실시양태에서, 본원에 기재된 BE-VLP의 gag-pro 폴리단백질은 MMLV gag-pro 폴리단백질 또는 FMLV gag-pro

폴리단백질을 포함한다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 BE-VLP에서 융합 단백질의 gag 뉴클레오캡시드 단

백질은 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질 또는 FMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함한다.

특정 실시양태에서, 융합 단백질은 하기 비제한적인 구조를 포함한다:[0111]

[gag  뉴클레오캡시드  단백질]-[1X-3X  NES]-[절단가능한  링커]-[NLS]-[데아미나제  도메인]-[napDNAbp]-[NLS],[0112]

여기서 ]-[는 임의적인 링커 (예를 들어, 아미노산 링커, 또는 본원에 제공된 임의의 링커)를 포함함;

[1X-3X  NES]-[gag  뉴클레오캡시드  단백질]-[절단가능한  링커]-[NLS]-[데아미나제  도메인]-[napDNAbp]-[NLS],[0113]

여기서 ]-[는 임의적인 링커 (예를 들어, 아미노산 링커, 또는 본원에 제공된 임의의 링커)를 포함함; 또는

[gag  뉴클레오캡시드  단백질]-[1X-3X  NES]-[절단가능한  링커]-[NLS]-[데아미나제  도메인]-[napDNAbp]-[NLS]-[0114]

[절단가능한 링커]-[1X-3X NES], 여기서 ]-[는 임의적인 링커 (예를 들어, 아미노산 링커, 또는 본원에 제공된

임의의 링커)를 포함함.

절단가능한 링커가 VLP  내의 프로테아제에 의해 절단된 실시양태에서, VLP는 구조 [gag  뉴클레오캡시드 단백[0115]

질]-[1X-3X NES]를 포함하는 융합 단백질, 및 유리 napDNAbp 또는 염기 편집기를 포함할 수 있다.  특정 실시양

태에서, 염기 편집기는 구조 [NLS]-[데아미나제 도메인]-[napDNAbp]-[NLS]를 포함하며, 여기서 ]-[의 각각의 예

는 임의적인 링커 (예를 들어, 아미노산 링커, 또는 본원에 제공된 임의의 링커)를 포함한다.

일부 실시양태에서, 상기 임의의 구축물은 3X NES를 포함한다.[0116]

본 개시내용에 의해 제공되는 eVLP (예를 들어, BE-VLP)는 바이러스 외피 당단백질을 포함하는 외부 캡슐화 층[0117]

(또는 외피 층)을 포함한다.  본원에 기재된 또는 관련 기술분야에 공지된 임의의 바이러스 외피 당단백질이 본

개시내용의 BE-VLP에서 사용될 수 있다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 아데노바이러스 외피

당단백질, 아데노-연관된 바이러스 외피 당단백질, 레트로바이러스 외피 당단백질, 또는 렌티바이러스 외피 당

단백질이다.  특정 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 레트로바이러스 외피 당단백질이다.  일부 실시양

태에서, 바이러스 외피 당단백질은 수포성 구내염 바이러스 G 단백질 (VSV-G), 개코원숭이 레트로바이러스 외피

당단백질 (BaEVRless),  FuG-B2  외피 당단백질, HIV-1 외피 당단백질, 또는 동종지향성 뮤린 백혈병 바이러스

(MLV) 외피 당단백질이다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 시스템을 특정한 세포 유형 (예를 들

어, 면역 세포, 신경 세포, 망막 색소 상피 세포 등)에 표적시킨다.  예를 들어, 본원에 기재된 eVLP에서 상이
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한 외피 당단백질을 사용하면 그들의 세포 친화성이 변경되어, BE-VLP가 특이적 세포 유형에 표적화되게 할 수

있다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 VSV-G 단백질이고, VSV-G 단백질은 시스템을 망막 색소

상피 (RPE)  세포에 표적화시킨다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 HIV-1  외피 당단백질이고,

HIV-1  외피 당단백질은 시스템을 CD4+  세포에 표적화시킨다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은

FuG-B2 외피 당단백질이고, FuG-B2 외피 당단백질은 시스템을 뉴런에 표적화시킨다.

일반적으로 관심 코딩 핵산을 함유하는 바이러스 벡터 입자를 생성하기 위한 일반적인 방법이 관련 기술분야에[0118]

공지되어 있으며, 관심 코딩 핵산을 함유하지 않지만 단백질 카고 (예를 들어, BE RNP)를 전달하도록 설계된 본

발명에 따른 바이러스-유래된 입자를 생성하는 방법에도 사용될 수 있음을 이해할 것이다.

통상적인 바이러스 벡터 입자는 관련 기술분야에 널리 공지된 레트로바이러스, 렌티바이러스, 아데노바이러스,[0119]

및 아데노-연관된 바이러스 벡터 입자를 포함한다.  사용될 수 있는 다양한 바이러스 벡터 입자의 검토를 위해,

관련 기술분야의 기술자는 특히 [Kushnir  et  al.  (2012,  Vaccine,  Vol.  31:  58-83),  Zeltons  (2013,  Mol

Biotechnol,  Vol.  53:  92-107),  Ludwig  et  al.  (2007,  Curr  Opin  Biotechnol,  Vol.  18(no  6):  537-55)  및

Naskalaska et al. (2015, Vol. 64 (no 1): 3-13)]을 참조할 수 있다.  추가로, 단백질을 세포에 전달하기 위

해 바이러스-유래된 입자를 사용하는 다양한 방법에 대한 참조는 관련 기술분야의 기술자가 [Maetzig et al.

(2012,  Current  Gene  Therapy,  Vol.  12:  389-409)]의 논문, 뿐만 아니라 [Kaczmarczyk  et  al. (2011, Proc

Natl Acad Sci USA, Vol. 108 (no 41): 16998-17003)]의 논문에서 확인한다.

일반적으로, 본 개시내용에 따라 사용되는 바이러스-유사 입자 (바이러스-유사 입자는 "바이러스-유래된 입자"[0120]

로도 지칭될 수 있음)는 하나 이상의 바이러스-유래된 구조 단백질(들) 및/또는 하나 이상의 바이러스-유래된

외피 단백질에 의해 형성된다.

본 발명에 따라 사용되는 바이러스-유사 입자는 그가 유입된 숙주 세포에서 복제 능력이 없다.[0121]

바람직한 실시양태에서, 바이러스-유사 입자는 하나 이상의 레트로바이러스-유래된 구조 단백질(들) 및 임의적[0122]

으로 하나 이상의 바이러스-유래된 외피 단백질(들)에 의해 형성된다.

바람직한  실시양태에서,  바이러스-유래된  구조  단백질은  레트로바이러스  Gag  단백질  또는  그의  펩티드[0123]

단편이다.  관련 기술분야에 공지된 바와 같이, Gag 및 Gag/pol 전구체는 전장 게놈 RNA로부터 폴리단백질로서

발현되고, 이는 기능적 형태를 획득하기 위해 레트로바이러스 프로테아제 (PR)에 의해 매개되는 단백질 분해 절

단을 필요로 한다.  추가로, 레트로바이러스 사이에서 구조적으로 보존된 Gag는 적어도 3개의 단백질 단위: 매

트릭스 단백질 (MA), 캡시드 단백질 (CA) 및 뉴클레오캡시드 단백질 (NC)로 구성되는 반면에, Pol은 레트로바이

러스 프로테아제 (PR), 레트로트랜스크립타제 (RT), 및 인테그라제 (IN)로 구성된다.

일부 실시양태에서, 바이러스-유래된 입자는 레트로바이러스 Gag 단백질을 포함하지만, Pol 단백질은 포함하지[0124]

않는다.

관련 기술분야에 공지된 바와 같이, 렌티바이러스 벡터를 비롯한 레트로바이러스 벡터의 숙주 범위는 위형화로[0125]

공지된 과정에 의해 확장되거나 또는 변경될 수 있다.  위형화된 렌티바이러스 벡터는 다른 외피 바이러스로부

터 유래된 당단백질을 보유하는 바이러스 벡터 입자로 구성된다.  이러한 위형화된 바이러스 벡터 입자는 당단

백질이 유래되는 바이러스 형태의 친화성을 갖는다.

일부 실시양태에서, 바이러스-유사 입자는 특정 진핵생물 세포에 대해 상기 바이러스-유사 입자에 친화성을 부[0126]

여하는 하나 이상의 바이러스 구조 단백질(들) 또는 바이러스 외피 단백질(들)을 포함하는 위형화된 바이러스-

유사 입자이다.  본원에 기재된 위형화된 바이러스-유사 입자는 위형화를 위해 사용되는 바이러스 단백질로서

VSV-G 단백질, 홍역 바이러스 HA 단백질, 홍역 바이러스 F 단백질, 인플루엔자 바이러스 HA 단백질, 몰로니 바

이러스 MLV-A 단백질, 몰로니 바이러스 MLV-E 단백질, 개코원숭이 내인성 레트로바이러스 (BAEV) 외피 단백질,

에볼라 바이러스 당단백질, 및 거품형성 바이러스 외피 단백질, 또는 이들 바이러스 외피 단백질 중 2가지 이상

의 조합을 포함하는 군에서 선택된 바이러스 외피 단백질을 포함할 수 있다.

위형화 바이러스 벡터 입자에 대해 널리 공지된 예시는 수포성 구내염 바이러스 당단백질 (VSV-G)에 의한 바이[0127]

러스 벡터 입자의 위형화로 구성된다.  바이러스 벡터 입자의 위형화에 대해, 관련 기술분야의 기술자는 특히

[Yee et al. (1994, Proc Natl Acad Sci, USA, Vol. 91: 9564-9568) Cronin et al. (2005, Curr Gene Ther,

Vol. 5(no 4): 387-398)]를 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

관심 단백질(들)을 표적 세포에 전달하기 위한 바이러스-유사 입자, 더욱 정확하게는 VSV-G 위형화된 바이러스-[0128]
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유사 입자를 생성하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 [Mangeot et al. (2011, Molecular Therapy, Vol. 19

(no 9): 1656-1666)]를 참조할 수 있다.

일부 실시양태에서, 바이러스-유사 입자는 바이러스 외피 단백질을 추가로 포함하며, (i) 상기 바이러스 외피[0129]

단백질은 바이러스 구조 단백질과 동일한 바이러스로부터 유래하고, 예를 들어 바이러스 Gag 단백질과 동일한

바이러스로부터 유래하거나, 또는 (ii) 상기 바이러스 외피 단백질은 바이러스 구조 단백질이 유래되는 바이러

스와 별개인 바이러스부터 유래하고, 예를 들어 바이러스 Gag 단백질이 유래되는 바이러스와 별개인 바이러스부

터 유래한다.

관련 기술분야의 기술자에 의해 용이하게 이해되는 바와 같이, 본 개시내용에 따라 사용되는 바이러스-유사 입[0130]

자는 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스-유래된 벡터 입자, 소 면역결핍 바이러스-유래된 입자, 유인원 면역결핍 바

이러스-유래된 벡터 입자, 고양이 면역결핍 바이러스-유래된 벡터 입자, 인간 면역결핍 바이러스-유래된 벡터

입자, 말 감염 빈혈 바이러스-유래된 벡터 입자, 염소 관절염 뇌염 바이러스-유래된 벡터 입자, 개코원숭이 내

인성 바이러스-유래된 벡터 입자, 광견병 바이러스-유래된 벡터 입자, 인플루엔자 바이러스-유래된 벡터 입자,

노로바이러스-유래된 벡터 입자, 호흡기 세포융합 바이러스-유래된 벡터 입자, A형 간염 바이러스-유래된 벡터

입자, B형 간염 바이러스-유래된 벡터 입자, E형 간염 바이러스-유래된 벡터 입자, 뉴캐슬 질환 바이러스-유래

된 벡터 입자, 노워크 바이러스-유래된 벡터 입자, 파르보바이러스-유래된 벡터 입자, 유두종 바이러스-유래된

벡터 입자, 효모 레트로트랜스포손-유래된 벡터 입자, 홍역 바이러스-유래된 벡터 입자, 및 박테리오파지-유래

된 벡터 입자를 포함하는 군으로부터 선택될 수 있다.

특히, 본 발명에 따라 사용되는 바이러스-유사 입자는 레트로바이러스-유래된 입자이다.  이러한 레트로바이러[0131]

스는 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스, 소 면역결핍 바이러스, 유인원 면역결핍 바이러스, 고양이 면역결핍 바이러

스, 인간 면역결핍 바이러스, 말 감염 빈혈 바이러스, 및 염소 관절염 뇌염 바이러스 중에서 선택될 수 있다.

또 다른 실시양태에서, 본 개시내용에 따라 사용되는 바이러스-유사 입자는 렌티바이러스-유래된 입자이다.  렌[0132]

티바이러스는 레트로바이러스 과에 속하며, 비-분열 세포를 감염시킬 수 있는 고유의 능력을 갖는다.

이러한 렌티바이러스는 소 면역결핍 바이러스, 유인원 면역결핍 바이러스, 고양이 면역결핍 바이러스, 인간 면[0133]

역결핍 바이러스, 말 감염 빈혈 바이러스, 및 염소 관절염 뇌염 바이러스 중에서 선택될 수 있다.

몰로니 뮤린 백혈병 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 [Sharma et al.[0134]

(1997, Proc Natl Acad Sci USA, Vol. 94: 10803+-10808), Guibingua et al. (2002, Molecular Therapy, Vol.

5(no 5): 538-546)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.  몰로니 뮤린 백혈병 바

이러스-유래된 (MLV-유래된) 벡터 입자는 MLV-A-유래된 벡터 입자 및 MLV-E-유래된 벡터 입자를 포함하는 군에

서 선택될 수 있다.

소 면역결핍 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 [Rasmussen et al. (1990,[0135]

Virology, Vol. 178(no 2): 435-451)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

유인원 면역결핍 바이러스-유래된 벡터 입자, 예컨대 VSV-G 위형화된 SIV 바이러스-유래된 입자를 제조하기 위[0136]

해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Mangeot  et  al.  (2000,  Journal  of  Virology,  Vol.  71(no  18): 8307-

8315),  Negre  et  al.  (2000,  Gene  Therapy,  Vol.  7:  1613-1623)  Mangeot  et  al.  (2004,  Nucleic  Acids

Research, Vol. 32 (no 12), e102)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

고양이 면역결핍 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Saenz et al.[0137]

(2012, Cold Spring Harb Protoc, (1): 71-76; 2012, Cold Spring Harb Protoc, (1): 124-125; 2012, Cold

Spring Harb Protoc, (1): 118-123)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

인간 면역결핍 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Jalaguier et al.[0138]

(2011, PlosOne, Vol. 6(no 11), e28314), Cervera et al. (J Biotechnol, Vol. 166(no 4): 152-165), Tang

et al. (2012, Journal of Virology, Vol. 86(no 14): 7662-7676)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는

본원에 참조로 포함된다.

말 감염 빈혈 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Olsen (1998, Gene[0139]

Ther, Vol. 5(no 11): 1481-1487)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

염소 관절염 뇌염 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Mselli-Lakhal[0140]

et al. (2006, J Virol Methods, Vol. 136(no 1-2): 177-184)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원
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에 참조로 포함된다.

개코원숭이  내인성  바이러스-유래된  벡터  입자를  제조하기  위해,  관련  기술분야의  기술자는  특히  [Girard-[0141]

Gagnepain et al. (2014, Blood, Vol. 124(no 8): 1221-1231)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원

에 참조로 포함된다.

광견병 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해,  관련 기술분야의 기술자는 특히 [Kang  et  al.  (2015,[0142]

Viruses,  Vol.  7:  1134-1152,  doi:10.3390/v7031134),  Fontana  et  al.  (2014,  Vaccine,  Vol.  32(no  24):

2799-27804)] 또는 WO 2012/0618로 공개된 PCT 출원에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포

함된다.

인플루엔자 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Quan et al. (2012,[0143]

Virology,  Vol.  430:  127-135)  및  Latham  et  al.  (2001,  Journal  of  Virology,  Vol.  75(no  13):  6154-

6155)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

노로바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Tome-Amat et al., (2014,[0144]

Microbial Cell Factories, Vol. 13: 134-142)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함

된다.

호흡기 세포융합 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Walpita et al.[0145]

(2015, PlosOne, DOI: 10.1371/journal.pone.0130755)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조

로 포함된다.

B형 간염 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Hong et al. (2013,[0146]

Vol. 87(no 12): 6615-6624)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

E형 간염 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Li  et  al.  (1997,[0147]

Journal of Virology, Vol. 71(no 10): 7207-7213)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로

포함된다.

뉴캐슬 질환 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Murawski et al.[0148]

(2010, Journal of Virology, Vol. 84(no 2): 1110-1123)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참

조로 포함된다.

노워크 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Herbst-Kralovetz et al.[0149]

(2010, Expert Rev Vaccines, Vol. 9(no 3): 299-307)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조

로 포함된다.

파르보바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해, 관련 기술분야의 기술자는 특히 [Ogasawara et al. (2006,[0150]

In Vivo, Vol. 20: 319-324)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본원에 참조로 포함된다.

유두종 바이러스-유래된 벡터 입자를 제조하기 위해,  관련 기술분야의 기술자는 특히 [Wang  et  al.  (2013,[0151]

Expert Rev Vaccines, Vol. 12(no 2): doi:10.1586/erv.12.151)]에 개시된 방법을 참조할 수 있으며, 이는 본

원에 참조로 포함된다.

본원에서 사용되는 바이러스-유사 입자는 Gag 단백질이며, 가장 바람직하게는 라우스 육종 바이러스 (RSV), 고[0152]

양이 면역결핍 바이러스 (FIV), 유인원 면역결핍 바이러스 (SIV), 몰로니 백혈병 바이러스 (MLV), 및 인간 면역

결핍 바이러스 (HIV-1 및 HIV-2), 특히 유형 1의 인간 면역결핍 바이러스 (HIV-1)로 이루어진 군으로부터 선택

된 바이러스로부터 기원하는 Gag 단백질이다.

일부 실시양태에서, 바이러스-유사 입자는 또한 하나 이상의 바이러스 외피 단백질(들)을 포함할 수 있다.  하[0153]

나 이상의 바이러스 외피 단백질(들)의 존재는 관련 기술분야에 공지된 바와 같이 표적화되는 세포에 대한 더욱

특이적인 친화성을 상기 바이러스-유래된 입자에 부여할 수 있다.  하나 이상의 바이러스 외피 단백질(들)은 레

트로바이러스로부터의 외피 단백질, 비-레트로바이러스 바이러스로부터의 외피 단백질, 및 이들 바이러스 외피

단백질과 다른 펩티드 또는 단백질의 키메라로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.  관심 비-렌티바이러스 외

피 당단백질은 림프구성 맥락수막염 바이러스 (LCMV) 균주 WE54 외피 당단백질이다.  이들 외피 당단백질은 레

트로바이러스 유래된 벡터에 의해 형질도입될 수 있는 세포의 범위를 증가시킨다.

napDNAbp[0154]
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다양한 실시양태에서, 본원에 개시된 BE-VLP 뿐만 아니라, 본원에 기재된 BE-VLP의 코어 성분을 구성하는 융합[0155]

단백질은 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp)을 포함한다.

다양한 실시양태에서, BE-VLP 및 융합 단백질은 야생형 Cas9 서열, 예를 들어 하기 나타낸 바와 같이 서열식별[0156]

번호: 13의 정규 스트렙토코쿠스 피오게네스(Streptococcus pyogenes) Cas9 서열을 갖는 napDNAbp 도메인을 포

함할 수 있다:

[0157]

다른 실시양태에서, BE-VLP  및 융합 단백질은 변형된 Cas9  서열, 예를 들어 하기 나타낸 바와 같이 야생형[0158]

SpCas9 (서열식별번호: 13)에 비해 H840A 치환을 갖는 서열식별번호: 14의 스트렙토코쿠스 피오게네스 Cas9의

닉카제 변이체를 갖는 napDNAbp 도메인을 포함할 수 있다:

[0159]

본원에 기재된 BE-VLP 및 융합 단백질은 상기 기재된 임의의 변형된 Cas9 서열, 또는 그와 적어도 80%, 적어도[0160]

85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 그의 임의의 변이체를 포함할 수 있다.  일

부 실시양태에서, 본원에 기재된 염기 편집기 융합 단백질은 상응하는 아미노산 위치에서 본원에 기재된 돌연변

이 중 하나 이상에 의해 변형될 수 있는 임의의 하기 다른 야생형 SpCas9 서열을 포함한다:
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[0161]
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[0162]

공개특허 10-2024-0112361

- 43 -



[0163]
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[0164]
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[0165]

본원에 기재된 BE-VLP 및 융합 단백질은 임의의 상기 SpCas9 서열, 또는 그와 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도[0166]

90%, 적어도 95%, 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 그의 임의의 변이체를 포함할 수 있다.  다른 실시양태

에서, Cas9  단백질은 에스. 피오게네스로부터의 정규 Cas9와 상이한 또 다른 박테리아 종으로부터의 야생형

Cas9 오르토로그일 수 있다.  예를 들어, 하기 Cas9 오르토로그의 변형된 버전은 H840A 또는 야생형 SpCas9에서

임의의 다른 관심 아미노산에 상응하는 위치에서 돌연변이를 만들어서 본 명세서에 기재된 BE-VLP 및 융합 단백

질과 관련하여 사용될 수 있다.  또한, 임의의 하기 오르토로그와 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도

95%, 또는 적어도 99% 서열 동일성을 갖는 임의의 변이체 Cas9 오르토로그 또한 염기 편집기와 함께 사용될 수

있다.
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[0167]

공개특허 10-2024-0112361

- 47 -



[0168]
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[0169]
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[0170]
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[0171]

[0172]

본원에 기재된 BE-VLP 및 융합 단백질에서 사용되는 napDNAbp는 임의의 적합한 상동체 및/또는 오르토로그 또는[0173]

천연 발생 효소, 예컨대 Cas9를 포함할 수 있다.  Cas9  상동체 및/또는 오르토로그는 에스. 피오게네스 및

에스. 써모필루스를 비롯하여 이로 제한되지 않는 다양한 종에서 기재되었다.  Cas 모이어티는 닉카제로서 구성

될 수 있으며 (예를 들어, 돌연변이 유발되거나, 재조합적으로 조작되거나, 또는 천연으로부터 달리 수득될 수

있으며), 즉, 표적 이중-가닥 DNA의 단일 가닥만을 절단할 수 있다.  추가의 적합한 Cas9 뉴클레아제 및 서열은

본 개시내용을 기반으로 하여 관련 기술분야의 기술자에게 자명할 것이고, 이러한 Cas9 뉴클레아제 및 서열에는
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[Chylinski,  Rhun,  and  Charpentier,  "The  tracrRNA  and  Cas9  families  of  type  II  CRISPR-Cas  immunity

systems" (2013) RNA Biology 10:5, 726-737] (그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함됨)에 개시된 유기체 및

로커스로부터의  Cas9  서열이  포함된다.   일부  실시양태에서,  Cas9  뉴클레아제는  불활성  (예를  들어,

불활성화된) DNA 절단 도메인을 가지며; 즉, Cas9는 닉카제이다.  일부 실시양태에서, Cas9 단백질은 상기 표에

서 Cas9 오르토로그 중 어느 하나에 의해 제공된 Cas9 단백질의 아미노산 서열과 적어도 85%, 적어도 90%, 적어

도 92%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일한 아미노산

서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 VLP는 임의의 Cas9 등가물을 표적 세포에 전달하기 위해 사용될 수 있다.[0174]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "Cas9 등가물"은 그의 아미노산 일차 서열 및/또는 그의 3차원 구조가 진화론적

관점에서 상이하고/거나 관련이 없을 수 있음에도 불구하고 Cas9와 동일한 기능을 하는 임의의 napDNAbp 단백질

을 포함하는 광범위한 용어이다.  따라서, Cas9 등가물에 진화론적으로 관련이 있는 본원에 기재되거나 또는 포

함되는 임의의 Cas9 오르토로그, 상동체, 돌연변이체, 또는 변이체가 포함되지만, Cas9 등가물은 Cas9와 동일한

또는 유사한 기능을 갖도록 수렴 진화 과정을 통해 진화되었을 수 있지만, 아미노산 서열 및/또는 3차원 구조와

관련하여 반드시 임의의 유사성을 갖지는 않는 단백질을 또한 포함한다.  Cas9 등가물이 수렴 진화를 통해 발생

하는 단백질을 기반으로 할 수 있음에도 불구하고, 본원에 기재된 VLP는 Cas9와 동일한 또는 유사한 기능을 제

공하는 임의의 Cas9 등가물을 전달하기 위해 사용될 수 있다.  예를 들어, Cas9가 CRISPR-Cas 시스템의 유형 II

효소를 나타내는 경우, Cas9 등가물은 CRISPR-Cas 시스템의 유형 V 또는 유형 VI 효소를 나타낼 수 있다.

예를 들어, Cas12e (CasX)는 보고에 따르면 Cas9와 동일한 기능을 갖지만, 수렴 진화를 통해 진화된 Cas9 등가[0175]

물이다.  따라서, 본원에 기재된 VLP를 사용하여 전달되도록 [Liu et al., "CasX enzymes comprise a distinct

family of RNA-guided genome editors," Nature, 2019, Vol.566: 218-223]에 기재된 Cas12e (CasX) 단백질이

고려된다.  또한, Cas12e (CasX)의 임의의 변이체 또는 변형이 고려될 수 있으며, 본 개시내용의 범주 내에 있

다.

Cas9는 매우 다양한 종에서 진화된 박테리아 효소이다.  그러나, 본원에서 고려되는 Cas9 등가물은 또한 박테리[0176]

아와 상이한 단일-세포 원핵생물 미생물의 도메인 및 킹덤을 구성하는 고세균으로부터 수득될 수 있다.

일부 실시양태에서, Cas9  등가물은 Cas12e  (CasX)  또는 Cas12d  (CasY)를 지칭할 수 있으며, 이는 예를 들어[0177]

[Burstein  et  al.,  "New  CRISPR-Cas  systems  from  uncultivated  microbes."  Cell  Res.  2017  Feb  21.  Doi:

10.1038/cr.2017.21]에 기재되었고, 그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함된다.  게놈-분석 메타게놈을 이용하

여, 고세균 생물 도메인에서 최초로 보고된 Cas9를 비롯하여 수많은 CRISPR-Cas 시스템이 확인되었다.  이러한

분기하는 Cas9 단백질은 활성 CRISPR-Cas 시스템의 일부로서 거의 연구되지 않은 나노고세균에서 발견되었다.

박테리아에서, 이전에 공지되지 않은 2가지 시스템: CRISPR- Cas12e 및 CRISPR- Cas12d가 발견되었으며, 이는

지금까지 발견된 가장 컴팩트한 시스템이다.  일부 실시양태에서, Cas9는 Cas12e, 또는 Cas12e의 변이체를 지칭

한다.  일부 실시양태에서, Cas9는 Cas12d, 또는 Cas12d의 변이체를 지칭한다.  다른 RNA-가이드된 DNA 결합 단

백질이 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp)로서 사용될 수 있으며, 본 개시내용의 범주 내에 있

음을  이해해야  한다.   [Liu  et  al.,  "CasX  enzymes  comprises  a  distinct  family  of  RNA-guided  genome

editors," Nature, 2019, Vol.566: 218-223] 또한 참조한다.  임의의 이들 Cas9 등가물은 본 개시내용에 의해

고려된다.

일부 실시양태에서, Cas9 등가물은 천연 발생 Cas12e (CasX) 또는 Cas12d (CasY) 단백질과 적어도 85%, 적어도[0178]

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적

어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, napDNAbp는 천연 발생

Cas12e (CasX) 또는 Cas12d (CasY) 단백질이다.  일부 실시양태에서, napDNAbp는 야생형 Cas 모이어티 또는 본

원에 제공된 임의의 Cas 모이어티와 적어도 85%,  적어도 90%,  적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도

94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일한 아미노산 서열

을 포함한다.

다양한 실시양태에서, 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질에는 비제한적으로 Cas9  (예를 들어, dCas9  및[0179]

nCas9), Cas12e (CasX), Cas12d (CasY), Cas12a (Cpf1), Cas12b1 (C2c1), Cas13a (C2c2), Cas12c (C2c3), 아

르고노트, 및 Cas12b1이 포함된다.  Cas9에 비해 상이한 PAM 특이성을 갖는 핵산 프로그래밍가능한 DNA-결합 단

백질의 한 예는 프레보텔라(Prevotella) 및 프란시셀라(Francisella) 1로부터의 클러스터링된 규칙적 간격의 짧

은 회문식 반복부 (즉, Cas12a (Cpf1))이다.  Cas9와 유사하게, Cas12a (Cpf1)는 또한 클래스 2 CRISPR 이펙터

공개특허 10-2024-0112361

- 52 -



이지만, 효소의 유형 II 하위 그룹이 아니라 유형 V 하위 그룹의 구성원이다.  Cas12a (Cpf1)가 Cas9와 구별되

는 특징으로 강건한 DNA 간섭을 매개하는 것으로 나타났다.  Cas12a (Cpf1)는 tracrRNA가 결여된 단일 RNA-가이

드된 엔도뉴클레아제이며, 이는 T-풍부 프로토스페이서-인접 모티프 (TTN, TTTN, 또는 YTN)를 활용한다.  더욱

이, Cpf1은 엇갈린 DNA 이중-가닥 파손을 통해 DNA를 절단한다.  16개의 Cpf1-패밀리 단백질 중에서, 아시다미

노코쿠스(Acidaminococcus) 및 라크노스피라세아에(Lachnospiraceae)로부터의 2가지 효소가 인간 세포에서 효율

적인 게놈-편집 활성을 갖는 것으로 나타났다.  Cpf1 단백질은 관련 기술분야에 공지되어 있으며, 예를 들어 이

전에 [Yamano et al., "Crystal structure of Cpf1 in complex with guide RNA and target DNA." Cell (165)

2016, p. 949-962]에 기재되었으며; 그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함된다.

더욱 다른 실시양태에서, Cas 단백질에는 임의의 CRISPR 연관된 단백질, 예컨대 비제한적으로 Cas12a, Cas12b1,[0180]

Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (Csn1 및 Csx12로도 공지됨), Cas10, Csy1,

Csy2, Csy3, Cse1, Cse2, Csc1, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5,

Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4,

이들의 상동체, 또는 이들의 변형된 버전이 포함될 수 있고, 바람직하게는 닉카제 돌연변이 (예를 들어, 서열식

별번호: 13의 야생형 Cas9 폴리펩티드의 D10A 돌연변이에 상응하는 돌연변이)를 포함한다.

다양한 다른 실시양태에서, napDNAbp는 임의의 하기 단백질일 수 있다: Cas9, Cas12a (Cpf1), Cas12e (CasX),[0181]

Cas12d (CasY), Cas12b1 (C2c1), Cas13a (C2c2), Cas12c (C2c3), GeoCas9, CjCas9, Cas12g, Cas12h, Cas12i,

Cas13b, Cas13c, Cas13d, Cas14, Csn2, xCas9, SpCas9-NG, 순환 치환된 Cas9, 또는 아르고노트 (Ago) 도메인,

또는 이들의 변이체.

본원에 기재된 VLP는 또한 가이드 뉴클레오티드 서열-프로그래밍가능한 DNA-결합 단백질 도메인으로서 사용될[0182]

수 있는 Cas12a (Cpf1) (dCpf1) 변이체의 전달을 위해 사용될 수 있다.  Cas12a (Cpf1) 단백질은 Cas9의 RuvC

도메인과  유사한  RuvC-유사  엔도뉴클레아제  도메인을  갖지만,  HNH  엔도뉴클레아제  도메인은  갖지  않으며,

Cas12a (Cpf1)의 N-말단은 Cas9의 알파-나선 인식 로브를 갖지 않는다.  Cas12a (Cpf1)의 RuvC-유사 도메인이

DNA 가닥 둘 다의 절단을 담당하고, RuvC-유사 도메인의 불활성화가 Cas12a (Cpf1) 뉴클레아제 활성을 불활성화

시킨다는 것이 [Zetsche et al., Cell, 163, 759-771, 2015] (이는 본원에 참조로 포함됨)에 나타나 있다.

일부 실시양태에서, napDNAbp는 미생물 CRISPR-Cas 시스템의 단일 이펙터이다.  미생물 CRISPR-Cas 시스템의 단[0183]

일 이펙터에는 비제한적으로 Cas9, Cas12a (Cpf1), Cas12b1 (C2c1), Cas13a (C2c2), 및 Cas12c (C2c3)가 포함

된다.  전형적으로, 미생물 CRISPR-Cas 시스템은 클래스 1 및 클래스 2 시스템으로 나뉘어 진다.  클래스 1 시

스템은 다중-서브유닛 이펙터 복합체를 갖는 반면에, 클래스 2 시스템은 단일 단백질 이펙터를 갖는다.  예를

들어, Cas9 및 Cas12a (Cpf1)는 클래스 2 이펙터이다.  Cas9 및 Cas12a (Cpf1) 외에도, 3가지 별개의 클래스 2

CRISPR-Cas  시스템  (Cas12b1,  Cas13a,  및  Cas12c)이  [Shmakov  et  al.,  "Discovery  and  Functional

Characterization of Diverse Class 2 CRISPR Cas Systems", Mol. Cell, 2015 Nov 5; 60(3): 385-397]에 기재

되어 있으며, 그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함된다.

2가지 시스템, Cas12b1 및 Cas12c의 이펙터는 Cas12a와 관련된 RuvC-유사 엔도뉴클레아제 도메인을 함유한다.[0184]

제3 시스템, Cas13a는 2개의 예측된 HEPN  Rnase  도메인을 갖는 이펙터를 함유한다.  Cas12b1에 의한 CRISPR

RNA의 생성과는 달리 성숙 CRISPR RNA의 생성은 tracrRNA-독립적이다.  Cas12b1은 DNA 절단을 위해 CRISPR RNA

및 tracrRNA 둘 다에 의존한다.  박테리아 Cas13a는 그의 RNA-활성화된 단일-가닥 RNA 분해 활성과는 별개로

CRISPR  RNA  성숙을 위한 고유의 Rnase  활성을 갖는 것으로 나타났다.   이들 Rnase  기능은 서로 상이하고,

Cas12a의 CRISPR RNA-프로세싱 거동과도 상이하다.  예를 들어, [East-Seletsky, et al., "Two distinct Rnase

activities  of  CRISPR-Cas13a  enable  guide-RNA  processing  and  RNA  detection",  Nature,  2016  Oct

13;538(7624):270-273]을  참조하며,  그의  전체  내용은  본원에  참조로  포함된다.   렙토트리키아  샤히이

(Leptotrichia shahii)에서 Cas13a의 시험관내 생화학적 분석을 통해, Cas13a가 단일 CRISPR RNA에 의해 가이

드되고, 상보성 프로토스페이서를 운반하는 ssRNA 표적을 절단하도록 프로그래밍될 수 있는 것으로 나타났다.

2개의 보존된 HEPN 도메인에서 촉매적 잔기는 절단을 매개한다.  촉매적 잔기에서의 돌연변이는 촉매적으로 불

활성인  RNA-결합  단백질을  생성한다.   예를  들어,  [Abudayyeh  et  al.,  "C2c2  is  a  single-component

programmable RNA-guided RNA-targeting CRISPR effector", Science, 2016 Aug 5; 353(6299)]을 참조하며, 그

의 전체 내용은 본원에 참조로 포함된다.

알리시클로바실루스 아시도테라스트리스(Alicyclobaccillus  acidoterrastris)  Cas12b1  (AacC2c1)의 결정 구조[0185]

는 키메라 단일-분자 가이드 RNA (sgRNA)와의 복합체에서 보고되었다.  예를 들어, [Liu et al., "C2c1-sgRNA
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Complex Structure Reveals RNA-Guided DNA Cleavage Mechanism", Mol. Cell, 2017 Jan 19;65(2):310-322]를

참조하며, 그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함된다.  결정 구조는 삼원 복합체로서 표적 DNA에 결합된 알리시

클로바실루스  아시도테라스트리스  C2c1에서  또한  보고되었다.   예를  들어,  [Yang  et  al.,  "PAM-dependent

Target DNA Recognition and Cleavage by C2c1 CRISPR-Cas endonuclease", Cell, 2016 Dec 15;167(7):1814-

1828]을  참조하며,  그의  전체  내용은  본원에  참조로  포함된다.   표적  및  비-표적 DNA  가닥  둘  다를  갖는

AacC2c1의 촉매 능력이 있는 형태는 단일 RuvC 촉매적 포켓 내에 독립적으로 위치하게 포획되었고, C2c1-매개된

절단은 표적 DNA의 엇갈린 7개 뉴클레오티드 파손을 생성한다.  C2c1 삼원 복합체 및 이전에 확인된 Cas9 및

Cpf1 대응물의 구조적 비교는 CRISPR-Cas9 시스템에 의해 사용되는 메카니즘의 다양성을 입증한다.

일부 실시양태에서, napDNAbp는 C2c1,  C2c2  또는 C2c3  단백질일 수 있다.  일부 실시양태에서, napDNAbp는[0186]

C2c1  단백질이다.   일부  실시양태에서,  napDNAbp는  Cas13a  단백질이다.   일부  실시양태에서,  napDNAbp는

Cas12c 단백질이다.  일부 실시양태에서, napDNAbp는 천연 발생 Cas12b1 (C2c1), Cas13a (C2c2) 또는 Cas12c

(C2c3) 단백질과 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적

어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  일부

실시양태에서, napDNAbp는 천연 발생 Cas12b1 (C2c1), Cas13a (C2c2), 또는 Cas12c (C2c3) 단백질이다.

다른 프로그래밍가능한 뉴클레아제[0187]

본원에 기재된 다양한 실시양태에서, 본원에 개시된 VLP는 napDNAbp, 예컨대 Cas9 단백질을 단독으로 또는 융합[0188]

단백질 (예를 들어, 염기 편집기)의 일부로서 전달하기 위해 사용된다.  이들 단백질은 gRNA의 스페이서 부분에

상보성인 서열을 갖고 필요한 PAM 서열을 또한 갖는 DNA 상의 표적 부위로 Cas9 단백질을 가이드하는 가이드

RNA와 복합체를 형성함으로써 "프로그래밍가능"하다.  그러나, 본원에서 구상된 특정 실시양태에서, napDNAbp는

본원에 기재된 VLP를 사용하여 표적 세포에 전달될 수 있는 상이한 유형의 프로그래밍가능한 단백질, 예컨대 아

연 핑거 뉴클레아제 (ZFN) 또는 전사 활성화제-유사 이펙터 뉴클레아제 (TALEN)로 치환될 수 있다.

따라서, 본원에 기재된 VLP를 이용하여 전달하는데 적합한 뉴클레아제가 반드시 핵산 표적화 분자 (예컨대 가이[0189]

드 RNA)에 의해 "프로그래밍"될 필요는 없으며, 오히려 DNA-결합 도메인, 예컨대 특히 뉴클레아제의 특이성을

정의함으로써 프로그래밍될 수 있는 것으로 고려된다.  napDNAbp 모이어티와 마찬가지로, 표적 DNA의 한 가닥만

이  절단되도록  이러한  대안적인  프로그래밍가능한  뉴클레아제가  변형되는  것이  바람직할  수  있다.   달리

말하면, 프로그래밍가능한 뉴클레아제는 닉카제로서 기능할 수 있다.

적합한 대안적인 프로그래밍가능한 뉴클레아제는 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  TALENS는 TAL 이펙터[0190]

DNA 결합 도메인을 DNA 절단 도메인에 융합시킴으로써 생성된 인공 제한 효소이다.  이들 시약은 효율적이고 프

로그래밍가능하며 특이적인 DNA  절단을 가능하게 하고, 현장에서 게놈 편집을 위한 강력한 도구를 나타낸다.

전사 활성화제-유사 이펙터 (TALE)는 실제로 임의의 DNA 서열에 결합하도록 신속하게 조작될 수 있다.  본원에

사용된 바와 같이, 용어 TALEN은 광범위하며, 또 다른 TALEN의 도움없이 이중 가닥 DNA를 절단할 수 있는 단량

체 TALEN을 포함한다.  용어 TALEN은 또한 동일한 부위에서 DNA를 절단하기 위해 함께 작동하도록 조작된 TALEN

쌍의 구성원 중 하나 또는 둘 다를 지칭하기 위해 사용된다.  함께 작동하는 TALEN은 DNA의 방향성을 참조하여

좌측-TALEN 및 우측-TALEN으로 지칭될 수 있다.  미국 일련 번호 12/965,590; 미국 일련 번호 13/426,991 (미

국  특허  번호  8,450,471);  미국  일련  번호  13/427,040  (미국  특허  번호  8,440,431);  미국  일련  번호

13/427,137 (미국 특허 번호 8,440,432); 및 미국 일련 번호 13/738,381을 참조하며, 이들 모두는 그들의 전문

이 본원에 참조로 포함된다.  또한, TALENS는 WO 2015/027134, U.S. 9,181,535, [Boch et al., "Breaking the

Code of DNA Binding Specificity of TAL-Type III Effectors", Science, vol. 326, pp. 1509-1512 (2009),

Bogdanove et al., TAL Effectors: Customizable Proteins for DNA Targeting, Science, vol. 333, pp. 1843-

1846  (2011),  Cade  et  al.,  "Highly  efficient  generation  of  heritable  zebrafish  gene  mutations  using

homo- and heterodimeric TALENs", Nucleic Acids Research, vol. 40, pp. 8001-8010 (2012), 및 Cermak et

al., "Efficient design and assembly of custom TALEN and other TAL effector-based constructs for DNA

targeting", Nucleic Acids Research, vol. 39, No. 17, e82 (2011)]에 기재되어 있으며, 이들 각각은 본원에

참조로 포함된다.

아연 핑거 뉴클레아제는 대안적인 프로그래밍가능한 뉴클레아제로도 사용될 수 있으며, 본원에 기재된 VLP를 이[0191]

용하여 전달될 수 있다.  TALENS와 마찬가지로, ZFN 단백질은 닉카제로서 기능하도록 변형될 수 있고, 즉, 표적

DNA의 한 가닥만을 절단하도록 ZFN을 조작할 수 있다.  ZFN 단백질은 관련 기술분야에서, 예를 들어 [Carroll

et al., "Genome Engineering with Zinc-Finger Nucleases," Genetics, Aug 2011, Vol. 188: 773-782; Durai
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et al., "Zinc finger nucleases: custom-designed molecular scissors for genome engineering of plant and

mammalian  cells,"  Nucleic  Acids  Res,  2005,  Vol.  33:  5978-90;  및  Gaj  et  al.,  "ZFN,  TALEN,  and

CRISPR/Cas-based methods for genome engineering," Trends Biotechnol. 2013, Vol.31: 397-405]에 광범위하

게 기재되어 있으며, 이들 각각은 그들의 전문이 본원에 참조로 포함된다.

데아미나제 도메인[0192]

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 BE-VLP 및 융합 단백질은 (예를 들어, 염기 편집기가 VLP에 캡슐화되고 전달[0193]

될 때) 데아미나제 도메인을 추가로 포함한다.  데아미나제 도메인은 시토신 데아미나제 도메인 또는 아데노신

데아미나제 도메인일 수 있다.

일부 실시양태에서, C를 T로 전환시키는 염기 편집기는 시토신 데아미나제를 포함한다.  "시토신 데아미나제"는[0194]

화학 반응 "시토신 + H2O → 우라실 + NH3" 또는 "5-메틸-시토신 + H2O → 티민 + NH3"을 촉매하는 효소를 지칭

한다.  반응식으로부터 명백할 수 있듯이, 이러한 화학 반응은 C에서 U/T로의 핵염기 변화를 일으킨다.  유전자

의 맥락에서, 이러한 뉴클레오티드 변화 또는 돌연변이는 단백질에서 아미노산 변화를 일으킬 수 있고, 이는 단

백질 기능, 예를 들어 기능 상실 또는 기능 획득에 영향을 미칠 수 있다.  일부 실시양태에서, C에서 T로의 염

기 편집기는 시토신 데아미나제에 융합된 dCas9 또는 nCas9를 포함한다.  일부 실시양태에서, 시토신 데아미나

제 도메인은 dCas9 또는 nCas9의 N-말단에 융합된다.

적합한 시토신 데아미나제 도메인의 비제한적인 예가 서열식별번호: 33-56으로서 하기에 제공된다.[0195]

[0196]
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[0199]

일부 실시양태에서, 염기 편집기는 A를 G로 전환시킨다.  일부 실시양태에서, 염기 편집기는 아데노신 데아미나[0200]

제를 포함한다.  "아데노신 데아미나제"는 퓨린 대사에 관여하는 효소이다.  이는 음식물로부터 아데노신의 분

해를 위해 및 조직에서 핵산의 전환을 위해 필요하다.  인간에서 그의 주요 기능은 면역계의 발달 및 유지이다.

아데노신 데아미나제는 DNA의 맥락에서 아데노신의 가수분해성 탈아미노화를 촉매한다 (이노신을 형성하여, G로

서 염기 쌍을 형성함).  DNA에 대해 작용하는 공지된 아데노신 데아미나제는 없다.  대신에, 공지된 아데노신

데아미나제 효소는 RNA (tRNA 또는 mRNA)에 대해서만 작용한다.  DNA 기질을 수용하고, dA를 데옥시이노신으로

탈아미노화시키며, 본원에서 아데노신 핵염기 편집기에서 사용되는 진화된 데옥시아데노신 데아미나제 효소는

예를 들어 2017년 8월 3일에 출원된 PCT 출원 PCT/US2017/045381 (WO 2018/027078로 공개됨), PCT 출원 번호

PCT/US2019/033848  (WO  2019/226953으로  공개됨),  2019년  5월  23일에  출원된  PCT  출원  번호

PCT/US2019/033848, 및 2020년 4월 17일에 출원된 PCT 출원 번호 PCT/US2020/028568에 기재되어 있으며; 이들

각각은 본원에 참조로 포함된다.  기질로서 DNA를 수용하는 진화된 아데노신 데아미나제의 비제한적인 예는 하

기에 제공된다.  일부 실시양태에서, 아데노신 데아미나제는 임의의 하기 아미노산 서열, 또는 임의의 하기 아

미노산 서열과 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 99%, 또는

적어도 99.9% 동일한 아미노산 서열을 포함한다:

공개특허 10-2024-0112361

- 58 -



[0201]
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[0208]

[0209]

염기 편집기[0210]

일부 측면에서, 본 개시내용은 염기 편집기를 전달하기 위한 eVLP 및 융합 단백질을 제공한다.  염기 편집기는[0211]

관련 기술분야에 공지되어 있고, 본원에 기재된 BE-VLP는 이미 공지되었거나 또는 추후에 개발될 임의의 염기

편집기를 전달하기 위해 사용될 수 있다.  전달을 위해 고려되는 염기 편집기는 본원에 제공된 염기 편집기 서

열 중 어느 하나와 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%,

적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일한 아미노산 서열을 포

함할 수 있다.

일부 측면에서, 본 개시내용의 BE-VLP는 napDNAbp 도메인, 및 C:G 핵염기 쌍의 시토신 핵염기를 우라실로 효소[0212]
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적으로 탈아미노화시키는 시토신 데아미나제 도메인을 포함하는 시티딘 염기 편집기 (CBE)를 포함한다.  우라실

은 후속적으로 세포의 DNA 복구 및 복제 기구에 의해 티민 (T)으로 전환될 수 있다.  반대쪽 가닥 상의 미스매

칭된 구아닌 (G)은 후속적으로 세포의 DNA 복구 및 복제 기구에 의해 아데닌 (A)으로 전환될 수 있다.  이러한

방식으로, 표적 C:G 핵염기 쌍은 궁극적으로 T:A 핵염기 쌍으로 전환된다.

일부 측면에서, 본 개시내용의 BE-VLP는 시티딘 염기 편집기의 사용을 포함한다.  예시적인 시티딘 염기 편집기[0213]

에는 BE3, BE3.9max, BE4max, BE4-SaKKH, BE3.9-NG, BE3.9-NRRH, 또는 BE4max-VRQR이 포함되나 이로 제한되지

않는다.  다른 시티딘 염기 편집기는 관련 기술분야에 공지되어 있으며, 관련 기술분야의 통상의 기술자는 시티

딘 염기 편집기가 본 개시내용의 BE-VLP를 이용하여 전달될 수 있음을 인식할 것이다.

본원에 기재된 BE-VLP에서 CBE는 하나 이상의 핵 국소화 신호 (NLS) 및/또는 하나 이상의 우라실 글리코실라제[0214]

억제제 (UGI) 도메인을 추가로 포함할 수 있다.  따라서, 염기 편집기는 하기 구조를 포함할 수 있다: NH2-[제1

핵 국소화 서열]-[시토신 데아미나제 도메인]-[napDNAbp 도메인]-[제1 UGI 도메인]-[제2 UGI 도메인]-[제2 핵

국소화 서열]-COOH, 여기서 "]-["의 각각의 예는 임의적인 링커 서열의 존재를 나타냄.  예시적인 CBE는 NH2-

[NLS]-[시토신 데아미나제]-[Cas9 닉카제]-[UGI 도메인]-[UGI 도메인]-[NLS]-COOH 구조를 갖는 "BE4max" 아키

텍처를 포함하는 구조를 가질 수 있고, 최적화된 핵 국소화 신호를 가지며, napDNAbp 도메인은 Cas9 닉카제를

포함한다.  이 BE4max 구조는 [Koblan et al., Nat Biotechnol. 2018;36(9):843-846] (본원에 참조로 포함됨)

에서 보고된 바와 같이 인간 세포에서의 발현을 위해 최적화된 코돈 용법을 갖는 것으로 보고되었다.

다른 실시양태에서, CBE는 Cas9 닉카제 이외의 Cas9 변이체, 예컨대 SpCas9-NG, xCas9, 또는 원형 과돌연변이체[0215]

CP1028을 포함하는 napDNAbp 도메인을 함유하는 변형된 BE4max 아키텍처를 포함하는 구조를 가질 수 있다.  따

라서, 예시적인 CBE는 하기 구조를 포함할 수 있다: NH2-[NLS]-[시토신 데아미나제]-[xCas9]-[UGI 도메인]-[UGI

도메인]-[NLS]-COOH;  또는  NH2-[NLS]-[시토신  데아미나제]-[SpCas9-NG]-[UGI  도메인]-[UGI  도메인]-[NLS]-

COOH, 여기서 "]-["의 각각의 예는 임의적인 링커 서열의 존재를 나타냄.

본원에 개시된 BE-VLP에서 CBE는 변형된 (또는 진화된) 시토신 데아미나제 도메인, 예컨대 확장된 PAM 서열을[0216]

인식하고, 5'-GC 표적의 탈아미노화 효율을 개선시켰고/거나, 더 좁은 표적 윈도우에서 편집하는 데아미나제 도

메인을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 개시된 시티딘 염기 편집기는 진화된 핵산 프로그래밍가능한 DNA

결합 단백질 (napDNAbp), 예컨대 진화된 Cas9를 포함한다.

예시적인 시티딘 염기 편집기는 본원에 개시되고, 본원에 개시된 아미노산 서열 중 어느 하나와 적어도 85%, 적[0217]

어도 90%, 적어도 95%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일한 아미노산 서열을 또한 포함할 수 있

다.  특정한 실시양태에서, 시티딘 염기 편집기는 본원에 개시된 CBE 서열 중 어느 하나와 적어도 90% 동일한

아미노산 서열을 포함한다.  특정한 실시양태에서, 개시된 시티딘 핵염기 편집기는 본원에 개시된 CBE 서열 중

어느 하나의 아미노산 서열을 포함한다.  C에서 T로의 핵염기 편집기의 비제한적인 예는 하기에 제공된다:
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[0241]

일부 측면에서, 본 개시내용의 BE-VLP는 아데닌 염기 편집기를 포함한다.  예시적인 아데닌 핵염기 편집기에는[0242]

ABE7.10  (또는 ABEmax),  ABE8e,  ABE8e-SaKKH,  ABE8e-NG,  ABE-xCas9,  ABE7.10-SaKKH,  ABE7.10-NG,  ABE7.10-

VRQR, ABE7.10-VQR, ABE8e-NRTH, ABE8e-NRRH, ABE8e-VQR, 또는 ABE8e-VRQR이 포함되나 이로 제한되지 않는다.

특정 실시양태에서, BE-VLP에 의해 전달되는 아데닌 염기 편집기는 ABE8e 또는 ABE7.10이다.  ABE8e는 때때로

본원에서 "ABE8" 또는 "ABE8.0"으로 지칭된다.  ABE8e 염기 편집기 및 그의 변이체는 TadA-8e 아데노신 데아미

나제 단량체 (단량체 형태) 또는 TadA-8e 아데노신 데아미나제 동종이량체 또는 이종이량체 (이량체 형태)를 함

유하는 아데노신 데아미나제 도메인을 포함할 수 있다.  다른 ABE는 A 핵염기를 탈아미노화시키기 위해 사용될

수 있다.

본 개시내용의 일부 측면은 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp) 및 적어도 2개의 아데노신 데아[0243]

미나제 도메인을 포함하는 융합 단백질을 제공한다.  임의의 특정한 이론에 구애되기를 바라지 않지만, 아데노

신 데아미나제의 이량체화 (예를 들어, 시스 또는 트랜스)는 융합 단백질이 핵산 염기를 변형시키는, 예를 들어

아데닌을 탈아미노화시키는 능력 (예를 들어, 효율)을 개선시킬 수 있다.  일부 실시양태에서, 임의의 융합 단

백질은 2, 3, 4 또는 5개의 아데노신 데아미나제 도메인을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 본원에 제공된

임의의 융합 단백질은 2개의 아데노신 데아미나제를 포함한다.  일부 실시양태에서, 본원에 제공된 임의의 융합

단백질은 2개의 아데노신 데아미나제만을 함유한다.  일부 실시양태에서, 아데노신 데아미나제는 동일하다.  일

부 실시양태에서, 아데노신 데아미나제는 본원에 제공된 임의의 아데노신 데아미나제이다.  일부 실시양태에서,

아데노신 데아미나제는 상이하다.

일부 실시양태에서, 제1 아데노신 데아미나제, 제2 아데노신 데아미나제, 및 napDNAbp를 갖는 예시적인 융합 단[0244]

백질의 일반적인 아키텍처는 하기 구조 중 어느 하나를 포함하며, 여기서 NLS는 핵 국소화 서열 (예를 들어, 본
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원에 제공된 임의의 NLS)이고, NH2는 융합 단백질의 N-말단이고, COOH는 융합 단백질의 C-말단이다: NH2-[제1

아데노신  데아미나제]-[제2  아데노신  데아미나제]-[napDNAbp]-COOH;  NH2-[제1  아데노신  데아미나제]-

[napDNAbp]-[제2 아데노신 데아미나제]-COOH; NH2-[napDNAbp]-[제1 아데노신 데아미나제]-[제2 아데노신 데아미

나제]-COOH;  NH2-[제2  아데노신 데아미나제]-[제1 아데노신 데아미나제]-[napDNAbp]-COOH;  NH2-[제2 아데노신

데아미나제]-[napDNAbp]-[제1 아데노신 데아미나제]-COOH; NH2-[napDNAbp]-[제2 아데노신 데아미나제]-[제1 아

데노신 데아미나제]-COOH.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 융합 단백질은 링커를 포함하지 않는다.  일부 실시양태에서, 링커는 도메인[0245]

또는 단백질 (예를 들어, 제1 아데노신 데아미나제, 제2 아데노신 데아미나제, 및/또는 napDNAbp) 중 하나 이상

의 사이에 존재한다.  일부 실시양태에서, 상기 일반적인 아키텍처에서 사용된 "]-["는 임의적인 링커의 존재를

나타낸다.  제1 아데노신 데아미나제, 제2 아데노신 데아미나제, napDNAbp, 및 NLS를 포함하는 예시적인 융합

단백질이 제공된다: NH2-[NLS]-[제1  아데노신 데아미나제]-[제2 아데노신 데아미나제]-[napDNAbp]-COOH;  NH2-

[제1  아데노신  데아미나제]-[NLS]-[제2  아데노신  데아미나제]-[napDNAbp]-COOH;  NH2-[제1  아데노신  데아미나

제]-[제2 아데노신 데아미나제]-[NLS]-[napDNAbp]-COOH; NH2-[제1 아데노신 데아미나제]-[제2 아데노신 데아미

나제]-[napDNAbp]-[NLS]-COOH;  NH2-[NLS]-[제1  아데노신 데아미나제]-[napDNAbp]-[제2 아데노신 데아미나제]-

COOH;  NH2-[제1  아데노신 데아미나제]-[NLS]-[napDNAbp]-[제2 아데노신 데아미나제]-COOH;  NH2-[제1 아데노신

데아미나제]-[napDNAbp]-[NLS]-[제2  아데노신 데아미나제]-COOH;  NH2-[제1  아데노신 데아미나제]-[napDNAbp]-

[제2 아데노신 데아미나제]-[NLS]-COOH; NH2-[NLS]-[napDNAbp]-[제1 아데노신 데아미나제]-[제2 아데노신 데아

미나제]-COOH;  NH2-[napDNAbp]-[NLS]-[제1  아데노신  데아미나제]-[제2  아데노신  데아미나제]-COOH;  NH2-

[napDNAbp]-[제1 아데노신 데아미나제]-[NLS]-[제2 아데노신 데아미나제]-COOH; NH2-[napDNAbp]-[제1 아데노신

데아미나제]-[제2 아데노신 데아미나제]-[NLS]-COOH; NH2-[NLS]-[제2 아데노신 데아미나제]-[제1 아데노신 데아

미나제]-[napDNAbp]-COOH; NH2-[제2 아데노신 데아미나제]-[NLS]-[제1 아데노신 데아미나제]-[napDNAbp]-COOH;

NH2-[제2 아데노신 데아미나제]-[제1 아데노신 데아미나제]-[NLS]-[napDNAbp]-COOH; NH2-[제2 아데노신 데아미

나제]-[제1  아데노신  데아미나제]-[napDNAbp]-[NLS]-COOH;  NH2-[NLS]-[제2  아데노신  데아미나제]-

[napDNAbp]-[제1 아데노신 데아미나제]-COOH; NH2-[제2 아데노신 데아미나제]-[NLS]-[napDNAbp]-[제1 아데노신

데아미나제]-COOH; NH2-[제2 아데노신 데아미나제]-[napDNAbp]-[NLS]-[제1 아데노신 데아미나제]-COOH; NH2-[제

2 아데노신 데아미나제]-[napDNAbp]-[제1 아데노신 데아미나제]-[NLS]-COOH; NH2-[NLS]-[napDNAbp]-[제2 아데노

신 데아미나제]-[제1 아데노신 데아미나제]-COOH; NH2-[napDNAbp]-[NLS]-[제2 아데노신 데아미나제]-[제1 아데

노신  데아미나제]-COOH;  NH2-[napDNAbp]-[제2  아데노신  데아미나제]-[NLS]-[제1  아데노신  데아미나제]-COOH;

NH2-[napDNAbp]-[제2 아데노신 데아미나제]-[제1 아데노신 데아미나제]-[NLS]-COOH.

예시적인 ABE에는 비제한적으로 하기 융합 단백질이 포함된다.[0246]

일부 실시양태에서, A에서 G로의 염기 편집기는 NH2-[제2  아데노신 데아미나제]-[제1 아데노신 데아미나제]-[0247]

[dCas9]-COOH의 구조를 포함한다.  일부 실시양태에서, 제2 아데노신 데아미나제는 야생형 ecTadA (서열식별번

호: 153)이다.  일부 실시양태에서, 링커는 각각의 도메인 사이에서 사용된다.  일부 실시양태에서, 링커는 32

개 아미노산 길이이고, SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS (서열식별번호: 306)의 아미노산 서열을 포함한다.

예시적인 아데닌 염기 편집기는 아미노산 서열 서열식별번호: 153-203 중 어느 하나와 적어도 85%, 적어도 90%,[0248]

적어도 95%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 적어도 99.5% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  특정한 실시양태

에서, 개시된 아데닌 염기 편집기는 임의의 서열식별번호: 153-203과 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함

한다.  특정한 실시양태에서, 개시된 아데닌 염기 편집기는 임의의 서열식별번호: 153-203의 아미노산 서열을

포함한다.
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A에서 G로의 염기 편집기의 비제한적인 예는 서열식별번호: 153-203으로서 하기에 제공된다.[0249]

[0250]
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[0286]

[0287]

핵 국소화 서열 (NLS)[0288]

다양한 실시양태에서, 본원에 기재된 BE-VLP에 의해 전달되는 융합 단백질은 하나 이상의 핵 국소화 서열 (NL[0289]

S)을 포함할 수 있으며, 이는 세포 핵으로 단백질의 전좌를 촉진시키는데 도움이 된다.  이러한 서열은 관련 기

술분야에 널리 공지되어 있으며, 하기 예가 포함될 수 있다:
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[0290]

상기  NLS의  예는  비제한적이다.   본원에  기재된  BE-VLP에  의해  전달되는  융합  단백질은  [Cokol  et  al.,[0291]

"Finding nuclear localization signals," EMBO Rep., 2000, 1(5): 411-415 및 Freitas et al., "Mechanisms

and Signals for the Nuclear Import of Proteins," Current Genomics, 2009, 10(8): 550-7] (이들 각각은 본

원에 참조로 포함됨)에 기재된 임의의 것들을 비롯하여 임의의 공지된 NLS 서열을 포함할 수 있다.

다양한 실시양태에서, 본원에 개시된 융합 단백질, 융합 단백질을 코딩하는 구축물, 및 BE-VLP는 하나 이상의,[0292]

바람직하게는 적어도 2개의 핵 국소화 서열을 추가로 포함한다.  특정 실시양태에서, 융합 단백질은 적어도 2개

의 NLS를 포함한다.  적어도 2개의 NLS를 갖는 실시양태에서, NLS는 동일한 NLS일 수 있거나, 또는 이들은 상이

한 NLS일 수 있다.  일부 실시양태에서, NLS 중 하나 이상은 이분절 NLS ("bpNLS")이다.  특정 실시양태에서,

개시된 융합 단백질은 2개의 이분절 NLS를 포함한다.  일부 실시양태에서, 개시된 융합 단백질은 2개 초과의 이

분절 NLS를 포함한다.

NLS 융합의 위치는 융합 단백질의 N-말단, C-말단 또는 서열 내에서 (예를 들어, 코딩된 napDNAbp 성분 (예를[0293]

들어,  Cas9)과  데아미나제 도메인 (예를 들어,  아데노신 또는 시토신 데아미나제)  사이에 삽입됨)  있을 수

있다.

NLS는 관련 기술분야에 공지된 임의의 NLS 서열일 수 있다.  NLS는 또한 핵 국소화를 위해 추후에 발견될 임의[0294]

의 NLS일 수 있다.  NLS는 또한 임의의 천연 발생 NLS 또는 임의의 비-천연 발생 NLS (예를 들어, 하나 이상의

원하는 돌연변이를 갖는 NLS)일 수 있다.

용어 "핵 국소화 서열" 또는 "NLS"는 예를 들어 핵 수송에 의해 세포 핵으로 단백질의 유입을 촉진시키는 아미[0295]

노산 서열을 지칭한다.  핵 국소화 서열은 관련 기술분야에 공지되어 있고, 숙련된 기술자에게 자명할 것이다.

예를 들어,  NLS  서열은 2000년  11월  23일에  출원된 플랭크(Plank)  등의  국제  PCT  출원 PCT/EP2000/011690

(2001년 5월 31일에 WO/2001/038547로 공개됨)에 기재되어 있으며, 그의 내용은 본원에 참조로 포함된다.  일부

실시양태에서, NLS는 아미노산 서열 PKKKRKV (서열식별번호: 204), MDSLLMNRRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLC (서열식별

번호: 206), KRTADGSEFESPKKKRKV (서열식별번호: 215), 또는 KRTADGSEFEPKKKRKV (서열식별번호: 216)을 포함한

다.  다른 실시양태에서, NLS는 아미노산 서열 NLSKRPAAIKKAGQAKKKK (서열식별번호: 217), PAAKRVKLD (서열식

별번호: 209), RQRRNELKRSF (서열식별번호: 218), 또는 NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY (서열식별번

호: 219)를 포함한다.

본 개시내용의 한 측면에서, 염기 편집기 또는 다른 융합 단백질은 하나 이상의 핵 국소화 서열 (NLS), 바람직[0296]

하게는 적어도 2개의 NLS에 의해 변형될 수 있다.  특정 실시양태에서, 융합 단백질은 2개 이상의 NLS에 의해

변형된다.  본 개시내용은 본원의 개시 시점에 관련 기술분야에 공지된 임의의 핵 국소화 서열, 또는 본원의 출

원 시점 이후에 최신 기술에서 확인되거나 또는 달리 이용가능한 임의의 핵 국소화 서열의 사용을 고려한다.

대표적인 핵 국소화 서열은 서열이 발현되는 세포의 핵으로 단백질을 안내하는 펩티드 서열이다.  핵 국소화 신

호는 주로 염기성이고, 단백질의 아미노산 서열 거의 어디에서나 위치할 수 있고, 일반적으로 4개 아미노산

([Autieri & Agrawal, (1998) J. Biol. Chem. 273: 14731-37], 본원에 참조로 포함됨) 내지 8개 아미노산의 짧

은 서열을 포함하며, 전형적으로 리신 및 아르기닌 잔기가 풍부하다 ([Magin  et  al.,  (2000) Virology 274:

11-16], 본원에 참조로 포함됨).  핵 국소화 서열은 종종 프롤린 잔기를 포함한다.  다양한 핵 국소화 서열이

확인되었고, 생물학적 분자를 세포질에서 세포 핵으로 수송하기 위해 사용되어 왔다.  예를 들어, [Tinland et

al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:7442-46; Moede et al., (1999) FEBS Lett. 461:229-34]를 참

조하며, 이는 본원에 참조로 포함된다.  전좌는 현재 핵공 단백질을 수반하는 것으로 여겨진다.

대부분의 NLS는 3가지 일반적인 그룹으로 분류될 수 있다: (i) SV40 대형 T 항원 NLS (PKKKRKV (서열식별번호:[0297]
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204))로 예시되는 단일분절 NLS; (ii) 다양한 수의 스페이서 아미노산에 의해 분리된 2개의 염기성 도메인으로

이루어지고,  크세노푸스  뉴클레오플라스민(Xenopus  nucleoplasmin)  NLS  (KRXXXXXXXXXXKKKL  (서열식별번호:

220))로 예시되는 이분절 모티프; 및 (iii) 비정규 서열, 예컨대 hnRNP Al 단백질, 인플루엔자 바이러스 핵단백

질 NLS, 및 효모 Gal4 단백질 NLS의 M9 (Dingwall and Laskey 1991).

핵 국소화 서열은 단백질의 아미노산 서열의 다양한 지점에서 나타난다.  NLS는 단백질의 N-말단, C-말단 및 중[0298]

심 영역에서 확인되었다.  따라서, 본 개시내용은 융합 단백질의 C-말단 및/또는 N-말단에서 뿐만 아니라 내부

영역에서 하나 이상의 NLS에 의해 변형될 수 있는 융합 단백질을 제공한다.  성분 NLS 잔기로서 기능하지 않는

더 긴 서열의 잔기는 예를 들어 강장적으로 또는 입체적으로 핵 국소화 신호 자체를 방해하지 않도록 선택되어

야 한다.  따라서, NLS-포함 서열의 조성에 엄격한 제한이 없지만, 실제로 이러한 서열은 길이 및 조성에 있어

서 기능적으로 제한될 수 있다.

본 개시내용은 융합 단백질이 하나 이상의 NLS를 포함하도록 변형시키는 임의의 적합한 수단을 고려한다.  한[0299]

측면에서, 융합 단백질은 그의 N-말단 또는 그의 C-말단 (또는 둘 다)에서 하나 이상의 NLS에 번역적으로 융합

되는 융합 단백질을 발현하도록, 즉, 염기 편집기-NLS 융합 구축물을 형성하도록 조작될 수 있다.  다른 실시양

태에서, 융합 단백질-코딩 뉴클레오티드 서열은 코딩된 염기 편집기의 내부 영역에서 하나 이상의 NLS를 코딩하

는 리딩 프레임을 혼입하도록 유전적으로 변형될 수 있다.  또한, NLS는 염기 편집기와 N-말단, C-말단 또는 내

부-부착된 NLS 아미노산 서열 사이에, 예를 들어 단백질의 중심 영역에서 코딩된 다양한 아미노산 링커 또는 스

페이서 영역을 포함할 수 있다.  따라서, 본 개시내용은 또한 다른 성분들 중에서 염기 편집기 및 하나 이상의

NLS를 포함하는 융합 단백질을 발현하기 위한 뉴클레오티드 구축물, 벡터, 및 숙주 세포를 제공한다.

본원에 기재된 BE-VLP에 의해 전달되는 융합 단백질은 또한 하나 이상의 링커, 예를 들어 중합체, 아미노산, 핵[0300]

산, 다당류, 화학물질 또는 핵산 링커 요소를 통해 염기 편집기에 연결된 핵 국소화 서열을 포함할 수 있다.

본 개시내용의 고려 범주 내에 있는 링커는 임의의 제한을 갖는 것으로 의도되지 않으며, 임의의 적합한 유형의

분자 (예를 들어, 중합체, 아미노산, 다당류, 핵산, 지질, 또는 임의의 합성 화학적 링커 도메인)일 수 있고,

염기 편집기와 하나 이상의 NLS 사이에 결합 (예를 들어, 공유 연결, 수소 결합)을 형성하는 임의의 적합한 전

략에 의해 염기 편집기에 연결될 수 있다.

핵 유출 서열 (NES)[0301]

다양한 실시양태에서, 본원에 기재된 BE-VLP에 의해 전달되는 융합 단백질은 하나 이상의 핵 유출 서열 (NES)을[0302]

포함할 수 있으며, 이는 세포 핵 밖으로 단백질의 전좌를 촉진시키는데 도움이 된다.  핵 유출 서열 (또는 핵

유출 신호)은 핵 국소화 신호 (NLS)와 반대인 기능을 갖는다.  이러한 서열은 관련 기술분야에 널리 공지되어

있으며 (예를 들어, [Xu  et  al.,  "Sequence  and  structural  analyses  of  nuclear  export  signals  in  the

NESdb database," Mol. Biol. Cell, 2012, 23(18): 3677-3693], 그의 내용은 본원에 참조로 포함됨), 하기 예

가 포함될 수 있다:
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[0304]

상기  NES의  예는  비제한적이다.   본원에  기재된  BE-VLP에  의해  전달되는  융합  단백질은  [Xu,  D.  et  al.[0305]

Sequence  and  structural  analyses  of  nuclear  export  signals  in  the  NESdb  database.  Mol.  Biol.  Cell.

2012,  23(18),  3677-3693;  Fung,  H.  Y.  J.  et  al.  Structural  determinants  of  nuclear  export  signal

orientation in binding to exportin CRM1. eLife. 2015, 4:e10034; 및 Kosugi, S. et al. Nuclear Export

Signal Consensus Sequences Defined Using a Localization-based Yeast Selection System. Traffic. 2008,

9(12), 2053-2062] (이들 각각은 본원에 참조로 포함됨)에 기재된 임의의 것들을 비롯하여 임의의 공지된 NES

서열을 포함할 수 있다.

다양한 실시양태에서, 본원에 개시된 융합 단백질, 융합 단백질을 코딩하는 구축물, 및 BE-VLP는 하나 이상의,[0306]

바람직하게는 적어도 3개의 핵 유출 서열을 추가로 포함한다.  특정 실시양태에서, 융합 단백질은 적어도 3개의

NES를 포함한다.  적어도 3개의 NES를 갖는 실시양태에서, NES는 동일한 NES일 수 있거나, 또는 이들은 상이한

NES일 수 있다.  특정의 다른 실시양태에서, 융합 단백질, 융합 단백질을 코딩하는 구축물, 및 BE-VLP는 적어도

1개, 적어도 2개, 적어도 3개, 적어도 4개, 적어도 5개, 적어도 6개, 적어도 7개, 적어도 8개, 적어도 9개, 적

어도 10개 이상의 NES를 포함할 수 있다.  일반적으로, 하나 이상의 NES는 생산자 세포의 세포질에서 각각 검출

가능한 양으로 BE-VLP 단백질 (예를 들어, gag-카고)의 축적을 유도하기에 충분한 강도를 갖는다.

NES 융합의 위치는 융합 단백질의 N-말단, C-말단 또는 서열의 내부에서 (예를 들어, 코딩된 napDNAbp 성분 (예[0307]

를 들어, Cas9)과 gag 뉴클레오캡시드 단백질 사이에 삽입됨) 있을 수 있다.  특정 바람직한 실시양태에서, NES

(또는 다중 NES, 예를 들어 3개의 NES)는 napDNAbp와 gag 뉴클레오캡시드 단백질 사이에 위치하여, 융합 단백질

을 표적 세포에 전달 시 이들이 napDNAbp로부터 절단될 수 있게 한다.  NES 서열은 바람직하게는 절단가능한 링

커, 예컨대 프로테아제-절단가능한 링커 (예를 들어, Gag-Pro-Pol)를 통해 융합 단백질에 연결될 수 있다.  이

러한 방식으로, 본원에 기재된 4세대 eVLP에서 나타나는 바와 같이, VLP 성숙 후에 NES가 카고 단백질 (예를 들

어, BE 또는 napDNAbp)로부터 절단되어, 수용자 세포에 전달 시 BE 및/또는 napDNAbp 카고가 핵으로 자유롭게

전좌될 수 있게 한다.
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NES는 관련 기술분야에 공지된 임의의 NES 서열이다.  NES는 또한 핵 유출을 위해 추후에 발견될 임의의 NES일[0308]

수 있다.  NES는 또한 임의의 천연 발생 NES 또는 임의의 비-천연 발생 NES (예를 들어, 하나 이상의 원하는 돌

연변이를 갖는 NES)일 수 있다.

용어 "핵 유출 서열" 또는 "NES"는 예를 들어 핵 수송에 의해 세포 핵으로부터 단백질의 유출을 촉진시키는 아[0309]

미노산  서열을  지칭한다.   핵  유출  서열은  관련  기술분야에  공지되어  있으며,  숙련된  기술자에게  자명할

것이다.

본 개시내용의 한 측면에서, 염기 편집기 또는 다른 융합 단백질은 하나 이상의 핵 유출 서열 (NES), 바람직하[0310]

게는 적어도 3개의 NES에 의해 변형될 수 있다.  특정 실시양태에서, 융합 단백질은 2개 이상, 3개 이상, 5개

이상, 6개 이상, 7개 이상, 8개 이상, 9개 이상 또는 10개 이상의 NES에 의해 변형된다.  본 개시내용은 본원의

개시 시점에서 관련 기술분야에 공지된 임의의 핵 유출 서열, 또는 본원의 출원 시점 후에 최신 기술에서 확인

되거나 또는 달리 이용가능한 임의의 핵 유출 서열의 사용을 고려한다.  대표적인 핵 유출 서열은 서열이 발현

되는 세포의 핵 밖으로 단백질을 안내하는 펩티드 서열이다.  NES는 일반적으로 서열 LXXXLXXLXL에서 소수성 아

미노산 잔기를 함유하며, 여기서 L은 소수성 잔기 (빈번하게는 류신)이고, X는 임의의 아미노산을 나타낸다.

핵 유출 서열은 종종 류신 잔기를 포함한다.

본원에 기재된 BE-VLP에 의해 전달되는 융합 단백질은 또한 하나 이상의 링커, 예를 들어 중합체, 아미노산, 핵[0311]

산, 다당류, 화학물질 또는 핵산 링커 요소를 통해 염기 편집기에 연결되는 핵 유출 서열을 포함할 수 있다.

본 개시내용의 고려 범주 내에 있는 링커는 임의의 제한을 갖는 것으로 의도되지 않으며, 임의의 적합한 유형의

분자 (예를 들어, 중합체, 아미노산, 다당류, 핵산, 지질, 또는 임의의 합성 화학적 링커 도메인)일 수 있고,

염기 편집기와 하나 이상의 NES 사이에 결합 (예를 들어, 공유 연결, 수소 결합)을 형성하는 임의의 적합한 전

략에 의해 염기 편집기에 연결될 수 있다.  일부 실시양태에서, 하나 이상의 NES와 염기 편집기를 연결하는 링

커는 본원에서 추가로 기재되는 절단가능한 링커이며, 이로써 하나 이상의 NES는 예를 들어 염기 편집기를 표적

세포에 전달 시 염기 편집기로부터 절단될 수 있다.

다양한 실시양태에서, 예를 들어 단백질 카고 (예를 들어, Gag-BE)가 생산자 세포에서 VLP 생성 과정 동안에[0312]

(핵이 아니라) 세포질에서 축적된다는 것을 확인하기 위해, 세포질 및/또는 핵에서 BE-VLP 단백질의 축적을 모

니터링하는 것이 유용할 수 있다.  다른 실시양태에서, 예를 들어 BE 전달을 위해 eVLP를 수용하는 수용자 세포

에서 전달된 BE가 실제로 뉴클레아제로 수송되어, 거기서 DNA를 편집할 수 있다는 것을 확인하기 위해, 핵 및/

또는 뉴클레아제에서 BE-VLP 단백질의 축적을 모니터링하는 것이 유용할 수 있다.  핵 또는 세포질에서 축적의

검출은 경우에 따라 임의의 적합한 기술에 의해 수행될 수 있다.  예를 들어, 세포 내의 위치가 시각화될 수 있

도록, 예컨대 핵의 위치를 검출하기 위한 수단 (예를 들어, 핵에 특이적인 염색, 예컨대 DAPI)과 조합되어, 검

출가능한 마커가 BE에 융합될 수 있다.  검출가능한 마커의 예에는 형광 단백질 (예컨대 녹색 형광 단백질, 또

는 GFP; RFP; CFP), 및 에피토프 태그 (HA 태그, 플래그 태그, SNAP 태그)가 포함된다.  세포 핵은 또한 세포로

부터 단리될 수 있으며, 그의 내용물은 단백질 검출을 위한 임의의 적합한 과정, 예컨대 면역조직화학, 웨스턴

블롯, 또는 효소 활성 검정에 의해 분석될 수 있다.

링커[0313]

본원에 기재된 융합 단백질 및 BE-VLP는 하나 이상의 링커를 포함할 수 있다.  상기 정의된 바와 같이, 본원에[0314]

사용된 용어 "링커"는 2개의 분자 또는 모이어티, 예를 들어 뉴클레아제의 결합 도메인 및 절단 도메인을 연결

하는 화학적 기 또는 분자를 지칭한다.  일부 실시양태에서, 링커는 RNA-프로그래밍가능한 뉴클레아제의 gRNA

결합 도메인과 데아미나제 (예를 들어, 시토신 데아미나제 또는 아데노신 데아미나제)의 촉매적 도메인을 연결

한다.  일부 실시양태에서, 링커는 dCas9와 데아미나제를 연결한다.  전형적으로, 링커는 2개의 기, 분자 또는

다른 모이어티 사이에 위치하거나 또는 그들에 의해 플랭킹되고, 공유 결합을 통해 각각에 연결되어, 둘을 연결

시킨다.  일부 실시양태에서, 링커는 1개의 아미노산 또는 복수개의 아미노산 (예를 들어, 펩티드 또는 단백

질)이다.  일부 실시양태에서, 링커는 유기 분자, 기, 중합체, 또는 화학적 모이어티이다.  일부 실시양태에서,

링커는 5-100개 아미노산 길이, 예를 들어 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,

22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100,

100-150 또는 150-200개 아미노산 길이이다.  더 길거나 또는 더 짧은 링커 또한 고려된다.

링커는  공유  결합만큼  단순할  수  있거나,  또는  여러  원자  길이의  중합체성  링커일  수  있다.   특정[0315]

실시양태에서, 링커는 폴리펩티드 또는 아미노산-기반이다.  다른 실시양태에서, 링커는 펩티드-유사가 아니다.

특정 실시양태에서, 링커는 공유 결합 (예를 들어, 탄수-탄소 결합, 디술피드 결합, 탄소-헤테로원자 결합 등)
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이다.  특정 실시양태에서, 링커는 아미드 연결의 탄소-질소 결합이다.  특정 실시양태에서, 링커는 시클릭 또

는 아시클릭, 치환된 또는 비치환된, 분지형 또는 비분지형 지방족 또는 헤테로지방족 링커이다.  특정 실시양

태에서, 링커는 중합체 (예를 들어, 폴리에틸렌, 폴리에틸렌 글리콜, 폴리아미드, 폴리에스테르 등)이다.  특정

실시양태에서, 링커는 아미노알칸산의 단량체, 이량체 또는 중합체를 포함한다.  특정 실시양태에서, 링커는 아

미노알칸산 (예를 들어, 글리신, 에탄산, 알라닌, 베타-알라닌, 3-아미노프로판산, 4-아미노부탄산, 5-펜탄산

등)을 포함한다.  특정 실시양태에서, 링커는 아미노헥산산 (Ahx)의 단량체, 이량체 또는 중합체를 포함한다.

특정 실시양태에서, 링커는 카르보시클릭 모이어티 (예를 들어, 시클로펜탄, 시클로헥산)를 기반으로 한다.  다

른 실시양태에서, 링커는 폴리에틸렌 글리콜 모이어티 (PEG)를 포함한다.  다른 실시양태에서, 링커는 아미노산

을 포함한다.  특정 실시양태에서, 링커는 펩티드를 포함한다.  특정 실시양태에서, 링커는 아릴 또는 헤테로아

릴 모이어티를 포함한다.  특정 실시양태에서, 링커는 페닐 고리를 기반으로 한다.  링커는 펩티드로부터 링커

로 친핵체 (예를 들어, 티올, 아미노)의 부착을 용이하게 하기 위해 관능화된 모이어티를 포함할 수 있다.  임

의의 친전자체가 링커의 일부로 사용될 수 있다.  예시적인 친전자체에는 활성화된 에스테르, 활성화된 아미드,

마이클(Michael) 수용자, 알킬 할라이드, 아릴 할라이드, 아실 할라이드, 및 이소티오시아네이트가 포함되나 이

로 제한되지 않는다.

일부  다른 실시양태에서,  링커는 아미노산 서열 (GGGGS)n  (서열식별번호:  299),  (G)n  (서열식별번호:  300),[0316]

(EAAAK)n (서열식별번호: 301), (GGS)n (서열식별번호: 302), (SGGS)n (서열식별번호: 303), (XP)n (서열식별번

호: 304), 또는 이들의 임의의 조합을 포함하며, 여기서 n은 독립적으로 1 내지 30의 정수이고, X는 임의의 아

미노산이다.  일부 실시양태에서, 링커는 아미노산 서열 (GGS)n (서열식별번호: 302)을 포함하며, 여기서 n은

1, 3 또는 7이다.  일부 실시양태에서, 링커는 아미노산 서열 SGSETPGTSESATPES (서열식별번호: 305)를 포함한

다.  일부 실시양태에서, 링커는 아미노산 서열 SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS (서열식별번호: 306)을 포

함한다.  일부 실시양태에서, 링커는 아미노산 서열 SGGSGGSGGS (서열식별번호: 307)을 포함한다.  일부 실시양

태에서, 링커는 아미노산 서열 SGGS (서열식별번호: 303)을 포함한다.  다른 실시양태에서, 링커는 아미노산 서

열 SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESAGSYPYDVPDYAGSAAPAAKKKKLDGSGSGGSSGGS  (서열식별번호:  308,  60AA)를  포함한다.

일부 실시양태에서, 링커는 아미노산 서열 GGS (서열식별번호: 302), GGSGGS (서열식별번호: 309), GGSGGSGGS

(서열식별번호: 310), SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSS (서열식별번호: 311), SGSETPGTSESATPES (서열식별

번호: 305), 또는 SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESAGSYPYDVPDYAGSAAPAAKKKKLDGSGSGGSSGG S (서열식별번호: 312)를 포

함한다.

특정 실시양태에서, 링커는 본 발명의 임의의 펩티드 또는 펩티드 도메인 또는 모이어티를 연결시키기 위해 사[0317]

용될 수 있다 (예를 들어, 데아미나제 도메인에 연결되거나 또는 융합된 napDNAbp, 및/또는 하나 이상의 NES에

연결된 napDNAbp).  본원에 기재된 융합 단백질의 임의의 도메인은 또한 본원에 기재된 임의의 링커를 통해 서

로 연결될 수 있다.

일부 실시양태에서, 링커는 절단가능한 링커 (예를 들어, 임의의 수단에 의해 분할 또는 절단될 수 있는 링커)[0318]

이다.  절단가능한 링커는 아미노산 서열일 수 있다.  일부 실시양태에서, 본원에 제공된 융합 단백질 및 BE-

VLP의 하나 이상의 NES와 napDNAbp 사이의 링커는 절단가능한 링커를 포함한다.  절단가능한 링커는 자가-절단

펩티드 (예를 들어 2A 펩티드, 예컨대 EGRGSLLTCGDVEENPGP (서열식별번호: 9), ATNFSLLKQAGDVEENPGP (서열식별

번호: 10),  QCTNYALLKLAGDVESNPGP  (서열식별번호: 11),  또는 VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP  (서열식별번호: 12))를

포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 절단가능한 링커는 프로테아제와 접촉한 후에 절단되는 프로테아제 절단

부위를 포함한다.  예를 들어, 본 개시내용은 아미노산 서열 TSTLLMENSS (서열식별번호: 1), PRSSLYPALTP (서열

식별번호: 2), VQALVLTQ (서열식별번호: 3), PLQVLTLNIERR (서열식별번호: 4), 또는 서열식별번호: 1-4 중 어

느 하나와 적어도 90% 동일한 아미노산 서열의 프로테아제 절단 부위를 포함하는 절단가능한 링커의 사용을 고

려한다.  특정 실시양태에서, 절단가능한 링커는 MMLV 프로테아제 절단 부위 또는 FMLV 프로테아제 절단 부위를

포함한다.  특정 실시양태에서, 본원에 기재된 융합 단백질 및 BE-VLP는 하나 이상의 NES와 napDNAbp를 연결하

는 절단가능한 링커 TSTLLMENSS (서열식별번호: 1)을 포함한다.  일부 실시양태에서, 링커는 BE-VLP/융합 단백

질을 표적 세포에 전달 시 절단되어, 표적 세포의 핵으로 전좌될 수 있는 유리 염기 편집기를 방출시킨다.

상응하는 프로테아제가 eVLP에 공동-패키징되어 성숙 eVLP 입자 내에서 성숙 후 절단을 가능하게 하는 한, 프로[0319]

테아제 절단 부위는 관련 기술분야에 공지된 임의의 서열 또는 아직 발견되지 않은 임의의 서열일 수 있다.  이

러한 절단 부위 및 그들의 상응하는 프로테아제에는 하기가 포함되나 이로 제한되지 않는다: (a) ASPRAGGK (서

열식별번호: 5)를 포함하는 서열을 인식하고 절단하는 그랜자임 A, (b) YEADSLEE (서열식별번호: 6)을 포함하는
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서열을 인식하고 절단하는 그랜자임 B, (c) YQYRAL (서열식별번호: 7)을 포함하는 서열을 인식하고 절단하는 그

랜자임 K, (d) LGVLIV (서열식별번호: 8)을 포함하는 서열을 인식하고 절단하는 카텝신 D.  eVLP 제조 과정 동

안에 특이적 프로테아제를 공동-패키징함으로써 특이적 프로테아제 및 프로테아제 절단 부위의 여러 다른 조합

이 본 개시내용과 관련하여 사용될 수 있다.  이러한 프로테아제에는 비제한적으로 Arg-C 프로테이나제, Asp-N

엔도펩티다제, 카스파제 1, 카스파제 2, 카스파제 3, 카스파제 4, 카스파제 5, 카스파제 7, 카스파제 8, 카스파

제 9, 카스파제 10, 키모트립신, 클로스트리파인, 엔테로키나제, 인자 Xa, 글루타밀 엔도펩티다제, 그랜자임 B,

호중성 엘라스타제, 펩신, 프롤릴-엔도펩티다제, 프로테이나제 K, 스타필로코쿠스 펩티다제 I, 써몰리신, 트롬

빈, 및 트립신이 포함될 수 있다.  임의의 세린 프로테아제, 시스테인 프로테아제, 아스파르트산 프로테아제,

트레오닌 프로테아제, 글루탐산 프로테아제, 메탈로프로테아제, 또는 아스파라긴 펩티드 리아제 (공지된 프로테

아제의 주요 부류를 구성함)를 비롯하여 동족 인식 서열과 쌍을 형성하는 임의의 프로테아제가 본 개시내용의

프로테아제-민감성 링커에서 사용될 수 있다.  상기 효소에 대한 특이적 프로테아제 절단 부위는 관련 기술분야

에 널리 공지되어 있으며, 프로테아제-민감성 링커를 제공하기 위해 본원의 링커에서 활용될 수 있다.

그룹-특이적 항원 (gag) 단백질 및 바이러스 외피 당단백질[0320]

본원에 기재된 BE-VLP는 본원에 기재된 염기 편집기 융합 단백질을 캡슐화하고 전달하기 위해 사용되는 다양한[0321]

바이러스 외피 및 캡시드 성분을 포함한다.  핵산 및 단백질 전달을 위한 바이러스 외피 및 캡시드 성분의 사용

은 관련 기술분야에 공지되어 있으며, 관련 기술분야의 통상의 기술자는 본원에 기재된 BE-VLP에서 이들 성분을

사용하거나 또는 대체할 수 있는 관련 기술분야에 공지된 다양한 옵션을 쉽게 이해할 것이다.  핵산 및/또는 단

백질 전달 (예를 들어, Cas9의 전달)을 위해 이러한 바이러스 성분의 사용은 예를 들어 [Mangeot et al., Nat.

Commun. 10, 45 (2019); Gutkin, et al. Nat. Biotechnol. (2021); 및 Hamilton, J. R. et al. Cell Reports

35(9), 109207 (2021)]에 기재되어 있으며, 이들 각각은 본원에 참조로 포함된다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 BE-VLP는 BE-VLP의 최외층으로서 바이러스 외피 당단백질 층을 포함한다.[0322]

바이러스 외피 당단백질은 바이러스 외피, 즉, 숙주 세포 사이를 이동할 때 바이러스 유전 물질을 보호하는 여

러  유형의  바이러스의  최외층의  일부를  형성하는  올리고당류-함유  단백질이다.   바이러스  외피가  막과

융합하여, 바이러스 입자의 내용물 (예를 들어, 본원에 기재된 바와 같이 BE-VLP에서 융합 단백질을 포함할 수

있음)이 숙주 세포에 유입되도록, 당단백질은 표적 세포 막 상의 수용체를 인식하여 그에 결합하는 것을 보조할

수 있다.

본 개시내용의 BE-VLP에 사용되는 바이러스 외피 당단백질은 외피 바이러스로부터의 임의의 당단백질을 포함할[0323]

수 있다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 아데노바이러스 외피 당단백질, 아데노-연관된 바이러

스 외피 당단백질, 레트로바이러스 외피 당단백질, 또는 렌티바이러스 외피 당단백질이다.  특정 실시양태에서,

바이러스 외피 당단백질은 수포성 구내염 바이러스 G 단백질 (VSV-G), 개코원숭이 레트로바이러스 외피 당단백

질 (BaEVRless), FuG-B2 외피 당단백질, 또는 동종지향성 뮤린 백혈병 바이러스 (MLV) 외피 당단백질이다.

임의의 공지된 바이러스 외피 당단백질은 본 개시내용의 eVLP에서 사용될 수 있다.  추후에 발견되거나 또는 특[0324]

징분석되는 임의의 바이러스 외피 당단백질 또한 본 개시내용의 eVLP에서 사용될 수 있다.  관련 기술분야의 통

상의 기술자는 본원에 기재된 eVLP에서 사용될 수 있는 추가의 바이러스 외피 당단백질을 쉽게 찾을 수 있을 것

이다.   예를 들어,  바이러스 외피 당단백질은 [Banerjee,  V.  and  Mukhopadhyay,  S.  VirusDisease  (2016),

27(1), 1-11 및 Li, Y. et al. Front. Immunol. (2021), 12, 1-12]에 기재되어 있으며, 이들 각각은 본원에 참

조로 포함된다.

본원에 기재된 VLP에서 사용되는 바이러스 외피 당단백질은 또한 VLP를 특정한 세포 유형 (예를 들어, 면역 세[0325]

포, 신경 세포, 망막 색소 상피 세포 등)에 표적화시킬 수 있다.  예를 들어, 본원에 기재된 eVLP에서 상이한

외피 당단백질을 사용하면 그들의 세포 친화성이 변경되어, eVLP가 특이적 세포 유형에 표적화되게 할 수 있다.

외래 바이러스 외피 단백질과 조합된 바이러스 벡터를 생성하는 방법은 위형화로 공지되어 있다.  위형화를 이

용하여, 외래 바이러스 외피 당단백질을 사용하여 VLP의 세포 친화성을 변경시킬 수 있다.  VLP에 도입된 외피

당단백질은 상응하는 숙주 수용체를 갖는 상이한 세포 유형에 쉽게 유입될 수 있게 한다.  바이러스 벡터 시스

템의  위형화는  관련  기술분야에  공지되어  있으며,  추가로  예를  들어  [Hamilton,  J.  R.  et  al.  Targeted

delivery  of  CRISPR-Cas9  and  transgenes  enables  complex  immune  cell  engineering.  Cell  Reports.  2021,

35, 109207; Kato, S. et al. Selective Neural Pathway Targeting Reveals Key Roles of Thalamostriatal

Projection in the Control of Visual Discrimination. J. Neurosci. 2011, 31(47), 17169-17179; 및 Kato,

S.  et  al.  A  lentiviral  strategy  for  highly  efficient  retrograde  gene  transfer  by  pseudotyping  with
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fusion envelope glycoprotein. Human Gene Ther. 2011, 22(2), 197-206]에 기재되어 있고, 이들 각각은 본원

에 참조로 포함된다.

따라서, 본원에 기재된 VLP에서 상이한 당단백질의 사용은 그들의 세포 친화성을 변경시키기 위해 사용될 수 있[0326]

다.  레트로바이러스 친화성은 상이한 외피 당단백질을 갖는 비리온을 위형화시킴으로써 쉽게 조절될 수 있고,

이는 VLP를 특이적 세포 유형에 표적화시킬 수 있다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 VSV-G 단

백질이고, VSV-G 단백질은 VLP를 망막 색소 상피 (RPE) 세포에 표적화시킨다.  일부 실시양태에서, 바이러스 외

피 당단백질은 HIV-1 외피 당단백질이고, HIV-1 외피 당단백질은 VLP를 CD4+ 세포에 표적화시킨다.  일부 실시

양태에서, 바이러스 외피 당단백질은 FuG-B2 외피 당단백질이고, FuG-B2 외피 당단백질은 VLP를 뉴런에 표적화

시킨다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 VLP를 특정한 세포 유형에 표적화시키기 위해 사용될 수 있는 예시적인 바이[0327]

러스 외피 당단백질에는 하기 아미노산 서열의 당단백질이 포함되나 이로 제한되지 않는다:

[0328]

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 eVLP는 바이러스 캡시드로부터의 성분을 포함하는 내부 캡슐화 층을 추가로[0329]

포함한다.  이들 성분은 본원에 기재된 바와 같이 gag-pro 폴리단백질 (예를 들어, 그에 연결된 바이러스 프로

테아제를 추가로 포함하는 gag 뉴클레오캡시드 단백질) 및 gag 뉴클레오캡시드 단백질 (예를 들어, 여러 바이러

스의 내부 쉘의 코어 구조 성분을 구성하고, gag-pro 폴리단백질의 프로테아제가 결여된 단백질)을 포함한다.

Gag-Pro 폴리단백질은 원형질 막으로부터 비리온의 방출 동안에 또는 직후에 Gag 및 Gag-Pol 폴리단백질 또는[0330]

뉴클레오캡시드 단백질의 단백질 분해 절단을 매개한다.  본원에 기재된 eVLP에서, gag-pro 폴리단백질의 프로

테아제는 BE-VLP를 표적 세포에 전달한 후 염기 편집기를 방출시키기 위해 융합 단백질의 절단가능한 링커를 절

단하는 것을 담당한다.  일부 실시양태에서, gag-pro 폴리단백질은 MMLV gag-pro 폴리단백질 또는 FMLV gag-pro

폴리단백질이다.

본 개시내용의 eVLP에서 사용되는 gag 뉴클레오캡시드 단백질은 MMLV gag 뉴클레오캡시드 단백질, FMLV gag 뉴[0331]

클레오캡시드 단백질, 또는 이러한 단백질을 생성하는 임의의 다른 바이러스로부터의 뉴클레오캡시드 단백질일

수 있다.  일부 실시양태에서, gag 뉴클레오캡시드 단백질은 (예를 들어, 염기 편집기의 일부로서) napDNAbp에

융합된다.  일부 실시양태에서, 융합은 본원에 기재된 바와 같이 NES를 추가로 포함한다.  특정 실시양태에서,

gag 뉴클레오캡시드 단백질 및 NES는 본원에 기재된 바와 같이 절단가능한 링커의 한 쪽에 위치하고, napDNAbp

또는 염기 편집기는 절단가능한 링커의 다른 쪽에 위치하여, BE-VLP가 표적 세포에 전달된 후 gag-pro 폴리단백

질의 프로테아제에 의해 절단가능한 링커의 절단 시 염기 편집기가 gag 뉴클레오캡시드 단백질로부터 방출될 수

있다.

도 1에 도시된 바와 같이, gag-pro 폴리단백질 및 gag 뉴클레오캡시드 단백질 둘 다는 본원에 기재된 eVLP의 내[0332]

부 캡슐화 층을 형성한다.  본 개시내용의 eVLP에서 gag-pro 폴리단백질 대 gag 뉴클레오캡시드 단백질 (즉, 본
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원에 기재된 융합 단백질의 일부로서)의 임의의 비가 고려된다.  일부 실시양태에서, gag-pro 폴리단백질 대

gag 뉴클레오캡시드 단백질을 포함하는 융합 단백질의 비는 대략 10:1, 대략 9:1, 대략 8:1, 대략 7:1, 대략

6:1, 대략 5:1, 대략 4:1, 대략 3:1, 대략 2:1, 대략 1.5:1, 대략 1:1, 또는 대략 0.5:1이다.  특정 실시양태

에서, 상기 비는 대략 3:1이다.

eVLP를 생성하는 방법[0333]

한 측면에서, 도 16에 예시된 바와 같이, 본 개시내용은 본원에 기재된 eVLP를 생성하는 방법에 관한 것이다.[0334]

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 eVLP를 생성하는 방법은 eVLP의 모든 성분을 함께 코딩하는 하나 이상의 폴

리뉴클레오티드 (예를 들어, 본원에 기재된 임의의 복수개의 폴리뉴클레오티드, 또는 본원에 기재된 임의의 벡

터)를 생산자 세포에 형질감염시키거나, 형질도입시키거나, 전기천공시키거나 또는 달리 삽입하는 것을 포함한

다.  일부 실시양태에서, 생산자 세포에  형질감염되거나, 형질도입되거나, 전기천공되거나 또는 달리 삽입된

폴리뉴클레오티드는 하기를 포함한다: (i) 바이러스 외피 당단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 제1 폴리

뉴클레오티드; (ii) 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 제

2 폴리뉴클레오티드; (iii) 융합 단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하며, 여기서 융합 단백질은 하기를 포함

하는 것인 제3 폴리뉴클레오티드: (a) 그룹-특이적 항원 (gag) 뉴클레오캡시드 단백질; (b) 핵산 프로그래밍가

능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp);  (c)  절단가능한 링커; 및 (d)  핵 유출 서열 (NES);  및 (iv) 가이드 RNA

(gRNA)를 코딩하는 핵산 서열을 포함하며, 여기서 gRNA는 제3 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩되는 융합 단백질의

napDNAbp에 결합하는 것인 제4 폴리뉴클레오티드.  일부 실시양태에서, 본 개시내용은 본원에 제공된 복수개의

폴리뉴클레오티드 중 1개, 2개, 3개 또는 4개 모두를 포함하는 하나 이상의 벡터를 제공한다.  특정 실시양태에

서, 각각의 제1, 제2, 제3 및 제4 폴리뉴클레오티드는 별도의 벡터 상에 있다.  특정 실시양태에서, 제1, 제2,

제3 및 제4 폴리뉴클레오티드 중 하나 이상은 동일한 벡터 상에 있다.

일부 실시양태에서, 생산자 세포가 폴리뉴클레오티드를 발현하면, eVLP의 다양한 성분이 생산자 세포 내에서 자[0335]

발적으로 자가-조립된다.  eVLP의 조립은 상기 기재된 바와 같이 폴리뉴클레오티드에 코딩된 gag 폴리단백질의

다량체화에  의존한다.   gag  폴리단백질  (일부는  유전자  편집제,  예컨대  Cas9  단백질  또는  염기  편집기에

융합됨)은 생산자 세포의 세포 막에서 다량체화되고, 후속적으로 생산자 세포 상청액으로 자발적으로 방출된다.

따라서, BE-eVLP는 본원의 실시예에 기재된 바와 같이 생산자 세포 (예를 들어, 게시클(Gesicle) 생산자 293T

세포)의 일시적인 형질감염에 의해 생성될 수 있다.  eVLP의 생성에 필요한 모든 폴리뉴클레오티드를 생산자 세

포에 동시에 형질감염시킬 수 있거나, 또는 필요한 각각의 폴리뉴클레오티드를 한번에 하나씩 형질감염시킬 수

있다.  일부 실시양태에서, 단일 폴리뉴클레오티드는 본원에 기재된 eVLP를 생성하는데 필요한 모든 성분을 코

딩한다.  생산자 세포의 형질감염 및 인큐베이션 후에 (예를 들어, 약 2시간, 약 3시간, 약 4시간, 약 5시간,

약 6시간, 약 7시간, 약 8시간, 약 9시간, 약 10시간, 약 15시간, 약 24시간, 약 36시간, 약 48시간, 또는 48시

간 초과 동안), 생산자 세포 상청액을 수확하고, 그로부터 eVLP를 정제할 수 있다.

외래 폴리뉴클레오티드를 발현할 수 있는 임의의 세포를 사용하여 본원에 기재된 eVLP를 생성할 수 있다.  예를[0336]

들어, 본 개시내용은 eVLP의 생성을 위해 본원에서 키트 및 세포 섹션에 나열된 임의의 세포, 또는 외래 폴리뉴

클레오티드를 발현할 수 있는 관련 기술분야에 공지된 임의의 다른 세포의 사용을 고려한다.

eVLP의 다양한 자가-조립 성분를 코딩하는 발현 플라스미드의 세트를 사용하여 생산자 세포에서의 BE RNP를 포[0337]

함하는 eVLP (예를 들어, BE-VLP)의 제조 실시양태의 개요: (a) Gag-BE 융합 단백질 (예를 들어, 레트로바이러

스 Gag, MMLV-Gag-BE 융합 단백질)을 코딩하는 플라스미드; (b) Gag-Pro-Pol 단백질 (예를 들어, 레트로바이러

스 단백질, 예컨대 MMLV 프로테아제 전구체)을 코딩하는 플라스미드; (c) BE sgRNA를 코딩하는 플라스미드; 및

(d) 외피 당단백질 (예를 들어, 수포성 구내염 바이러스 (VSV-G)의 스파이크 당단백질)을 코딩하는 플라스미드.

플라스미드는 일시적으로 생산자 세포에 동시 형질감염되고, 코딩된 단백질 및 sgRNA 생성물이 코딩된다.  일부

실시양태에서, 본원에 기재된 4세대 eVLP와 같이, 본 발명자들은 VLP로 패키징되는데 이용되는 Gag-카고의 양과

VLP 성숙을 위해 필요한 레트로바이러스 프로테아제 (Gag-Pro-Pol 융합에서 "Pro")의 양 사이에 균형을 이루는

Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합 단백질의 최적화된 화학량론 비를 발견하였다.  한 실시양태에서, Gag-카고

융합 대 Gag-Pro-Pol 융합 단백질의 최적화된 비는 생산자 세포에 일시적으로 전달되는 각각의 성분을 코딩하는

플라스미드의 적절한 비에 의해 달성된다.  한 실시양태에서, Gag-카고 융합 대 Gag-Pro-Pol 융합의 화학량론을

조절하기 위해, VLP 생성을 위해 형질감염되는 Gag-카고를 코딩하는 플라스미드 (예를 들어, Gag-3xNES-ABE8e)

대 야생형 MMLV gag-pro-pol 플라스미드의 비를 변화시켰다.  gag-카고 플라스미드의 양을 v3.4 BE-eVLP를 생성

하기 위해 사용되는 원래의 비율보다 높게 증가시키면 (38% Gag-카고 플라스미드 및 62% gag-pro-pol 플라스미

드) 편집 효율이 개선되지 않는다는 것이 발견되었다 (도 2g).  gag-카고 플라스미드의 비율을 38%에서 25%로
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감소시키면 편집 효율이 적당히 개선되었다 (도 2g).  그러나, gag-카고 플라스미드의 비율을 25% 아래로 추가

로 감소시키면 편집 효율이 감소되었다 (도 2g).  이들 결과는 최적의 gag-카고:gag-pro-pol 화학량론이 VLP로

패키징되는데 이용되는 gag-카고의 양과 VLP 성숙에 필요한 MMLV 프로테아제 (gag-pro-pol에서 "pro")의 양 사

이에 균형을 이루는 모델과 일치한다.  한 실시양태에서, 최적화의 이러한 최종 라운드 결과를 통해 4세대 (v4)

BE-eVLP 제형이 밝혀졌고 (도 2g), 이는 최적의 gag-BE:gag-pro-pol 화학량론 (25% gag-BE)과 v3.4 BE-eVLP 아

키텍처를 조합한다.

도 16에 도시된 바와 같이, 본 개시내용은 본원에 기재된 바와 같이 eVLP (예를 들어, BE-VLP) 자가-조립 성분[0338]

을 코딩하는 복수개의 폴리뉴클레오티드를 제공한다.  일부 실시양태에서, 본 개시내용은 하기를 포함하는 복수

개의 폴리뉴클레오티드를 제공한다: (i) 바이러스 외피 당단백질을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 제1 폴리뉴

클레오티드 (예를 들어, 플라스미드); (ii) 그룹-특이적 항원 (gag) 프로테아제 (pro) 폴리단백질을 코딩하는

핵산 서열을 포함하는 제2 폴리뉴클레오티드 (예를 들어, 플라스미드); (iii) 융합 단백질을 코딩하는 핵산 서

열을 포함하며, , 여기서 융합 단백질은 하기를 포함하는 것인 제3 폴리뉴클레오티드 (예를 들어, 플라스미드):

(a) 그룹-특이적 항원 (gag) 뉴클레오캡시드 단백질; (b) 핵산 프로그래밍가능한 DNA 결합 단백질 (napDNAbp);

(c) 절단가능한 링커; 및 (d) 핵 유출 서열 (NES); 및 (iv) 가이드 RNA (gRNA)를 코딩하는 핵산 서열을 포함하

는 제4 폴리뉴클레오티드 (예를 들어, 플라스미드).  일부 실시양태에서, gRNA는 제3 폴리뉴클레오티드에 의해

코딩되는 융합 단백질의 napDNAbp에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제2 폴리뉴클레오티드 대 제3 폴리뉴클레오

티드의 비는 대략 10:1, 대략 9:1, 대략 8:1, 대략 7:1, 대략 6:1, 대략 5:1, 대략 4:1, 대략 3:1, 대략 2:1,

대략 1.5:1, 대략 1:1, 또는 대략 0.5:1이다.  특정 실시양태에서, 제2 폴리뉴클레오티드 대 제3 폴리뉴클레오

티드의 비는 대략 3:1이다.

제약 조성물[0339]

본 개시내용의 다른 측면은 본원에 기재된 임의의 eVLP, 융합 단백질, 및 폴리뉴클레오티드/복수개의 폴리뉴클[0340]

레오티드 또는 벡터를 포함하는 제약 조성물에 관한 것이다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "제약 조성물"은

제약학적 용도로 제형화된 조성물을 지칭한다.  일부 실시양태에서, 제약 조성물은 제약상 허용가능한 담체를

추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 제약 조성물은 (예를 들어, 특이적 전달, 반감기 증가, 또는 다른 치료

용 화합물을 위해) 추가의 작용제를 포함한다.

본원에서 사용된 바와 같이,  용어 "제약상 허용가능한 담체"는 화합물을 신체의 한 부위 (예를 들어, 전달[0341]

부위)에서 또 다른 부위 (예를 들어, 장기, 조직 또는 신체 일부)로 운반하거나 또는 수송하는데 관여하는 제약

상 허용가능한 물질, 조성물 또는 비히클, 예컨대 액체 또는 고체 충전제, 희석제, 부형제, 제조 보조제 (예를

들어, 윤활제, 활석 마그네슘, 칼슘 또는 아연 스테아레이트, 또는 스테아르산), 또는 용매 캡슐화 물질을 의미

한다.  제약상 허용가능한 담체는 제형의 다른 성분과 상용성이고, 대상체의 조직을 손상시키지 않는다는 관점

에서 "허용가능한" 것이다 (예를 들어, 생리학적 상용성, 멸균성, 생리학적 pH 등).  제약상 허용가능한 담체의

역할을 할 수 있는 물질의 일부 예에는 하기가 포함된다: (1) 당, 예컨대 락토스, 글루코스 및 수크로스; (2)

전분,  예컨대  옥수수  전분  및  감자  전분;  (3)  셀룰로스,  및  그의  유도체,  예컨대  나트륨  카르복시메틸

셀룰로스,  메틸셀룰로스,  에틸  셀룰로스,  미세결정질  셀룰로스  및  셀룰로스  아세테이트;  (4)  분말형

트래거캔쓰; (5) 맥아; (6) 젤라틴; (7) 윤활제, 예컨대 마그네슘 스테아레이트, 나트륨 라우릴 술페이트 및 활

석; (8) 부형제, 예컨대 코코아 버터 및 좌제용 왁스; (9) 오일, 예컨대 낙화생유, 면실유, 홍화유, 참깨유, 올

리브유, 옥수수유 및 대두유; (10) 글리콜, 예컨대 프로필렌 글리콜; (11) 폴리올, 예컨대 글리세린, 소르비톨,

만니톨 및 폴리에틸렌 글리콜 (PEG); (12) 에스테르, 예컨대 에틸 올레에이트 및 에틸 라우레이트; (13) 한천;

(14) 완충화제, 예컨대 수산화마그네슘 및 수산화알루미늄; (15) 알긴산; (16) 발열원-무함유 물; (17) 등장성

식염수; (18) 링거 용액; (19) 에틸 알콜; (20) pH 완충된 용액; (21) 폴리에스테르, 폴리카르보네이트 및/또는

폴리무수물; (22)  벌크화제, 예컨대 폴리펩티드 및 아미노산; (23)  혈청 성분, 예컨대 혈청 알부민, HDL  및

LDL; (22) C2-C12 알콜, 예컨대 에탄올; 및 (23) 제약 제형에서 사용되는 다른 무독성 상용성 물질.  습윤제,

착색제, 방출제, 코팅제, 감미제, 향미제, 향료, 보존제, 및 항산화제 또한 제형에 존재할 수 있다.  "부형제",

"담체", "제약상 허용가능한 담체" 등과 같은 용어는 본원에서 상호교환적으로 사용된다.

일부 실시양태에서, 제약 조성물은 예를 들어 유전자 편집을 위해 대상체에게 전달된다.  본원에 기재된 제약[0342]

조성물의 적합한 투여 경로에는 비제한적으로 국소, 피하, 경피, 피내, 병변내, 관절내, 복강내, 방광내, 경점

막, 치은, 치아내, 와우내, 경고막, 장기내, 경막외, 척수강내, 근육내, 정맥내, 혈관내, 골내, 안구주위, 종양

내, 대뇌내, 및 뇌실내 투여가 포함된다.
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일부 실시양태에서, 본원에 기재된 제약 조성물은 발병 부위 (예를 들어, 종양 부위)에 국소적으로 투여된다.[0343]

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 제약 조성물은 주사에 의해, 카테터에 의해, 좌제에 의해, 또는 이식편에 의

해 대상체에게 투여되며, 이식편은 다공성, 비-다공성 또는 젤라틴성 물질, 예컨대 막, 예컨대 시알라스틱 막,

또는 섬유이다.

다른 실시양태에서, 본원에 기재된 제약 조성물은 제어된 방출 시스템으로 전달된다.  한 실시양태에서, 펌프가[0344]

사용될 수 있다 (예를 들어, [Langer, 1990, Science 249:1527-1533; Sefton, 1989, CRC Crit. Ref. Biomed.

Eng. 14:201; Buchwald et al., 1980, Surgery 88:507; Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med. 321:574] 참

조).   또  다른  실시양태에서,  중합체성  물질이  사용될  수  있다.   (예를  들어,  [Medical  Applications  of

Controlled  Release  (Langer  and  Wise  eds.,  CRC  Press,  Boca  Raton,  Fla.,  1974);  Controlled  Drug

Bioavailability,  Drug  Product  Design  and  Performance  (Smolen and Ball eds., Wiley, New York, 1984);

Ranger and Peppas, 1983, Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61] 참조.  또한 [Levy et al., 1985,

Science 228:190; During et al., 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71:105]

참조).  다른 제어된 방출 시스템은 예를 들어 상기 랭어(Langer)의 문헌에서 논의된다.

일부 실시양태에서, 제약 조성물은 대상체, 예를 들어 인간에게 정맥내 또는 피하 투여하기에 적합한 조성물로[0345]

서 일상적인 절차에 따라 제형화된다.  일부 실시양태에서, 주사에 의한 투여를 위한 제약 조성물은 멸균성 등

장성 수성 완충제 중의 용액이다.  필요에 따라, 제약 조성물은 또한 주사 부위의 통증을 완화시키기 위해 가용

화제 및 국소 마취제, 예컨대 리그노카인을 포함할 수 있다.  일반적으로, 성분들은 예를 들어 활성 작용제의

양을 나타내는 밀봉된 컨테이너, 예컨대 앰풀 또는 샤쉐 중의 건식 동결건조 분말 또는 무수 농축물로서 단위

투여 용기에서 별도로 또는 함께 혼합되어 공급된다.  제약 조성물이 주입에 의해 투여되는 경우, 이는 멸균성

제약학적 등급의 물 또는 식염수를 함유하는 주입 보틀에 의해 분배될 수 있다.  제약 조성물이 주사에 의해 투

여되는 경우, 투여 전에 성분들이 혼합될 수 있도록 주사용 멸균수 또는 식염수의 앰풀이 제공될 수 있다.

전신 투여를 위한 제약 조성물은 액체, 예를 들어 멸균성 식염수, 젖산 링거 또는 행크 용액일 수 있다.  또한,[0346]

제약 조성물은 고체 형태일 수 있고, 사용 직전에 재용해 또는 현탁될 수 있다.  동결건조된 형태 또한 고려된

다.

제약 조성물은 지질 입자 또는 소포, 예컨대 리포솜 또는 미세결정 내에 함유될 수 있으며, 이는 비경구 투여에[0347]

또한 적합하다.  입자는 조성물이 그 안에 함유되는 한 임의의 적합한 구조, 예컨대 단층 또는 복수층일 수 있

다.  화합물은 융합성 지질 디올레오일포스파티딜에탄올아민 (DOPE), 낮은 수준 (5-10 mol%)의 양이온성 지질을

함유하고, 폴리에틸렌글리콜 (PEG) 코팅에 의해 안정화된 "안정화된 플라스미드-지질 입자" (SPLP)에 포획될 수

있다 (Zhang Y. P. et al., Gene Ther. 1999, 6:1438-47).  양으로 하전된 지질, 예컨대 N-[1-(2,3-디올레오일

옥시)프로필]-N,N,N-트리메틸-암모늄메틸술페이트, 또는  "DOTAP"가  이러한 입자 및  소포에 특히 바람직하다.

이러한  지질  입자의  제조는  널리  공지되어  있다.   예를  들어,  미국  특허  번호  4,880,635;  4,906,477;

4,911,928; 4,917,951; 4,920,016; 및 4,921,757을 참조하며; 이들 각각은 본원에 참조로 포함된다.

본원에 기재된 제약 조성물은 예를 들어 단위 용량으로 투여되거나 또는 패키징될 수 있다.  용어 "단위 용량"[0348]

은 본 개시내용의 제약 조성물과 관련하여 사용될 때 대상체에 대한 단위 투여량으로 적합한 물리적으로 분리된

단위를 지칭하며, 각각의 단위는 필요한 희석제; 즉, 담체 또는 비히클와 함께 원하는 치료 효과를 생성하도록

계산된 활성 물질의 미리 결정된 양을 함유한다.

추가로, 제약 조성물은 (a) 본 발명의 화합물을 동결건조된 형태로 함유하는 컨테이너 및 (b) 주사용 제약상 허[0349]

용가능한 희석제 (예를 들어, 멸균수)를 함유하는 제2 컨테이너를 포함하는 제약학적 키트로서 제공될 수 있다.

제약상 허용가능한 희석제는 본 발명의 동결건조된 화합물의 재구성 또는 희석을 위해 사용될 수 있다.  임의적

으로 이러한 컨테이너(들)은 의약품 또는 생물학적 제품의 제조, 사용 또는 판매를 규제하는 정부 기관에 의해

규정된 형태의 통지서와 연관될 수 있으며, 통지서는 인간 투여를 위한 제조, 사용 또는 판매의 기관에 의한 승

인을 반영한다.

또 다른 측면에서, 상기 기재된 질환의 치료에 유용한 물질을 함유하는 제조 물품이 포함된다.  일부 실시양태[0350]

에서, 제조 물품은 컨테이너 및 표지를 포함한다.  적합한 컨테이너에는 예를 들어 보틀, 바이알, 시린지, 및

시험관이 포함된다.  컨테이너는 다양한 물질, 예컨대 유리 또는 플라스틱으로 형성될 수 있다.  일부 실시양태

에서, 컨테이너는 질환 치료에 효과적인 조성물을 담으며, 멸균성 접근 포트를 가질 수 있다.  예를 들어, 컨테

이너는 피하 주사 니들로 뚫을 수 있는 마개를 갖는 정맥내 용액 백 또는 바이알일 수 있다.  조성물 중의 활성

작용제는 본 발명의 화합물이다.  일부 실시양태에서, 컨테이너 상의 또는 그와 연관된 표지는 조성물이 선택된
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질환을 치료하기 위해 사용됨을 나타낸다.  제조 물품은 제약상 허용가능한 완충제, 예컨대 인산염-완충된 식염

수, 링거 용액, 또는 덱스트로스 용액을 함유하는 제2 컨테이너를 추가로 포함할 수 있다.  이는 상업적 및 사

용자 관점에서 바람직한 다른 물질, 예컨대 다른 완충제, 희석제, 여과기, 니들, 시린지, 및 사용 지침을 갖는

패키지 삽입물을 추가로 포함할 수 있다.

키트 및 세포[0351]

본 개시내용의 융합 단백질, eVLP 및 조성물은 키트로 조립될 수 있다.  일부 실시양태에서, 키트는 본원에 기[0352]

재된 eVLP의 발현 및 조립을 위한 폴리뉴클레오티드를 포함한다.  다른 실시양태에서, 키트는 적절한 가이드 뉴

클레오티드 서열, 또는 이러한 가이드 뉴클레오티드 서열의 발현을 위한 핵산 벡터를 추가로 포함하여, eVLP에

의해 전달되는 염기 편집기의 Cas9 단백질을 원하는 표적 서열에 표적화시킨다.

본원에 기재된 키트는 본원에 기재된 방법을 수행하기 위한 성분들을 하우징하는 하나 이상의 컨테이너, 및 임[0353]

의적으로 사용 지침을 포함할 수 있다.  본원에 기재된 임의의 키트는 본원에 기재된 염기 편집 방법을 수행하

기 위해 필요한 성분들을 추가로 포함할 수 있다.  키트의 각각의 성분은 적용가능한 경우 액체 형태 (예를 들

어, 용액) 또는 고체 형태 (예를 들어, 건조 분말)로 제공될 수 있다.  특정 경우에, 성분들 중 일부는 예를 들

어 키트와 함께 제공되거나 또는 제공되지 않을 수 있는 적합한 용매 또는 다른 종 (예를 들어, 물)의 첨가에

의해 (예를 들어, 활성 형태로) 재구성가능하거나 또는 달리 가공가능할 수 있다.

일부 실시양태에서, 키트는 임의적으로 제공된 성분의 사용에 대한 지침 및/또는 홍보를 포함할 수 있다.  본원[0354]

에 사용된 바와 같이, "지침"은 지침 및/또는 홍보의 성분을 정의하고, 전형적으로 본 개시내용의 패키징 상의

또는 그와 연관된 서면 지침을 수반한다.  지침은 또한 사용자가 지침이 키트와 연관되어 있음을 명확하게 인식

하도록 하는 임의의 방식으로 임의의 구두 또는 전자 지침, 예를 들어 시청각 자료 (예를 들어, 비디오테이프,

DVD  등),  인터넷, 및/또는 웹-기반 통신 등을 포함할 수 있다.  서면 지침은 의약품 또는 생물학적 제품의

제조, 사용 또는 판매를 규제하는 정부 기관에 의해 규정된 형태일 수 있고, 이는 또한 동물 투여에 대한 제조,

사용 또는 판매의 기관에 의한 승인을 반영할 수 있다.  본원에 사용된 바와 같이, "홍보"에는 교육 방법, 병원

및 다른 임상 지침, 과학적 조사, 약물 발견 또는 개발, 학술 연구, 의약품 판매를 비롯한 제약 산업 활동, 및

임의의 형태의 서면, 구두 및 전자 통신을 비롯한 다른 홍보 활동을 비롯하여 본 개시내용과 연관된 모든 사업

수행 방법이 포함된다.  추가로, 키트는 본원에 기재된 바와 같이 특정한 적용에 따라 다른 성분을 포함할 수

있다.

키트는 하나 이상의 컨테이너에서 본원에 기재된 성분 중 임의의 하나 이상을 함유할 수 있다.  성분은 멸균으[0355]

로 준비되고, 시린지에 패키징되고, 냉장 배송될 수 있다.  대안적으로, 이들은 보관을 위해 바이알 또는 다른

컨테이너에 하우징될 수 있다.  제2 컨테이너는 멸균으로 준비된 다른 성분을 가질 수 있다.  대안적으로, 키트

는 바이알, 튜브, 또는 다른 컨테이너에서 미리 혼합되고 배송되는 활성 작용제를 포함할 수 있다.

키트는 다양한 형태, 예컨대 블리스터 파우치, 수축-포장 파우치, 진공 밀봉가능한 파우치, 밀봉가능한 열성형[0356]

된 트레이, 또는 유사한 파우치 또는 트레이 형태일 수 있으며, 부속품은 파우치, 하나 이상의 튜브, 컨테이너,

박스, 또는 백 내에 느슨하게 패키징된다.  키트는 부속품이 첨가된 후에 멸균될 수 있으며, 이로써 컨테이너의

개별 부속품은 달리 풀 수 있게 된다.  키트는 임의의 적절한 멸균 기술, 예컨대 방사선 멸균, 열 멸균, 또는

관련 기술분야에 공지된 다른 멸균 방법을 이용하여 멸균될 수 있다.  키트는 또한 특정한 적용에 따라 다른 성

분, 예를 들어 컨테이너, 세포 배지, 염, 완충제, 시약, 시린지, 니들, 소독제를 바르거나 또는 제거하기 위한

패브릭, 예컨대 거즈, 일회용 장갑, 투여 전 작용제를 위한 지지체 등을 포함할 수 있다.  본 개시내용의 일부

측면은 본원에 기재된 eVLP의 다양한 성분 (예를 들어, napDNAbp, 데아미나제 도메인, gag 단백질, gRNA, 및 바

이러스 외피 당단백질을 비롯하여 이로 제한되지 않음)을 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 구축물

을 포함하는 키트를 제공한다.  일부 실시양태에서, 뉴클레오티드 서열(들)은 BE-VLP 시스템 성분의 발현을 유

도하는 이종성 프로모터 (또는 1개 초과의 단일 프로모터)를 포함한다.

본 개시내용의 다른 측면은 본원에 기재된 BE-VLP 시스템의 다양한 성분을 코딩하는 하나 이상의 핵산 구축물,[0357]

예를 들어 염기 편집기를 표적 세포에 전달할 수 있는 BE-VLP 시스템의 성분을 코딩하는 뉴클레오티드 서열을

포함하는 키트를 제공한다.  일부 실시양태에서, 뉴클레오티드 서열은 BE-VLP 시스템 성분의 발현을 유도하는

이종성 프로모터를 포함한다.

본원에 기재된 임의의 eVLP, 융합 단백질, 및 조성물을 함유할 수 있는 세포에는 원핵생물 세포 및 진핵생물 세[0358]

포가 포함된다.  eVLP의 생성과 관련된 다양한 측면에서, 본 개시내용은 VLP-생산자 세포주, 즉, 다양한 실시양
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태에서 eVLP의 단백질 및 핵산 성분을 코딩하는 플라스미드로 일시적으로 형질전환되는 세포주로서 사용하기 위

한 임의의 적합한 세포를 제공한다.  eVLP의 적용과 관련된 다양한 다른 측면에서, 본 개시내용은 임의의 적합

한 표적 또는 수용자 세포, 예를 들어 BE-VLP에 의해 전달되는 염기 편집에 의한 치료를 필요로 하는 대상체에

서 발병 세포 또는 조직을 제공한다.  본원에 기재된 방법은 진핵생물 세포 (예를 들어, 포유동물 세포, 예컨대

인간 세포)에 염기를 전달하기 위해 사용될 수 있다.  일부 실시양태에서, 세포는 시험관내에 있다 (예를 들어,

배양된 세포).  일부 실시양태에서, 세포는 생체내에 있다 (예를 들어 대상체, 예컨대 인간 대상체).  일부 실

시양태에서, 세포는 생체외에 있다 (예를 들어, 대상체로부터 단리되고, 동일한 또는 상이한 대상체에게 다시

투여될 수 있음).

전형적으로, 진핵생물 세포는 포유동물 세포, 예컨대 인간 세포, 닭 세포 또는 곤충 세포이다.  적합한 포유동[0359]

물 세포의 예에는 HEK-293T 세포, COS7 세포, Hela 세포 및 HEK-293 세포가 포함되나 이로 제한되지 않는다.

적합한 곤충 세포의 예에는 High5 세포 및 Sf9 세포가 포함되나 이로 제한되지 않는다.  일부 실시양태에서, 곤

충 세포에는 바람직하지 않은 인간 단백질이 없고, 그들의 배양은 동물 혈청을 필요로 하지 않는다.

본 개시내용의 포유동물 세포에는 인간 세포, 영장류 세포 (예를 들어, vero 세포), 래트 세포 (예를 들어, GH3[0360]

세포, OC23 세포) 또는 마우스 세포 (예를 들어, MC3T3 세포)가 포함된다.  비제한적으로 인간 배아 신장 (HEK)

세포, HeLa 세포, 국립 암 연구소의 60가지 암 세포주 (NCI60)로부터의 암 세포, DU145 (전립선암) 세포, Lncap

(전립선암)  세포,  MCF-7  (유방암)  세포,  MDA-MB-438  (유방암)  세포,  PC3  (전립선암)  세포,  T47D  (유방암)

세포, THP-1 (급성 골수성 백혈병) 세포, U87 (교모세포종) 세포, SHSY5Y 인간 신경모세포종 세포 (골수종으로

부터 클로닝됨) 및 Saos-2 (골암) 세포를 비롯한 다양한 인간 세포주가 있다.  일부 실시양태에서, eVLP는 인간

배아 신장 (HEK) 세포 (예를 들어, HEK 293 또는 HEK 293T 세포)에 전달된다.  일부 실시양태에서, eVLP는 줄기

세포 (예를 들어, 인간 줄기 세포), 예를 들어 다능성 줄기 세포 (예를 들어, 인간 유도 다능성 줄기 세포

(hiPSC)를 비롯한 인간 다능성 줄기 세포)에 전달된다.  줄기 세포는 배양 시 무기한 분열하여 특수화된 세포를

생성하는 능력을 가진 세포를 지칭한다.  다능성 줄기 세포는 유기체의 모든 조직으로 분화할 수 있지만, 단독

으로는 완전한 유기체 발달을 유지할 수 없는 유형의 줄기 세포를 지칭한다.  인간 유도 다능성 줄기 세포는 배

아 줄기 세포의 정의 성질을 유지하는데 중요한 유전자 및 인자를 발현하도록 강제됨으로써 배아 줄기 세포-유

사  상태로  프로그래밍된  체세포  (예를  들어,  성숙  또는  성체)를  지칭한다  (예를  들어,  [Takahashi  and

Yamanaka, Cell 126 (4): 663-76, 2006]를 참조하며, 본원에 참조로 포함됨).  인간 유도 다능성 줄기 세포 세

포는 줄기 세포 마커를 발현하고, 3가지 배엽층 (외배엽, 내배엽, 중배엽) 모두의 세포 특징을 생성할 수 있다.

본 개시내용에 따라 사용될 수 있는 세포주의 추가의 비제한적인 예에는 293-T, 293-T, 3T3, 4T1, 721, 9L, A-[0361]

549, A172, A20, A253, A2780, A2780ADR, A2780cis, A431, ALC, B16, B35, BCP-1, BEAS-2B, bEnd.3, BHK-21,

BR 293, BxPC3, C2C12, C3H-10T1/2, C6, C6/36, Cal-27, CGR8, CHO, CML T1, CMT, COR-L23, COR-L23/5010,

COR-L23/CPR,  COR-L23/R23,  COS-7,  COV-434,  CT26,  D17,  DH82,  DU145,  DuCaP,  E14Tg2a,  EL4,  EM2,  EM3,

EMT6/AR1, EMT6/AR10.0, FM3, H1299, H69, HB54, HB55, HCA2, Hepa1c1c7, High Five 세포, HL-60, HMEC, HT-

29,  HUVEC,  J558L  세포,  Jurkat,  JY  세포,  K562  세포,  KCL22,  KG1,  Ku812,  KYO1,  LNCap,  Ma-Mel  1,  2,

3....48,  MC-38,  MCF-10A,  MCF-7,  MDA-MB-231,  MDA-MB-435,  MDA-MB-468,  MDCK  II,  MG63,  MONO-MAC  6,

MOR/0.2R, MRC5, MTD-1A, MyEnd, NALM-1, NCI-H69/CPR, NCI-H69/LX10, NCI-H69/LX20, NCI-H69/LX4, NIH-3T3,

NW-145, OPCN/OPCT Peer, PNT-1A/PNT 2, PTK2, Raji, RBL 세포, RenCa, RIN-5F, RMA/RMAS, S2, Saos-2 세포,

Sf21, Sf9, SiHa, SKBR3, SKOV-3, T-47D, T2, T84, THP1, U373, U87, U937, VCaP, WM39, WT-49, X63, YAC-1,

및 YAR 세포가 포함된다.

본 개시내용의 일부 측면은 본원에 개시된 임의의 구축물을 포함하는 세포를 제공한다.  일부 실시양태에서, 숙[0362]

주 세포는 본원에 기재된 하나 이상의 벡터로 일시적으로 또는 비-일시적으로 형질감염된다.  일부 실시양태에

서, 세포는 대상체에서 천연 발생하는 것과 같이 형질감염된다.  일부 실시양태에서, 형질감염된 세포를 대상체

로부터 채취한다.  일부 실시양태에서, 세포는 대상체로부터 채취한 세포, 예컨대 세포주로부터 유래된다.  조

직 배양을 위한 매우 다양한 세포주가 관련 기술분야에 공지되어 있다.  세포주의 예에는 C8161,  CCRF-CEM,

MOLT, mIMCD-3, NHDF, HeLa-S3, Huh1, Huh4, Huh7, HUVEC, HASMC, HEKn, HEKa, MiaPaCell, Panc1, PC-3, TF1,

CTLL-2, C1R, Rat6, CV1, RPTE, A10, T24, J82, A375, ARH-77, Calu1, SW480, SW620, SKOV3, SK-UT, CaCo2,

P388D1, SEM-K2, WEHI-231, HB56, TIB55, Jurkat, J45.01, LRMB, Bcl-1, BC-3, IC21, DLD2, Raw264.7, NRK,

NRK-52E,  MRC5,  MEF,  Hep  G2,  HeLa  B,  HeLa  T4,  COS,  COS-1,  COS-6,  COS-M6A,  BS-C-1  원숭이 신장 상피,

BALB/3T3  마우스  배아  섬유모세포,  3T3  Swiss,  3T3-L1,  132-d5  인간  태아  섬유모세포;  10.1  마우스

섬유모세포, 293-T, 3T3, 721, 9L, A2780, A2780ADR, A2780cis, A 172, A20, A253, A431, A-549, ALC, B16,
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B35, BCP-1 세포, BEAS-2B, bEnd.3, BHK-21, BR 293. BxPC3. C3H-10T1/2, C6/36, Cal-27, CHO, CHO-7, CHO-

IR, CHO-K1, CHO-K2, CHO-T, CHO Dhfr -/-, COR-L23, COR-L23/CPR, COR-L23/5010, COR-L23/R23, COS-7, COV-

434,  CML  T1,  CMT,  CT26,  D17,  DH82,  DU145,  DuCaP,  EL4,  EM2,  EM3,  EMT6/AR1,  EMT6/AR10.0,  FM3,  H1299,

H69,  HB54,  HB55,  HCA2,  HEK-293,  HeLa,  Hepa1c1c7,  HL-60,  HMEC,  HT-29,  Jurkat,  JY  세포,  K562  세포,

Ku812,  KCL22,  KG1,  KYO1,  LNCap,  Ma-Mel  1-48,  MC-38,  MCF-7,  MCF-10A,  MDA-MB-231,  MDA-MB-468,  MDA-MB-

435, MDCK II, MDCK 11, MOR/0.2R, MONO-MAC 6, MTD-1A, MyEnd, NCI-H69/CPR, NCI-H69/LX10, NCI-H69/LX20,

NCI-H69/LX4, NIH-3T3, NALM-1, NW-145, OPCN/OPCT 세포주, Peer, PNT-1A/PNT 2, RenCa, RIN-5F, RMA/RMAS,

Saos-2 세포, Sf-9, SkBr3, T2, T-47D, T84, THP1 세포주, U373, U87, U937, VCaP, Vero 세포, WM39, WT-49,

X63, YAC-1, YAR, 및 이들의 트랜스제닉 변종이 포함되나 이로 제한되지 않는다.

세포주는 관련 기술분야의 기술자에게 공지된 다양한 공급원으로부터 입수가능하다 (예를 들어, 아메리칸 타입[0363]

컬쳐 콜렉션 (American Type Culture Collection, ATCC) (버지니아주 마나사스) 참조).  일부 실시양태에서,

본원에 기재된 하나 이상의 벡터로 형질감염된 세포를 사용하여, 하나 이상의 벡터-유래된 서열을 포함하는 새

로운 세포주를 확립한다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 CRISPR 시스템의 성분으로 일시적으로 형질감염되

고 (예컨대 하나 이상의 벡터의 일시적인 형질감염, 또는 RNA에 의한 형질감염), CRISPR 복합체의 활성을 통해

변형된 세포를 사용하여, 변형을 함유하는 세포를 포함하지만 임의의 다른 외인성 서열이 결여된 새로운 세포주

를 확립한다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 하나 이상의 벡터로 일시적으로 또는 비-일시적으로 형질감염

된 세포, 또는 이러한 세포로부터 유래된 세포주는 하나 이상의 시험 화합물을 평가하는데 사용된다.

실시예[0364]

실시예 1. 조작된 DNA-무함유 바이러스-유사 입자 (eVLP)를 사용하여 최소 표적-이탈 활성으로 치료적 생체내[0365]

염기 편집

염기 편집기 (BE)는 살아있는 유기체의 게놈 DNA에서 병원성 점 돌연변이의 치료적 교정을 가능하게 한다.  생[0366]

체내에서 BE를 전달하기 위해 다양한 전략이 이용되었지만, BE 리보핵단백질 (RNP)을 동물의 조직에 전달하는

방법은 DNA 또는 mRNA를 전달하는 기존 접근법에 비해 중요한 안전성 이점을 제공할 것이다.  DNA 전달 또는 원

치않는 DNA 통합 가능성이 없이 BE 또는 Cas9 RNP를 효율적으로 패키징하고 전달하는 바이러스-유사 입자인 조

작된 VLP (eVLP, 본원에서 BE-VLP로도 지칭됨)의 광범위한 조작 및 적용이 본원에서 보고된다.  카고 패키징,

방출, 및 국소화 병목 현상을 극복하기 위해 VLP 아키텍처를 반복적으로 조작함으로써, 표적-이탈 편집의 검출

을 최소화하면서 다양한 세포 유형 및 내인성 게놈 로커스에 걸쳐 시험관내에서 효율적인 표적-적중 염기 편집

을 매개할 뿐만 아니라, 1세대 VLP와 비교하여 Cas9 뉴클레아제 전달 후 4.7배 더 높은 편집을 나타내는 최적화

된 4세대 eVLP가 생성되었다.  eVLP에서 상이한 당단백질을 사용하면 그들의 세포 친화성이 변경된다.  최적화

된 eVLP는 또한 마우스에게 단일 주사 후 다중 장기에서 생체내 염기 편집을 지원하여, 이전에 기재된 VLP 아키

텍처에 비해 간에서 26배 더 높은 편집 효율 및 혈청 Pcsk9 수준의 78% 녹다운 뿐만 아니라, 유전적 실명의 마

우스 모델에서 시각 기능의 부분적인 복원을 일으켰다.  eVLP로 처리 후 표적-이탈 편집 빈도는 플라스미드 DNA

또는 AAV에 의한 염기 편집기 전달에 비해 배양된 세포 및 생체내 둘 다에서 실질적으로 더 낮았다.  eVLP는 세

포 생존력에 영향을 미치지 않거나 또는 검출된 간 병리학을 유발하지 않는다.  eVLP의 세포-유형 친화성은 상

이한 외피 당단백질에 의한 위형화에 의해 제어될 수 있다.  이들 결과는 표적-이탈 편집 또는 DNA 통합의 위험

을 최소화하는 생체내 치료적 염기 편집을 위한 유망한 방법으로서 eVLP를 확립한다.

세포를  감염시킬  수  있지만  바이러스  유전  물질이  결여된  바이러스  단백질의  조립체인  바이러스-유사 입자[0367]

(VLP)는 RNP로서 유전자 편집제를 전달하기 위한 잠재적으로 유망한 비히클로 부상하였다 (Campbell et al.,

2019; Choi et al., 2016; Gee et al., 2020; Hamilton et al., 2021; Indikova and Indik, 2020; Lyu et

al., 2019; Lyu et al., 2021; Mangeot et al., 2019; Yao et al., 2021).  RNP 카고를 전달하는 VLP는 바이러

스 전달의 효율 및 조직 표적화 이점을 활용하지만, 바이러스 게놈 통합 및 편집제의 연장된 발현과 연관된 위

험을 피한다.  그러나, 유전자 편집제 RNP를 전달하기 위한 기존의 VLP-매개된 전략은 지금까지 생체내에서 낮

은 내지 중간 정도의 편집 효율 또는 그들의 치료 효능의 제한된 검증을 지원한다 (Campbell et al., 2019;

Choi  et  al.,  2016;  Gee  et  al.,  2020;  Hamilton  et  al.,  2021;  Indikova  and  Indik,  2020;  Lyu  et  al.,

2019; Lyu et al., 2021; Mangeot et al., 2019; Yao et al., 2021).  실제로, RNP-패키징 VLP를 사용하는 산

후 생체내 유전자 편집의 치료 수준은 이전에 보고된 적이 없다.

시험관내에서 및 생체내에서 Cas9 뉴클레아제 및 염기 편집기를 포함하는 치료적 RNP를 패키징하고 전달하기 위[0368]

한 조작된 VLP 플랫폼인 eVLP의 개발 및 적용이 본원에 기재되며, 이는 바이러스 및 비-바이러스 전달 전략 둘
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다의 주요 이점을 제공한다.  광범위한 VLP 아키텍처 조작은 이전에 보고된 VLP를 기반으로 하는 초기 설계와

비교하여 평균 16배 더 많은 BE RNP를 패키징하는 4세대 eVLP를 생성하였다 (Mangeot et al., 2019).  이들

eVLP는 다중 불멸화된 세포주, 일차 인간 및 마우스 섬유모세포, 및 일차 인간 T 세포를 비롯한 다양한 세포 유

형에서 최소 표적-이탈 편집으로 고도로 효율적인 염기 편집을 가능하게 할 뿐만 아니라, 이전에 보고된 Cas9-

VLP와 비교하여 Cas9 뉴클레아제-매개된 indel 형성을 4.7배 개선시켰다.  마우스에게 eVLP의 단일 생체내 주사

는 다중 장기에서 다양한 표적 유전자의 효율적인 염기 편집을 매개하였고, 혈청 Pcsk9 수준을 강력하게 녹다운

시켰으며,  유전적 실명의 마우스 모델에서 시각 기능을 부분적으로 복원시켰다.   이들  결과는 치료적 관련

효율, 및 표적-이탈 편집 또는 DNA 통합의 최소 위험으로 생체내에서 유전자 편집제 (예를 들어, BE)를 일시적

으로 전달하는데 유용한 플랫폼으로서 eVLP를 확립하고, 본원에 기재된 eVLP는 다른 단백질 및 RNP의 생체내 전

달을 유사하게 개선시킬 수 있다.

결과[0369]

레트로바이러스 스캐폴드는 효율적인 염기 편집기 VLP를 지원한다[0370]

레트로바이러스가 염기 편집기 VLP (BE-VLP, 일명 "eVLP")를 조작하기 위한 매력적인 스캐폴드인 것으로 가정하[0371]

였다.   레트로바이러스 캡시드에는 일반적으로 여러 비-외피 20면체 바이러스의 엄격한 대칭 요건이 없으며

(Zhang et al., 2015), 이는 비-천연 단백질 카고를 혼입시키기 위한 구조적 융통성의 증가를 시사한다.  추가

로, 레트로바이러스 친화성은 상이한 외피 당단백질을 갖는 비리온을 위형화시킴으로써 쉽게 조절될 수 있으며,

이는 eVLP를 특이적 세포 유형에 표적화하는 것을 가능하게 할 수 있다 (Cronin et al., 2005).  이전의 작업은

원하는 단백질 카고를 레트로바이러스 gag 폴리단백질의 C-말단에 융합시키는 것이 레트로바이러스 입자 내에서

해당 카고 단백질의 직접적인 패키징에 충분하다는 것을 입증하였다 (Kaczmarczyk et al., 2011; Voelkel et

al., 2010).  더욱 최근에, 레트로바이러스 입자 내에서 Cas9 RNP를 패키징하기 위해 유사한 전략이 적용되었다

(Hamilton et al., 2021; Mangeot et al., 2019).  따라서, 레트로바이러스 스캐폴드가 BE 활성을 보존하는 방

식으로 효율적인 BE-VLP 형성을 지원할 수 있는지 여부를 조사하였다.

초기 (v1) BE-VLP 설계로서, 고활성 아데닌 염기 편집기인 ABE8e (Richter et al., 2020)는 입자 성숙 시 FMLV[0372]

프로테아제에 의해 절단되는 링커 펩티드를 통해 프렌드 뮤린 백혈병 바이러스 (FMLV) gag 폴리단백질의 C-말단

에 융합되었다 (도 1a).  FMLV-기반 VLP는 이전에 Cas9 RNP를 패키징하고 전달하기 위해 성공적으로 사용되었다

(Mangeot et al., 2019).  eVLP는 이러한 FMLV gag-ABE8e 융합 구축물, 야생형 FMLV gag-pro-pol 폴리단백질,

VSV-G 외피 당단백질, 및 HEK293T 세포 게놈 부위 2 또는 부위 3 (이후 HEK2 또는 HEK3으로 지칭됨)을 표적화하

는 sgRNA를 발현하는 플라스미드로 게시클 293T 생산자 세포를 형질감염시킴으로써 생성되었다.

생산자 세포 상청액으로부터 eVLP를 수확한 후에, 시험관내에서 HEK293T 세포에 농축된 eVLP를 형질도입시켰다.[0373]

고무적으로, v1 eVLP는 분류되지 않은 세포에서 가장 높은 용량에서 >97%의 효율로 HEK2 및 HEK3 게놈 로커스를

강력하게 편집하였다 (도 1b).  이들 eVLP가 Cas9, MLV 캡시드, 및 VSV-G 단백질을 함유한다는 것을 이뮤노블롯

팅을 통해 확인하였다 (도 8a).   이들 관찰은 FMLV  레트로바이러스 스캐폴드가 BE-VLP  형성을 지원하고, v1

eVLP가 시험관내에서 HEK293T 세포를 효율적으로 형질도입시키고 편집할 수 있음을 나타낸다.

VLP 성숙 후 카고 방출의 개선[0374]

v1 eVLP가 HEK293T 세포에서 HEK2 및 HEK3 로커스를 강력하게 편집하지만, 일반적으로 사용되는 이들 시험 로커[0375]

스는 특히 유전자 편집에 용이하고, 치료적 관련성이 부족하다 (Anzalone et al., 2020).  eVLP의 치료 잠재성

평가를 시작하기 위해, β-헤모글로빈병증의 치료를 위해 확립된 염기 편집 전략인 적혈구에서 태아 헤모글로빈

의 발현을 상향조절하는 BCL11A  적혈구-특이적 인핸서에 돌연변이를 설치하는 그들의 능력 (Richter et al.,

2020;  Zeng  et  al.,  2020)을 평가하였다.  v1 eVLP가 고용량에서 HEK293T 세포의 BCL11A 인핸서 로커스에서

73%  편집 효율을 달성하였지만, 용량이 감소함에 따라 편집 수준이 급격히 떨어지는 것으로 관찰되었다 (도

8b).  이들 결과는 v1 BE-VLP 활성이 개선될 수 있음을 나타내었다.

유리 ABE8e RNP를 유리시키기 위해 입자 성숙 후 MLV 프로테아제에 의한 gag-ABE8e 링커의 절단이 필요하다.[0376]

링커 절단 효율이 BE-VLP  편집에 병목 현상을 일으킬 수 있다고 추론되었다 (도 2a).   이 가설을 시험하기

위해, MLV gag와 ABE8e 사이에 다양한 프로테아제-절단가능한 링커 서열을 함유하는 일련의 2세대 (v2) 조작된

BE-eVLP를 구축하였다 (도 8c).  먼저, 레트로바이러스 스캐폴드는 프렌드 MLV에서 몰로니 MLV (MMLV) (프로테

아제 기질 특이성이 광범위하게 특징분석되어 있는 유사한 MLV 균주임)로 전환되었다 (Feher et al., 2006).

이어서, MMLV 프로테아제에 의해 다양한 효율로 절단되는 것으로 공지된 4가지 상이한 링커 서열을 스크리닝하
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고, v1 eVLP에 비해 편집 효율을 개선시킨 여러 새로운 gag-ABE8e 링커를 확인하였다 (도 2b).  구체적으로,

v2.4  BE-eVLP는 v1 eVLP에 비해 시험한 모든 용량에서 1.2-1.5배 더 높은 편집 효율을 나타내었다 (도 2b).

v2.1-v2.4 BE-eVLP에서 링커 서열의 절단 효율을 조사하기 위해, 웨스턴 블롯을 수행하여, 정제된 eVLP에 존재

하는 전장 gag-ABE8e에 대한 절단된 ABE8e의 분율을 결정하였다.  이 분석을 통해, v2.4 링커가 v2.1 및 v2.2

링커에 비해 더 효율적으로 절단되지만, v2.3  링커에 비해서는 덜 효율적으로 절단된다는 것이 밝혀졌다 (도

8d-8e).

이들 발견은 v2.4 BE-eVLP에서 링커 서열이 VLP 성숙 후에 ABE8e RNP의 효율적인 방출을 지원하지만, VLP로 그[0377]

의 혼입 전에는 ABE8e RNP의 조기 방출을 방지하는 최적의 속도로 절단되는 모델을 뒷받침한다.  이들 발견은

gag-카고 단백질 링커 서열이 VLP 아키텍처의 중요한 파라미터이고, 이들 두 제한 사이에서 링커 절단 동역학의

균형을 이루기 위해 이 서열을 최적화하면 eVLP 활성을 개선시킬 수 있음을 입증한다.

eVLP로의 카고 국소화 및 로딩의 개선[0378]

이전에 최적화된 BE는 그들의 N- 및 C-말단에서 이분절 핵 국소화 신호 (NLS)에 융합되고, 이는 BE의 핵 유입을[0379]

촉진시키고, 게놈 DNA에 대한 그들의 접근을 증강시킨다 (Koblan et al., 2018).  그러나, gag-BE 융합체는 형

성될 때 VLP에 혼입되기 위해 생산자 세포의 세포질 및 외부 막에 국소화되어야 한다 (도 2c).  gag-BE 융합체

내에 2개의 NLS의 존재는 외부 막으로 gag-BE 국소화를 저지하고, VLP로 BE의 혼입을 방해할 수 있다.

생산자 세포에서의 세포질 gag-카고 국소화를 장려하기 위해, NLS 외에도 핵 유출 신호 (NES)를 함유하는 3세대[0380]

(v3) eVLP 아키텍처를 설계하였다.  이전의 작업을 통해, MLV-기반 VLP가 gag 단백질 내의 다중 위치에서 NES

첨가를 용인할 수 있음이 입증되었다 (Wu and Roth, 2014).  v3 설계에서, NES가 VLP 성숙 후 카고로부터 절단

되어 (도 2d 및 9b), 이로써 형질도입된 세포의 핵으로 효율적으로 유입될 수 있는 NLS-플랭킹된 카고 단백질을

유리시키는 것을 보장하기 위해, MMLV 프로테아제-절단가능한 링커 서열은 NES 옆의 위치에 배치되었다.

모든 v3 BE-eVLP 아키텍처는 v2.4 BE-eVLP로부터의 최적의 gag-ABE8e 링커 서열을 함유하였다.  BE-eVLP v3.1,[0381]

v3.2 및 v3.3은 추가의 MMLV 프로테아제-절단가능한 링커를 통해 ABE8e의 C-말단에서 융합된 3xNES 모티프를 보

유하고, v2.4 BE-eVLP에 필적하는 또는 그보다 낮은 효율을 나타내었다 (도 2e).  그러나, v2.4 최적화된 절단

가능한 링커 서열 바로 앞에서 MMLV gag의 C-말단에 3xNES 모티프를 함유하는 v3.4 BE-eVLP는 v2.4 BE-eVLP에

비해 시험한 모든 용량에서 BCL11A 인핸서 로커스에서 편집 효율의 1.1-2.1배 개선을 나타내었다 (도 2e).  특

히, v3.1, v3.2, 및 v3.3 BE-eVLP에는 2가지 별개의 절단 이벤트가 필요한데 반해, v3.4 BE-eVLP는 NLS-플랭킹

된 NES-무함유 BE를 유리시키기 위해 단일 바이러스 프로테아제 절단 이벤트만을 필요로 하며 (도 2d 및 9b),

이는 그들의 우수한 효율을 설명할 수 있다.  gag-ABE 국소화에 대한 NES 첨가의 효과를 추가로 조사하기위해,

v3.4 gag-3xNES-ABE 구축물 또는 v2.4 gag-ABE 구축물로 형질감염된 생산자 세포의 면역형광 현미경 검사를 수

행하였다.  이 분석을 통해, v2.4-형질감염된 생산자 세포에 비해 v3.4-형질감염된 생산자 세포에서 검출된 ABE

단백질의 세포질 국소화의 1.3배 증가가 밝혀졌다 (도 10c 및 10d).  이들 결과는 형질도입된 세포로 방출된 BE

의 핵 국소화를 유지하면서, 생산자 세포에서의 gag-BE 융합체의 핵외 국소화를 촉진시킴으로써 BE-eVLP 활성이

개선될 수 있음을 입증한다.

eVLP의 성분 화학량론의 개선[0382]

최종적으로, v3.4 eVLP의 gag-카고:gag-pro-pol 화학량론이 최적화되었다.  최적의 gag-카고:gag-pro-pol 화학[0383]

량론이 VLP로 패키징되는데 이용되는 Gag-카고의 양과 VLP 성숙을 위해 필요한 MMLV 프로테아제 (gag-pro-pol에

서 "pro")의 양 사이에 균형을 이루는 것으로 가정하였다 (도 2f).  이 화학량론을 조절하기 위해, VLP 생성을

위해 형질감염되는 gag-3xNES-ABE8e 대 야생형 MMLV gag-pro-pol 플라스미드의 비를 변화시켰다.  gag-BE 플라

스미드의 양을 v3.4 BE-eVLP를 생성하기 위해 사용되는 원래의 비율보다 높게 증가시키면 (38% gag-BE 플라스미

드 및 62% gag-pro-pol 플라스미드) 편집 효율이 개선되지 않는다는 것이 발견되었다 (도 2g).  gag-BE 플라스

미드의 비율을 38%에서 25%로 감소시키면 편집 효율이 적당히 개선되었다 (도 2g).  그러나, gag-BE 플라스미드

의 비율을 25% 아래로 추가로 감소시키면 편집 효율이 감소되었다 (도 2g).  이들 결과는 최적의 gag-BE:gag-

pro-pol 화학량론이 VLP로 패키징되는데 이용되는 gag-BE의 양과 VLP 성숙에 필요한 MMLV 프로테아제 (gag-pro-

pol에서 "pro")의 양 사이에 균형을 이루는 모델과 일치한다.

최적화의 이러한 최종 라운드 결과를 통해 4세대 (v4)  BE-eVLP  제형이 밝혀졌고 (도 2g), 이는 최적의 gag-[0384]

BE:gag-pro-pol 화학량론 (25% gag-BE)과 v3.4 BE-eVLP 아키텍처를 조합한다.  v4 BE-eVLP를 투과 전자 현미경

검사에 의해 시각화하였고, 그들의 구형 형태학 및 100-150 nm의 대략적인 입자 직경을 확인하였다 (도 10a).
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다음으로, BE-eVLP의 단백질 함량에 대한 이러한 아키텍처 조작의 효과를 결정하였다.  v1 내지 v4 BE-eVLP에[0385]

존재하는 BE 분자 및 p30 (MLV 캡시드) 분자의 수를 정량화하기 위해 항-Cas9 및 항-MLV(p30) ELISA를 수행하였

다 (도 10b-10c).  이들 실험을 통해, v2.4, v3.4 및 v4 BE-eVLP가 v1 eVLP와 비교하여 각각 입자당 1.8배,

19.2배 및 11배 더 많은 BE 카고 단백질 분자를 함유한다는 것이 밝혀졌다 (도 3a).  입자당 BE 단백질 함량의

이러한 증가는 용해된 VLP의 표적화된 RT-qPCR에 의해 측정되는 바와 같이 입자당 sgRNA의 상대적인 양의 증가

와 상관관계가 있다 (도 3b).  흥미롭게도, v4 BE-eVLP는 v3.4 BE-eVLP에 비해 입자당 더 적은 BE 단백질 분자

를 함유하지만, 동일한 양의 sgRNA 분자를 함유하며, 이는 v3.4 및 v4 BE-eVLP가 입자당 유사한 양의 활성 BE

RNP를 함유할 수 있음을 시사한다.  추가로, v4 BE-eVLP는 v3.4 BE-eVLP에 비해 더 높은 역가로 생성된다 (도

10c).

이들 결과는 입자당 활성 BE RNP 분자의 수가 BE-eVLP 편집 효율을 개선시킬 수 있는 모델을 뒷받침한다.  그러[0386]

나, 입자당 BE 분자의 수가 특정 임계치를 넘어서 증가하는 것은 해로울 수 있는데, 이는 이들 추가의 BE 분자

가 sgRNA와 복합체화되지 않을 것으로 보이기 때문이며, VLP당 혼입된 카고 분자의 수와 전체 VLP 역가 사이에

명백한 상호 절충 관계가 있다.  함께, 이들 결과를 통해 eVLP 효율에 영향을 미치는 추가의 중요한 파라미터가

밝혀졌고, 이는 gag-카고 국소화 및 gag-BE:gag-pro-pol 화학량론을 조절함으로써 이들 파라미터가 어떻게 개선

될 수 있는지를 입증한다.

v4 eVLP는 강력한 고효율 유전자 편집을 지원한다[0387]

상기 기재된 연속적인 VLP 조작 노력은 HEK293T 세포의 BCL11A 인핸서 로커스에서 v4 BE-eVLP의 편집 효율을 최[0388]

대 용량에서 95%까지 실질적으로 개선시켰다 (도 3c).  v4 BE-eVLP는 단위 부피당 편집 효율을 v1 eVLP와 비교

하여 5.6배 개선시키고, v2.4 BE-eVLP와 비교하여 2.2배 개선시킨다 (도 3c).  또한, v4 BE-eVLP가 HEK293T 세

포에서 바이러스 입자당 염기 편집 활성의 8.5배 개선을 나타내는 것으로 관찰되었다 (도 10d).  v4 VLP 조작이

하나의 특정한 게놈 로커스 또는 표적 세포주로 제한되지 않는 일반적인 염기 편집 개선을 지원한다는 것을 확

인하기  위해,  3T3  마우스  섬유모세포의  Dnmt1  로커스를  표적화하는  v1,  v2.4,  v3.4  및  v4  BE-eVLP를

시험하였다.  4가지 eVLP 아키텍처의 편집 효율에서 매우 유사한 경향이 관찰되었고, 3T3 세포에서 v1 eVLP와

비교하여 v4  eVLP의 단위 부피당 편집 효율이 8.6배 개선되었다 (도 3d).   추가로, v4  eVLP에 의한 처리는

HEK293T 또는 3T3 세포의 생존력에 부정적인 영향을 미치지 않았다 (도 10e).  v4 BE-eVLP는 HEK293T 세포에서

BCL11A 인핸서 및 HEK2 게놈 로커스의 강건한 멀티플렉스 편집을 지원하였다 (도 3e).  이들 결과는 v4 eVLP가

시험 세포에 대한 교란을 최소화하면서 고효율 염기 편집을 매개함을 나타낸다.

조작된 v4 eVLP 아키텍처가 염기 편집기 외에도 다른 단백질의 VLP-매개된 전달을 유사하게 개선시킬 수 있다고[0389]

가정하였다.  이 가능성을 시험하기 위해, Cas9  뉴클레아제 (Cas9-VLP),  및 EMX1  게놈 로커스를 표적화하는

sgRNA를 패키징하는 v1 및 v4 VLP를 구축하였다.  HEK293T 세포에서 v1 Cas9-VLP와 비교하여 v4 Cas9-eVLP에

의해 생성된 단위 부피당 indel 빈도의 4.7배 개선이 관찰되었다 (도 10f).  이 관찰은 최적화된 v4 eVLP 아키

텍처가 염기 편집기로 제한되지 않는 단백질의 VLP-매개된 전달에 대한 일반화가능한 개선을 제공한다는 것을

시사한다.

eVLP의 매력적인 특징은 그들의 세포 친화성이 원칙적으로 상이한 외피 당단백질을 사용하여 그들을 생성함으로[0390]

써 조절될 수 있다는 것이다.  Cas9-VLP의 친화성을 조절하기 위해 유사한 전략이 이전에 이용되었다 (Hamilton

et al., 2021).  eVLP가 특정 세포 유형을 표적화하도록 프로그래밍될 수 있는지 여부를 조사하기 위해, 본 발

명자들은 FuG-B2 외피 당단백질에 의해 위형화된 v4 eVLP를 생성하였다 (Kato et al., 2011).  FuG-B2는 광견

병 바이러스 외피 당단백질의 세포외 및 막횡단 도메인 및 VSV-G의 세포질 도메인을 함유하는 조작된 외피 당단

백질이며, 뉴런-특이적 형질도입을 위해 렌티바이러스 벡터를 위형화시키기 위해 사용될 수 있다 (Kato et al.,

2011).  실제로, FuG-B2-위형화된 v4 BE-eVLP가 Neuro-2a 세포 (마우스 신경모세포종 세포주)를 효율적으로 형

질도입시키고 편집하지만, 마우스 3T3 섬유모세포에 대해서는 그렇지 않은 것으로 관찰되었다 (도 3f 및 10g).

이들 결과는 eVLP의 조직 특이성이 다른 당단백질, 예컨대 특이적 세포 집단을 형질도입시키도록 렌티바이러스

를 위형화시키기 위해 사용되는 것들을 교환함으로써 표적화될 수 있음을 검증한다.

종합적으로, 이들 발견은 VLP 활성에 영향을 미치는 인자를 식별하고, 프로테아제-절단가능한 링커 서열, gag-[0391]

카고 국소화, 및 gag-카고:gag-pro-pol 화학량론의 광범위한 조작이 VLP 효능을 제한하는 병목 현상을 극복할

수 있음을 입증한다.  이들 결과를 통해, 배양된 세포에서 BE RNP를 전달하기 위한 강건한 방법으로서 VLP 활성

에 영향을 미치고 v4 BE-eVLP를 확립하는 인자에 대한 신규한 통찰력 또한 밝혀진다.
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v4 BE-eVLP는 최소 표적-이탈 편집 또는 DNA 통합을 나타낸다[0392]

v4 BE-eVLP가 다중 세포 유형의 몇몇 내인성 게놈 로커스에서 강건한 표적-적중 염기 편집을 나타낸다는 점을[0393]

고려하여, 다음으로 그들의 표적-이탈 편집 프로파일을 평가하였다.  BE는 Cas9 표적-이탈 결합 부위의 하위 집

합에서 Cas-의존성 표적-이탈 편집 뿐만 아니라, 게놈 전체에 걸쳐 낮은 수준으로 Cas-독립적인 표적-이탈 편집

을 매개할 수 있다 (Anzalone et al., 2020).  HEK293T 세포에서 ABE8e 플라스미드 형질감염에 비해 v4 BE-

eVLP에 의한 Cas-의존성 표적-이탈 편집을 평가하기 위해, HEK2, HEK3, 및 BCL11A 인핸서 로커스를 표적화하는

3가지 상이한 sgRNA와 연관된 공지된 Cas9 표적-이탈 부위의 표적화된 앰플리콘 시퀀싱을 수행하였다.  v4 eVLP

가 이들 3가지 게놈 로커스에서 플라스미드 형질감염과 비교하여 v4 BE-eVLP로부터 필적하거나 또는 그보다 높

은 표적-적중 편집 효율을 나타내지만, v4 BE-eVLP와 비교하여 12 내지 900배 더 낮은 Cas-의존성 표적-이탈 편

집을 나타내는 것으로 관찰되었다 (도 3g).

Cas-독립적인 표적-이탈 DNA 편집을 평가하기 위해, 직교식 R-루프 검정을 수행하였고, 이는 전체 게놈을 시퀀[0394]

싱할 필요없이 가이드되지 않는 방식으로 염기 편집기가 DNA를 탈아미노화시키는 능력을 평가하는 전략으로서

이전에 검증되었다 (Doman et al., 2020; Yu et al., 2020).  동일한 BE를 코딩하는 DNA 플라스미드의 형질감

염과 비교하여, v4 BE-eVLP는 사실상 검출되지 않는 수준까지 Cas-독립적인 표적-이탈 편집에서 >100배 감소를

나타내었다 (도 3h, 도 11b).  이들 결과는 고도로 활성인 BE에 의한 표적-이탈 편집이 RNP 전달에 의해 실질적

으로 최소화될 수 있다는 이전의 발견을 확인하고 확장시키며 (Doman et al., 2020; Jang et al., 2021; Lyu

et al., 2021; Newby et al., 2021; Rees and Liu, 2018; Richter et al., 2020; Yeh et al., 2018), 최소 표

적-이탈 편집으로 고도로 효율적인 표적-적중 염기 편집을 지원하는 eVLP의 능력을 강조한다.

eVLP의 DNA-무함유 성질은 원칙적으로 형질도입된 세포의 게놈으로 DNA 통합 가능성을 피하고, 이는 기존 바이[0395]

러스 전달 방식에 비해 중요한 안전성 이점이다 (David  and  Doherty,  2017;  Milone  and  O'Doherty,  2018).

qPCR을 이용하여, 정제된 v4 BE-eVLP가 VLP당 < 0.03개 분자의 BE-코딩 DNA를 함유한다는 것을 검증하였다  (도

3i).  추가로, BE-코딩 플라스미드로 형질감염된 HEK293T 세포로부터의 세포 용해물에서 상당량 (8.7 ng/μL)의

BE-코딩 DNA가 검출되었지만, v4 BE-eVLP-처리 HEK293T 세포로부터의 세포 용해물에서는 BE-코딩 DNA가 비처리

세포로부터의 샘플에서의 백그라운드 수준보다 높게 검출되지 않았다 (< 0.02 ng/μL) (도 3j).  이들 결과는

BE-eVLP가 형질도입된 세포를 염기 편집기를 코딩하는 DNA의 검출된 수준에 노출되지 않으며, 이로써 카고 DNA

의 게놈 통합 가능성이 최소화된다는 것을 입증한다.

v4 BE-eVLP는 일차 인간 및 마우스 세포를 효율적으로 편집한다[0396]

v4 BE-eVLP의 유용성을 추가로 탐구하기 위해, 생체외에서 다양한 일차 인간 또는 마우스 세포를 표적화하고 편[0397]

집하는 그들의 능력을 평가하였다.  일차 인간 환자-유래된 섬유모세포에서 열성 이영양성 수포성 표피박리증

(RDEB)을 유발하는 COL7A1의 넌센스 돌연변이의 ABE-매개된 교정이 이전에 입증되었다 (Osborn et al., 2020).

동형접합성 COL7A1(R185X) 돌연변이를 보유하는 일차 섬유모세포를 v4 BE-eVLP로 형질도입시킨 후, >95% 편집이

표적 아데닌 염기에서 관찰되었고, VLP-처리 및 비처리 세포 사이에 세포 생존력 차이는 없었다 (도 4a 및 도

11c).   추가로,  이전에  식별된  10개의  표적-이탈  부위에서  최소  Cas-의존성  표적-이탈  편집이  관찰되었다

(Osborn et al., 2020) (도 11d).  점액다당류증 유형 IH의 마우스 모델로부터 유래된 일차 섬유모세포에서 넌

센스 돌연변이를 교정하는 v4 BE-eVLP의 능력 (Wang et al., 2010) 또한 평가하였다.  또한, v4 BE-eVLP 형질

도입 후 Idua(W392X) 돌연변이의 >95% 교정이 관찰되었다 (도 4b).  이들 결과는 BE-VLP 활성이 불멸화된 세포

주에 제한되지 않음을 검증하고, 일차 인간 및 마우스 섬유모세포에서 v4 BE-eVLP가 100%에 가까운 염기 편집

수준을 달성할 수 있음을 입증한다.

다음으로, 일차 인간 T 세포에서 BE-eVLP-매개된 편집을 조사하였다.  MHC 클래스 I 및 MHC 클래스 II를 비롯하[0398]

여 T 세포의 표면 상에서 면역조절 단백질의 발현을 감소시키는 유전자 편집 전략은 "기성품" 동종이계 키메라

항원 수용체 (CAR) T 세포를 가능하게 함으로써 T-세포 요법을 발전시킬 수 있다.  이전의 보고는 B2M 및 CIITA

유전자에서 스플라이스 부위를 파괴하면 일차 인간 T 세포에서 MHC 클래스 I 및 MHC 클래스 II의 발현이 감소되

는 것으로 나타났다 (Gaudelli  et  al.,  2020;  LeibundGut-Landmann  et  al.,  2004;  Serreze  et al., 1994).

일차 인간 T 세포를 v4 BE-eVLP로 처리하면 B2M 및 CIITA 스플라이스 부위의 45-60%가 파괴되었다 (도 4c).

종합적으로, 이들 결과는 eVLP가 생체외에서 임상적으로 관련된 일차 인간 세포 유형을 효율적으로 편집할 수

있고, 일차 인간 T 세포에서 BE-VLP 편집 효율의 추가의 최적화를 위한 기반을 마련할 수 있음을 확인시킨다.

eVLP에 의해 CNS에서 생체내 염기 편집[0399]
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생체외에서 eVLP의 강건한 활성은 이들이 생체내에서 BE RNP를 전달하기 위한 유망한 비히클일 수 있음을 시사[0400]

하였다.  그들의 생체내 효능 평가를 시작하기 위해, 먼저 마우스 중추 신경계 (CNS) 내에서 염기 편집을 가능

하게 하는 eVLP의 능력을 조사하였다.  생체내에서 뉴클레아제-매개된 indel 형성 및 아데닌 염기 편집이 가능

한 것으로 공지된 게놈 로커스에 마우스 Dnmt1에서의 침묵 돌연변이를 설치하는 v4 BE-eVLP를 생성하였다 (Levy

et al., 2020; Swiech et al., 2015).  BE-eVLP를 CNS에 전달하기 위해, 척수 근위축증을 가진 환자에서 누시

네르센을 전달하기 위해 현재 이용되는 척수강내 주사와 유사하게, 혈액-뇌 장벽을 우회하는 뇌척수액으로 직접

주사하는 신생아 뇌실 (P0 ICV) 주사를 수행하였다 (Mercuri et al., 2018).

v4 BE-eVLP는 핵 막-국소화된 Klarsicht/ANC-1/Syne-1 상동성 (KASH) 도메인에 융합된 EGFP를 코딩하는 VSV-G-[0401]

위형화된 렌티바이러스와 함께 각각의 반구에 공동-주사되었다 (도 5a).  이 전략이 eVLP에 노출된 세포를 풍부

하게 하는 방식으로 GFP-양성 핵의 단리를 가능하게 할 것이라고 추론되었다.  이 접근법은 여러 세포가 접근할

수 없는 뇌에 주사 후 편집 효율을 결정하는데 특히 유용하다.  주사 3주 후에, 피질 및 중뇌 조직으로부터 분

류되지 않은 벌크 (모든 핵) 및 GFP-양성 핵을 분석하였고, 고처리량 시퀀싱에 의해 염기 편집을 평가하였다

(도 5a).

피질 및 중뇌 조직 둘 다에서 GFP-양성 핵의 빈도는 낮았고 (도 13b), 이는 마우스 뇌에 주사된 VSV-G-위형화된[0402]

렌티바이러스에 의해 형질도입된 세포가 주사 부위 근처에 국소화된다는 이전의 보고와 일치하며 (Humbel  et

al., 2021; Parr-Brownlie et al., 2015), 이는 가능하게는 뇌 세포외 공간의 너비보다 ~3배 더 큰 평균 직경

을 갖는 바이러스 입자의 크기 (Thorne and Nicholson, 2006)가 벌크 뇌 조직을 통한 확산을 방해할 수 있기 때

문이다.  고무적으로, GFP-양성 피질 및 중뇌 세포에서 각각 53% 및 55% 편집이 관찰되었고, 이는 벌크 피질 및

중뇌의 6.1% 및 4.4% 편집에 상응한다 (도 5b).  이들 데이터는 형질도입 이벤트마다 강건한 수준의 활성 BE

RNP를 전달하는 CNS 염기 편집 적용을 위한 새로운 비-바이러스 전달 시스템으로서 BE-eVLP를 확립시키지만, 벌

크 뇌 조직에서 높은 수준의 편집을 달성하기 위해 형질도입 효율의 개선이 필요하다.

eVLP에 의한 생체내 간 염기 편집은 Pcsk9를 효율적으로 녹다운시킨다[0403]

생체내에서 BE-eVLP의 유용성을 추가로 탐구하기 위해, 성체 동물에서 치료적 염기 편집을 매개하는 그들의 능[0404]

력을 조사하였다.  먼저, 콜레스테롤 항상성에 관여하는 치료 관련 유전자인 프로프로테인 컨버타제 서브틸리신

/켁신 유형 9 (Pcsk9) (Abifadel et al., 2003; Fitzgerald et al., 2014)가 표적화되었다.  기능 상실 PCSK9

돌연변이는  건강상  명백히  불리한  결과없이  천연적으로  발생한다  (Abifadel  et  al.,  2003;  Cohen  et  al.,

2005; Cohen et al., 2006; Hooper et al., 2007; Rao et al., 2018).  이들 개체는 혈중 저밀도 지단백질

(LDL) 콜레스테롤의 수준이 낮고, 죽상동맥경화성 심혈관 질환의 위험이 감소되며, 이는 PCSK9 유전자를 파괴하

는 것이 가족성 고콜레스테롤혈증의 치료를 위한 유망한 전략일 수 있음을 시사한다 (Musunuru et al., 2021;

Rothgangl et al., 2021).  최적화된 v4 BE-VLP 아키텍처는 동일한 용량의 v4 eVLP에 비해 26배 더 적은 1.5%

편집만을 매개하는 이전에 기재된 VLP 아키텍처 (v1 BE-VLP)에 비해 간에서 훨씬 더 강건한 편집을 지원하였다

(도 6b).

마우스 간에서 Pcsk9 녹다운에 대해 이전에 확립된 염기 편집 전략인 Pcsk9 엑손 1 및 인트론 1의 경계에서 스[0405]

플라이스 공여자를 표적화하고 파괴하는 BE-eVLP (Musunuru et al., 2021; Rothgangl et al., 2021)를 설계하

고 생성하였다.  6 내지 7주령의 성체 C57BL/6 마우스에게 eVLP의 전신 (안구 후방) 주사를 수행하였고, 주사 1

주일 후에 벌크 간에서 염기 편집을 측정하였다 (도 6a).  가장 높은 용량 (7x10
11
 eVLP)의 v4 BE-eVLP로 처리

후 벌크 간에서 63% 편집 효율이 관찰되었고 (도 6b), 이는 최적화된 최신 기술 AAV-기반 전달 방식 및 지질 나

노입자 (LNP)-기반 mRNA 전달 시스템에 의해 이 부위에서 전형적으로 달성되는 편집 효율에 필적한다 (Musunuru

et al., 2021; Rothgangl et al., 2021).  조작된 v4 BE-eVLP 아키텍처는 동일한 용량에서 이전에 보고된 설계

(v1 BE-VLP)를 기반으로 하는 VLP 아키텍처에 비해 간에서 26배 더 높은 편집 수준을 지원하였다 (도 6b).  이

들 결과는 마우스 간의 치료 관련 로커스에서 RNP에 의한 효율적인 염기 편집을 확립한다.

가장 높은 용량의 v4 BE-eVLP로 처리된 마우스에서, 염기 편집 효율을 심장, 골격근, 폐, 신장 및 비장을 비롯[0406]

하여 간이 아닌 조직에서도 평가하였다.  비장에서 4.3% 염기 편집이 관찰되었고, 폐, 신장, 심장 및 근육에서

는 백그라운드 수준보다 높은 편집이 관찰되지 않았다.  조직에 걸쳐 이러한 편집 패턴은 정맥내 투여된 VSV-G-

위형화된 입자의 이전에 특징분석된 조직 친화성과 일치한다 (Pan et al., 2002).

BE-eVLP에 의한 처리가 간 조직에서 Cas-의존성 표적-이탈 편집을 초래하는지 여부를 평가하기 위해, 본 발명자[0407]

들은 CIRCLE-seq를 수행하여 (Tsai et al., 2017), 잠재적인 표적-이탈 로커스를 지정하였다.  지정된 로커스로
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부터, 14개의 후보 표적-이탈 부위를 선택하고, 프로토스페이서의 PAM-근위 영역 근처에서 상동성을 기반으로

하는 표적화된 고처리량 시퀀싱에 의해 실험하였다.  7x10
11
 v4 BE-eVLP로 처리된 마우스의 간으로부터 단리된

게놈 DNA의 임의의 이들 로커스에서 백그라운드 수준보다 높은 검출가능한 표적-이탈 편집은 관찰되지 않았다

(도 6d).   대조적으로,  ABE8e  및  동일한 Pcsk9-표적화 sgRNA를 코딩하는 이중 AAV8  벡터 (1x10
11
 바이러스

게놈)로 처리된 마우스의 간으로부터 단리된 게놈 DNA의 이들 3개의 로커스에서 낮지만 검출가능한 (0.1-0.3%)

수준의 표적-이탈 편집이 관찰되었다 (도  6d).   이들 결과는 v4  BE-eVLP가  생체내에서 필적하는 표적-적중

편집, 그러나 최소 표적-이탈 편집을 제공할 수 있음을 입증하며, 이는 기존 바이러스 기반 전달 접근법에 비해

개선된 것이다.

주사 1주일 후에 수행한 표현형 분석을 통해, 비처리 마우스와 비교하여 7x10
11
 v4 BE-eVLP로 처리된 마우스에서[0408]

혈청 Pcsk9 단백질 수준의 78% 감소가 밝혀졌다 (도 6e).  전신 투여된 eVLP의 잠재적인 독성을 평가하기 위해,

7x10
11
 v4  BE-eVLP의 주사 1주일 후에, 간세포 손상의 중요한 바이오마커인 혈청 알라닌 아미노트랜스퍼라제

(ALT) 및 아스파르테이트 트랜스아미나제 (AST) 수준 (Meunier and Larrey, 2019)을 평가하였다.  모든 마우스

는 정상 범위 내의 AST 및 ALT 수준을 나타내었고, 비처리 마우스와 BE-eVLP-처리 마우스 사이에 식별가능한 차

이는 없었다 (도 14a).  추가로, eVLP-처리 및 비처리 마우스로부터의 샘플에 대해 간 조직학을 수행하였고,

BE-VLP 처리로 인한 뚜렷한 형태학적 차이는 발견되지 않았다 (도 14b-14c).  함께, 이들 결과는 v4 BE-eVLP가

명백한 불리한 결과 없이 표적-이탈 편집의 검출 없이 마우스 간에서 효율적인 치료 관련 염기 편집을 매개할

수 있음을 입증한다.

v4 BE-eVLP는 유전적 실명의 마우스 모델에서 시각 기능을 복원시킨다[0409]

최종적으로, 유전적 망막 장애가 있는 성체 마우스 모델에서 질환-유발 점 돌연변이를 교정하기 위해 BE-eVLP를[0410]

적용하였다.  다중 유전자에서 기능 상실 돌연변이는 망막 변성, 조기 발병 시각 손상, 및 최종 실명을 수반하

는  단일  유전성  망막  장애의  계열인  다양한  형태의  레버(Leber)  선천성  흑내장  (LCA)과  연관이  있다

(Cideciyan, 2010; den Hollander et al., 2008).  유전자 편집 접근법은 선천성 실명을 치료 및 치유할 가능

성이 있고; 진행 중인 임상 실험 (NCT03872479)은 희귀 레버 선천성 흑내장 10 (LCA10)과 연관된 CEP290의 비정

상적인 스플라이스 부위를 파괴하기 위해 AAV-전달된 Cas9 뉴클레아제를 사용한다.  레티노이드 아이소머히드롤

라제 RPE65를 비롯하여 다른 유전자에서 기능 상실 돌연변이 또한 정밀 유전자 편집제를 사용하는 생체내 교정

을 위한 후보이다 (Sodi et al., 2021; Suh et al., 2021).

v4 BE-eVLP가 LCA의 마우스 모델에서 시각 기능을 복원할 수 있는지 여부를 조사하였다.  rd12 마우스는 시각[0411]

기능의 거의 완전한 상실을 유발하는 Rpe65의 엑손 3에서 넌센스 돌연변이 (c.130C > T; p.R44X)를 보유한다

(Pang  et  al.,  2005;  Suh  et  al.,  2021).   LCA를 담당하는 상동성 돌연변이가 최근에 사람에서 확인되었고

(Zhong et al., 2019), 이는 rd12 모델의 임상적 관련성을 강조한다.

ABE8e-NG RNP, 및 Rpe65(R44X) 돌연변이를 표적화하는 sgRNA (도 7a)를 캡슐화하는 v4 BE-eVLP (이후 ABE8e-[0412]

NG-eVLP로 지칭됨)를 설계하고 생성하였다.  망막 색소 상피 (RPE) 세포를 효율적으로 형질도입할 수 있게 하도

록 ABE8e-NG-eVLP를 VSV-G에 의해 위형화시켰다 (Puppo et al., 2014; Suh et al., 2021).  ABE8e-NG-eVLP를 4

주령의 rd12 마우스에게 망막하로 주사하였다.  별도의 코호트에서, 동일한 ABE8e-NG 및 sgRNA 구축물을 코딩하

는 복제-불능성 렌티바이러스 (ABE8e-NG-LV) 또한 망막하로 주사하였다.  ABE의 렌티바이러스 전달이 rd12 마우

스에서 시각 기능을 성공적으로 복원시킬 수 있음이 이전에 보고되었다 (Suh et al., 2021).

주사 5주 후에, RPE 조직을 수확하고, RPE 게놈 DNA의 고처리량 시퀀싱을 수행하였다 (도 7b).  고무적으로, 시[0413]

퀀싱 분석을 통해, ABE8e-NG-VLP 및 ABE8e-NG-LV가 프로토스페이서의 위치 A6에서 각각 R44X 돌연변이의 21% 및

11.5%  교정을  성공적으로  매개하였음이  밝혀졌다  (도  7c).   특히,  BE-VLP  전달이  일시적임에도  불구하고,

ABE8e-NG-VLP는 ABE8e-NG-LV와 비교하여 표적 염기에서 1.8배 더 높은 편집을 달성하였다.  이들 결과는 eVLP가

마우스 RPE에서 병원성 돌연변이의 고도로 효율적인 교정을 가능하게 한다는 것을 입증한다.

표적 돌연변이의 고도로 효율적인 교정이 관찰되었지만, ABE8e-NG의 넓은 편집 윈도우로 인해 ABE8e-NG-eVLP 및[0414]

ABE8e-NG-LV  둘 다 상당한 수준의 방관자 편집을 유도하는 것 또한 관찰되었으며 (도 7c) (Richter et al.,

2020), 따라서 편집된 대부분의 대립 유전자는 A6 단독과는 대조적으로 A3, A6 및/또는 A8에서 전환을 함유하였

다 (도 7d).   위치 A3  및 A8에서 방관자 편집은 각각 Rpe65  미스센스 돌연변이 C45R  및 L43P를 유도하였다.

L43P 돌연변이가 Rpe65 효소를 불활성화시키는 것으로 이전에 나타났다 (Suh et al., 2021).  실제로, 망막 세
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포 반응을 평가하기 위해 암소시 망막전위도검사 (ERG)를 수행한 후, ABE8e-NG-eVLP-주사된 및 ABE8e-NG-LV-주

사된 눈 둘 다에서 시각 기능의 최소 구제가 관찰되었다 (도 7e).  이들 결과는 ABE8e-NG의 넓은 염기 편집 윈

도우가 Rpe65(R44X) 돌연변이를 정밀하게 교정하는데 적합하지 않음을 시사하였다.

이러한 제한을 다루기 위해, ABE8e-NG에 비해 더 좁은 편집 윈도우를 나타내는 ABE7.10-NG를 캡슐화하는 v4 BE-[0415]

eVLP (Huang et al., 2019; Richter et al., 2020)를 설계하고 생성하였다.  성체 rd12 마우스에게 ABE7.10-

NG-eVLP의 망막하 주사는 사실상 방관자 편집없이 RPE 게놈 DNA에서 R44X 돌연변이의 12% 교정을 일으켰다 (도

7f).  구체적으로, ABE7.10-NG-eVLP 처리가 방관자 편집없이 11%의 완벽한 R44X 교정을 초래하는 것으로 관찰되

었고, 이는 ABE8e-NG-eVLP 처리에 비해 완벽한 교정의 9배 개선이다 (도 7g).  추가로, ABE7.10-NG-eVLP에 의

한 처리는 동일한 ABE7.10-NG 및 sgRNA 구축물을 코딩하는 렌티바이러스인 ABE7.10-NG-LV에 의한 처리에 비해

방관자-무함유 교정에서 1.4배 개선을 나타내었고, v4 BE-eVLP 일시적인 전달이 렌티바이러스 BE 전달과 비교하

여 그에 필적하거나 또는 그보다 높은 편집 효율을 달성할 수 있음이 추가로 입증되었다 (도 7g).

웨스턴 블롯을 통해, ABE7.10-NG-eVLP  처리가 Rpe65  단백질의 발현을 복원시킨다는 것이 확인되었다.  특히,[0416]

ABE7.10-NG-LV-처리된 눈은 주사 5주 후에 BE 단백질을 여전히 발현한 반면에, ABE7.10-NG-eVLP-처리된 눈은

그렇지 않았으며 (도 7i), 이는 생체내에서 eVLP를 사용하여 전달된 염기 편집기에 대한 세포의 일시적인 노출

을 입증한다.  중요하게는, ABE7.10-NG-eVLP는 처리된 눈의 ERG에 의해 측정되는 바와 같이 ABE7.10-NG-LV에

비해 유사한 수준으로 시각 기능을 성공적으로 구제하였다 (도 7h 및 7j).  이러한 수준의 ERG 구제가 시각 발

색단의 복원 및 시각 피질 반응의 회복을 비롯하여 시각 기능의 다른 개선에 상응하는 것으로 이전에 나타났다

(Suh et al., 2021).  이들 결과는 eVLP가 질환 표현형의 호전과 함께 마우스 RPE에서 병원성 돌연변이의 효율

적인 교정을 매개할 수 있음을 입증한다.

편집 결과를 추가로 분석하기 위해, 처리된 눈으로부터 RNA를 추출하고, 특이적 cDNA의 표적화된 고처리량 시퀀[0417]

싱을 수행하였다.  예상되는 바와 같이, eVLP 처리된 눈에서, 표적-적중 Rpe65 전사체에서 표적 아데닌 (A6)의

AㆍT에서 GㆍC로의 최대 64% 전환이 관찰되었다 (도 15a).  Rpe65 게놈 로커스와 비교하여 교정된 Rpe65 전사체

의 더 높은 비율은 교정되지 않은 mRNA의 넌센스-매개된 붕괴를 잠재적으로 반영한다.

BE는 낮은 수준의 전사체 전체 Cas-독립적인 표적-이탈 RNA 편집을 나타내는 것으로 공지되어 있다 (Anzalone[0418]

et al., 2020).  이 가능성을 조사하기 위해, 처리된 눈으로부터의 Mcm3ap 및 Perp 전사체를 시퀀싱함으로써

ABE-eVLP 및 ABE-LV에 의한 표적-이탈 RNA 편집을 평가하였으며, 상기 두 전사체는 이전에 천연 TadA 데아미나

제 기질에 대한 그들의 서열 유사성을 기반으로 하여 표적-이탈 RNA 편집을 위한 잠재적인 후보로서 식별되었다

(Jo et al., 2021).  상기 두 전사체에서 ABE8e-NG-LV에 의한 RNA 표적-이탈 편집 및 Perp의 1개 아데닌에서

ABE7.10-NG-LV에  의한  낮지만  검출가능한  RNA  표적-이탈  편집이  관찰되었다  (도  15b-15c).   대조적으로,

ABE8e-NG-eVLP 또는 ABE7.10-NG-eVLP에 의해 이들 두 전사체에서 백그라운드보다 높은 임의의 RNA 표적-이탈 편

집은 검출되지 않았다 (도 15b-15c).  종합적으로, 이들 발견은 높은 표적-적중 편집 및 최소 표적-이탈 편집으

로 생체내에서 BE RNP를 일시적으로 전달하기 위한 DNA-무함유 방법으로서 eVLP의 치료적 유용성을 강조한다.

논의[0419]

치료 관련 생체외 및 생체내 적용을 위해 RNP를 안전하게 전달할 수 있는 효율적인 조작된 VLP 플랫폼이 본원에[0420]

제시된다.  VLP 전달 효율에 대한 3가지 뚜렷한 병목 현상을 식별하고 조작하는 해결을 통해, 이전에 보고된

VLP 스캐폴드를 기반으로 하는 초기 설계와 비교하여 v4 eVLP 내에서 단백질 로딩이 평균 16배 개선되었고, 염

기 편집 효율이 평균 8배 개선되었다.  이들 발견은 v4 eVLP가 매우 다재다능하고, 광범위한 생체외 및 생체내

염기 편집 적용 둘 다에 적합함을 시사한다.  또한 eVLP 아키텍처가 BE 및 뉴클레아제 외에도 다른 관심 단백질

또는 RNP를 전달하기 위한 모듈식 플랫폼의 역할을 할 것으로 예상된다.

본원에 제시된 결과는 유전자 편집제를 위한 전달 플랫폼을 추가로 진보시키기 위해 합리적인 조작을 이용하는[0421]

잠재적인 치료 이익을 강조한다.  Cas9 뉴클레아제 RNP를 전달하기 위해 VLP가 이전에 사용되었고 (Campbell et

al., 2019; Choi et al., 2016; Gee et al., 2020; Hamilton et al., 2021; Indikova and Indik, 2020; Lyu

et  al.,  2019;  Mangeot  et  al.,  2019),  최근의  연구에서  본원에  기재된  eVLP보다  낮은  효율로  BE  RNP를

HEK293T 세포에 전달하기 위해 VLP가 사용되었지만 (Lyu et al., 2021), RNP-전달 VLP를 사용하는 임의의 유형

의 산후 생체내 유전자 편집의 치료 수준은 이전의 연구에서 보고되지 않았다.  이 작업에서 개발된 eVLP 플랫

폼은 증가된 양의 카고를 패키징하고 입자 역가를 개선시키도록 맞춤화된 합리적으로 조작된 아키텍처를 사용한

다.  이들 eVLP는 마우스에서 다중 장기 및 투여 경로에 걸쳐 치료 수준의 생체내 염기 편집을 매개할 수 있으
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며, 이는 지금까지 보고된 RNP를 사용하는 산후 생체내 유전자 편집의 가장 높은 수준을 달성한다.

eVLP의 단일 정맥내 주사는 >60%의 효율로 마우스 간에서 Pcsk9의 염기 편집을 매개하였고, 이는 BE-코딩 DNA의[0422]

AAV-매개된 전달 (Rothgangl  et  al.,  2021)  및 BE-코딩 mRNA의 LNP-매개된 전달 (Musunuru  et  al.,  2021;

Rothgangl et al., 2021)을 비롯하여 현재 최신 기술 BE 전달 방법에 의해 동일한 표적에서 달성되는 것에 필적

한다.   그러나,  eVLP는  AAV-매개된  DNA  전달  및  LNP-매개된  mRNA  전달  전략  둘  다에  비해  주요  이점을

제공한다.  AAV-매개된 전달은 형질도입된 세포의 게놈으로 검출가능한 수준의 바이러스 게놈 통합을 일으킬 수

있고, 이는 종양 형성을 일으킬 수 있는 반면에 (Chandler et al., 2017; Koblan et al., 2021), eVLP에는 DNA

가 결여되어 있어서, 삽입 돌연변이 유발의 가능성을 피한다.  추가로, 시험관내 및 생체내 둘 다에 의해 나타

난 바와 같이, AAV-매개된 전달은 카고 발현을 연장시켜, 표적-이탈 편집의 빈도를 증가시키지만, BE RNP의 일

시적인 eVLP-매개된 전달은 표적-이탈 편집에 대한 기회를 크게 감소시킨다 (도 3g, 3h 및 6d).  BE-코딩 mRNA

의 LNP-매개된 전달 또한 일시적이지만, 각각의 카피가 mRNA의 수명 전체에 걸쳐 세포 RNP를 생성하는 mRNA와

비교하여 세포에서 RNP의 수명이 더 짧기 때문에, BE RNP의 전달은 편집제에 대한 훨씬 더 짧은 노출 및 더 낮

은 표적-이탈 편집 기회를 제공한다 (Newby et al., 2021).

LNP가 mRNA를 효율적으로 패키징할 수 있지만, LNP 내에서 유전자 편집제 RNP의 패키징은 실질적으로 더 어렵다[0423]

(Wei et al., 2020).  eVLP가 간에서 이들 다른 전략에 필적하는 수준의 편집을 달성할 수 있지만, 상기 언급된

중요한 이점을 갖기 때문에, 이들은 유전성 간 질환을 치료하는 생체내 편집 접근법을 위한 치료 방식으로서 추

가의 개발에 대해 특히 매력적인 옵션이다.  v4 eVLP 아키텍처는 마우스 간에서 강건한 편집을 달성하는데 중요

하였고, 이전에 보고된 (v1) VLP 설계와 비교하여 생체내 편집 효율을 26배 개선시켰으며 (도 6b), 이는 생체내

편집을 위한 VLP 아키텍처 조작의 중요성을 강조한다.  v4 BE-eVLP에 의해 이 Pcsk9 스플라이스 공여자에서 관

찰된  염기  편집  정도  (>60%)는  혈청  LDL의  감소  및  고콜레스테롤혈증의  치료에  충분한  것으로  생각된다

(Musunuru et al., 2021).

LCA의 마우스 모델에서 v4 BE-eVLP의 단일 망막하 주사는 질환-유발 점 돌연변이를 효율적으로 교정하였고, 시[0424]

각 기능을 복원시켰다.  이 모델에서, 다시 한번, eVLP는 렌티바이러스 BE 전달 (Suh et al., 2021) 및 AAV-매

개된 BE 전달 (Jo et al., 2021)을 비롯하여 바이러스 전달 방법을 이용하는 이전에 달성된 것들에 필적하거나

또는 그보다 높은 편집 효율 및 구제 수준을 달성하였다.  눈의 접근성 및 그들의 면역-특권 상태 (Taylor,

2009)는 새로운 전달 방식을 전임상 및 임상 연구로 전환시키는 것을 더 쉽게 가능하게 할 수 있다.  이들 데이

터는 안구 장애를 유발하는 병원성 점 돌연변이를 교정하기 위한 수단으로서 BE-eVLP의 치료적 잠재성의 증거를

제공한다.

본원에서 보고된 개발은 유전자 편집제의 일회성 치료 잠재성과 RNP의 일시적인 성질을 조합하여, 바이러스 형[0425]

질도입의 효율적인 조직-표적화된 성질과 함께 원치않는 표적-이탈 편집 또는 DNA 통합에 대한 기회를 최소화한

다.  따라서, 이들 발견은 eVLP가 치료적으로 관심의 대상인 염기 편집기, 뉴클레아제 및 다른 단백질의 생체내

또는 생체외 전달을 위한 다른 전달 전략에 대한 매력적인 대안임을 시사한다.

방법[0426]

물질 입수가능성[0427]

이 실시예에서 생성된 플라스미드는 애드진(Addgene)으로부터 입수가능하다 (추가의 상세한 내용은 표 1에 제공[0428]

됨).

공개특허 10-2024-0112361

- 151 -



표 1. 주요 자원[0429]

[0430]
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[0431]

데이터 및 코드 입수가능성[0432]

이 실시예에서 생성된 시퀀싱 데이터는 PRJNA768458 하에 NCBI 서열 판독 아카이브 데이터베이스에 기탁된다.[0433]

데이터 가공 및 분석에 사용되는 코드는 github.com/pinellolab/CRISPResso2에서 입수가능하다.

실험 모델 및 대상체 세부사항[0434]

세포 배양 조건[0435]

HEK293T 세포 (ATCC; CRL-3216), 게시클 생산자 293T 세포 (다카라(Takara); 632617), 3T3 세포 (ATCC; CRL-[0436]

1658), 및 Neuro-2a 세포 (ATCC; CCL-131)를 10% (v/v) 태아 소 혈청으로 보충된 DMEM + 글루타맥스(GlutaMAX)

(라이프 테크놀로지즈(Life Technologies))에 유지시켰다.  일차 인간 및 마우스 섬유모세포를 20% (v/v) FBS,

2  mM  글루타맥스  (써모  피셔(Thermo  Fisher);  35050061),  1  %  페니실린  및  스트렙토마이신  (써모  피셔;

15070063), 1X 비필수 아미노산 (써모 피셔; 11140050), 1X 항산화 보충제 (시그마 알드리치(Sigma Aldrich);

A1345), 10 ng/mL 뮤린 악하선으로부터의 표피 성장 인자 (시그마 알드리치; E4127) 및 0.5 ng/mL 섬유모세포

성장 인자 (시그마 알드리치; F3133)를 함유하는 MEM 알파 배지 (써모 피셔; 12571063)에서 유지시켰다.  세포

를 37℃에서 5% 이산화탄소 하에 배양하였고, 마이코얼러트(MycoAlert) (론자 바이올로직스(Lonza Biologics))

에 의해 시험함으로써 마이코플라즈마에 대해 음성인 것으로 확인되었다.

일차 인간 T 세포의 단리[0437]

일차 인간 T 세포를 이전에 기재된 바와 같이 단리하였다 (Chen et al., 2021).  버피 코트는 메모리얼 블러드[0438]

센터 (Memorial Blood Centers, 미네소타주 세인트 폴)로부터 수득하였고, 셉메이트(SepMate) 튜브 (스템셀 테

크놀로지즈(STEMCELL Technologies); 85450)를 사용하여 말초 혈액 단핵 세포를 단리하였다.  이지셉(EasySep)

인간 T-세포 단리 키트를 사용하여 T-세포를 농축시킨 다음, 장기간 보관을 위해 냉동시켰다.

방법 세부사항[0439]

클로닝[0440]

이 실시예에서 사용된 모든 플라스미드는 이전에 기재된 바와 같이 USER 클로닝 또는 KLD 클로닝을 이용하여 클[0441]

로닝되었다 (Doman et al., 2020).  퓨전(Phusion)U 그린 멀티플렉스 PCR 마스터 믹스 (써모 피셔 사이언티픽

(Thermo Fisher Scientific))를 사용하여 DNA를 PCR-증폭시켰다.  Mach1 (써모 피셔 사이언티픽) 화학적 적격
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성 이. 콜라이가 플라스미드 증식을 위해 사용되었다.

BE-eVLP 생성 및 정제[0442]

도 16의 실시양태에 도시된 바와 같이, BE-eVLP는 게시클 생산자 293T 세포의 일시적인 형질감염에 의해 생성되[0443]

었다.  게시클 세포를 플라스크당 5 × 10
6
 세포의 밀도로 T-75 플라스크 (코닝(Corning))에 시딩하였다.  20-

24시간 후, 제조자의 프로토콜에 따라 제트프라임(jetPRIME) 형질감염 시약 (폴리플러스(Polyplus))을 사용하여

세포를 형질감염시켰다.  v1-v3 BE-eVLP를 생성하기 위해, T-75 플라스크당 VSV-G (400 ng), MLVgag-pro-pol

(2,800 ng), MLVgag-ABE8e (1,700 ng), 및 sgRNA (4,400 ng)를 발현하는 플라스미드의 혼합물을 공동-형질감염

시켰다.  MLVgag-ABE8e:MLVgag-pro-pol 화학량론 최적화를 위해, 이들 두 성분에 대한 플라스미드 DNA의 총량은

4,500  ng으로 고정되었고, 각각의 상대적인 양은 변하였다.  v4  BE-eVLP를 생성하기 위해, T-75  플라스크당

VSV-G (400 ng), MMLVgag-pro-pol (3,375 ng), MMLVgag-3xNES-ABE8e (1,125 ng), 및 sgRNA (4,400 ng)를 발현

하는 플라스미드의 혼합물을 공동-형질감염시켰다.  예시적인 BE-eVLP 구축물 단백질 서열은 표 4에 제공된다.

형질감염 40-48시간 후에, 생산자 세포 상청액을 수확하고, 500 g에서 5분 동안 원심분리하여, 세포 잔해를 제[0444]

거하였다.  정화된 eVLP-함유 상청액을 0.45 μm PVDF 여과기를 통해 여과하였다.  세포 배양에 사용된 BE-eVLP

의 경우, 달리 명시되지 않는다면, 제조자의 프로토콜에 따라 여과된 상청액을 PEG-it 바이러스 침전 용액 (시

스템  바이오사이언시즈(System  Biosciences);  LV825A-1)을  사용하여 100배  농축시켰다.   마우스에게 주사된

BE-eVLP의  경우,  여과된 상청액을 PBS  중 20%  (w/v)  수크로스의 쿠션을 사용하여 초원심분리에 의해 1000-

3000배 농축시켰다.  초원심분리는 옵티마(Optima) XPN 초원심분리 (베크만 쿨터(Beckman Coulter))의 SW28 로

터 또는 소발(Sorvall) WX+ 초원심분리 (써모 피셔 사이언티픽)의 AH-629 로터를 사용하여 26,000 rpm에서 2시

간 동안 (4℃) 수행하였다.  초원심분리 후, BE-eVLP 펠렛을 저온 PBS (pH 7.4)에 재현탁시키고, 1,000 g에서

5분 동안 원심분리하여, 잔해를 제거하였다.  BE-eVLP를 1℃/분의 속도로 냉동시키고, -80℃에서 보관하였다.

사용하기 직전에 eVLP를 얼음 상에서 해동시켰다.

세포 배양에서 BE-eVLP 형질도입 및 게놈 DNA 단리[0445]

형질도입을 위해 세포를 48-웰 플레이트 (코닝)에서 30,000-40,000개 세포/웰의 밀도로 플레이팅하였다.  20-24[0446]

시간 후, 각각의 웰의 배양 배지에 BE-eVLP를 직접 첨가하였다.  형질도입 48-72시간 후, 세포 게놈 DNA를 이전

에 보고된 바와 같이 단리하였다 (Doman et al., 2020).  간략히, 세포를 PBS로 1회 세척하고, 150 μL의 용해

완충제 (10 mM 트리스-HCl pH 8.0, 0.05% SDS, 25 μg mL
-1
 프로테이나제 K (써모 피셔 사이언티픽)) 중에서 37

℃에서 1시간 동안 용해시킨 후, 80℃에서 30분 동안 열 불활성화시켰다.

게놈 DNA의 고처리량 시퀀싱[0447]

게놈 DNA를 상기 기재된 바와 같이 단리하였다.  게놈 DNA 단리 후, 1 μL의 단리된 DNA (1-10 ng)를 2회 PCR[0448]

반응 중 첫번째를 위해 투입하였다.  퓨전U 폴리머라제 (써모 피셔 사이언티픽)를 사용하여 게놈 로커스를 PCR1

에서 증폭시켰다.  게놈 로커스에 대한 PCR1  프라이머는 표 3에서 HTS_fwd  및 HTS_rev 열 아래에 나열된다.

PCR1은 다음과 같이 수행되었다: 95℃에서 3분 동안; 95℃에서 15초 동안, 61℃에서 20초 동안, 및 72℃에서 30

초 동안의 30-35 주기; 72℃에서 1분 동안.  PCR1 생성물을 1% 아가로스 겔 상에서 확인하였다.  이어서, 1 μL

의 PCR1을 PCR2를 위한 투입으로 사용하여, 일루미나(Illumina) 바코드를 설치하였다.  퓨전 HS II 키트 (라이

프 테크놀로지즈)를 사용하여 9 주기의 증폭을 위해 PCR2를 수행하였다.  PCR2 후, 샘플을 풀링하고, 퀴아퀵

(Qiaquick) 겔 추출 키트 (퀴아젠(Qiagen))를 사용하여 1% 아가로스 겔에서 겔 정제하였다.  라이브러리 농도는

큐빗(Qubit) 고감도 검정 키트 (써모 피셔 사이언티픽)를 사용하여 정량화하였다.  일루미나 MiSeq 300 v2 키트

(일루미나)를 사용하여 일루미나 MiSeq 장비 (페어드-엔드 판독, 판독 1: 200-280 주기, 판독 2: 0 주기) 상에

서 샘플을 시퀀싱하였다.

고처리량 시퀀싱 데이터 분석[0449]

MiSeq  리포터 소프트웨어 (일루미나)를 사용하여 시퀀싱 판독을 디멀티플렉싱하고, CRISPResso2  (Clement  et[0450]

al., 2019)를 사용하여 이전에 기재된 바와 같이 분석하였다 (Doman et al., 2020).  모든 경우에 배치 분석 모

드 (각각의 고유의 앰플리콘 및 sgRNA 조합에 대해 하나의 배치가 분석됨)를 이용하였다.  분석하기 전에 최소

평균 품질 점수 (Q > 30)에 의해 판독을 필터링하였다.  하기 정량화 윈도우 파라미터를 이용하였다: -w 20 -wc

-10.  염기 편집 효율은 특이적 위치에서 주어진 염기 전환을 함유하는 시퀀싱 판독의 백분율로 보고된다.  프

리즘(Prism) 9 (그래프패드(GraphPad))를 이용하여, 도트 플롯 및 막대 플롯을 생성하였다.
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BE-eVLP 단백질 함량의 이뮤노블롯 분석[0451]

95℃에서 15분 동안 가열함으로써 BE-eVLP를 래믈리(Laemmli) 샘플 완충제 (50 mM 트리스-HCl pH 7.0, 2% 나트[0452]

륨 도데실 술페이트 (SDS), 10% (v/v) 글리세롤, 2 mM 디티오트레이톨 (DTT)) 중에서 용해시켰다.  용해된 BE-

eVLP를 건조 니트로셀룰로스 막 (써모 피셔 사이언티픽) 상에 스폿팅하고, 30분 동안 건조시켰다.  막을 차단

완충제 중에서 흔들면서 실온에서 1시간 동안 차단시켰다: TBST 중 1% 소 혈청 알부민 (BSA) (150 mM NaCl,

0.5% 트윈-20, 및 50 mM 트리스-HCl).  차단 후, 막을 차단 완충제 중에 희석된 하기 일차 항체 중 하나와 함께

4℃에서 밤새 흔들면서 인큐베이션하였다: 마우스 항-Cas9 (써모 피셔; MA5-23519, 1:1000 희석), 마우스 항-

MLV p30 (압캠(Abcam); ab130757, 1:1500 희석), 또는 마우스 항-VSV-G (시그마 알드리치; V5507, 1:50000 희

석).  막을 1xTBST (트리스-완충된 식염수 + 0.5% 트윈-20)로 실온에서 각각 10분씩 3회 세척한 다음, 염소 항-

마우스 항체 (리-코르(LI-COR) IRDye 680RD; 926-68070, 차단 완충제 중에서 1:10000 희석)와 함께 실온에서 1

시간 동안 흔들면서 인큐베이션하였다.  막을 이전과 같이 세척하고, 오디세이(Odyssey) 영상화 시스템 (리-코

르)을 이용하여 영상화하였다.

BE-eVLP 단백질 함량의 웨스턴 블롯 분석[0453]

BE-eVLP를 상기 기재된 바와 같이 용해시켰다.  단백질 추출물을 NuPAGE 트리스-아세테이트 SDS 실행 완충제[0454]

(써모 피셔 사이언티픽)에서 NuPAGE 3-8% 트리스-아세테이트 겔 (써모 피셔 사이언티픽) 상에서 45분 동안 150

V에서 전기영동에 의해 분리하였다.  PVDF 막으로의 전달은 아이블롯(iBlot) 2 겔 전달 기기 (써모 피셔 사이언

티픽)를 사용하여 20 V에서 7분 동안 수행하였다.  막을 차단 완충제 중에서 실온에서 1시간 동안 흔들면서 차

단시켰다: TBST 중 1% 소 혈청 알부민 (BSA) (150 mM NaCl, 0.5% 트윈-20, 및 50 mM 트리스-HCl).  차단 후,

막을 마우스 항-Cas9 (셀 시그널링 테크놀로지(Cell Signaling Technology); 14697, 1:1000 희석)와 함께 밤새

4℃에서 흔들면서 인큐베이션하였다.  막을 1xTBST로 실온에서 각각 10분씩 3회 세척한 다음, 염소 항-마우스

항체 (리-코르 IRDye 680RD; 926-68070, 차단 완충제 중에서 1:10000 희석)와 함께 실온에서 1시간 동안 흔들

면서 인큐베이션하였다.  막을 이전과 같이 세척하고, 오디세이 영상화 시스템 (리-코르)을 이용하여 영상화하

였다.   절단된  ABE  및  전장  gag-ABE의  상대적인  양은  이미지제이(ImageJ)를  사용하여  농도계에  의해

정량화하고, 전체 (절단 + 전장) ABE에 비해 절단된 ABE의 분율을 계산하였다.

생산자 세포의 면역형광 현미경 검사[0455]

게시클 생산자 293T 세포를 폴리-D-리신으로 코팅된 페노플레이트(PhenoPlate)
TM
 96-웰 마이크로플레이트 (퍼킨[0456]

엘머(PerkinElmer))에서 15,000개 세포/웰의 밀도로 시딩하였다.  24시간 후, 제조자의 프로토콜에 따라 제트프

라임 형질감염 시약 (폴리플러스)을 사용하여 세포를 1 ng의 v2.4 또는 v3.4 BE-VLP 플라스미드, 40 ng의 마우

스 Dnmt1-표적화 sgRNA 플라스미드, 및 40 ng의 pUC19 플라스미드로 공동-형질감염시켰다.  40시간 후, 32% 수

성 파라포름알데히드 (일렉트론 마이크로스코피 사이언시즈(Electron Microscopy Sciences))를 4% 파라포름알데

히드의 최종 농도로 세포 배지에 직접적으로 적가하였다.  후속적으로 세포를 실온에서 20분 동안 고정시켰다.

고정 후, 세포를 PBS로 3회 세척한 다음, 1xPBST (PBS + 0.1% 트리톤 X-100)로 실온에서 30분 동안 투과화시켰

다.  이어서, 세포를 차단 완충제 (1xPBST 중 3% w/v BSA) 중에서 실온에서 30분 동안 차단시켰다.  차단 후,

세포를 차단 완충제 중에 희석된 마우스 항-Cas9 (셀 시그널링 테크놀로지; 14697, 1:250 희석) 및 토끼 항-튜

불린 (압캠; 52866, 1:400 희석)과 함께 4℃에서 밤새 인큐베이션하였다.  세포를 1xPBST로 4회 세척한 다음,

차단 완충제 중에 희석된 염소 항-마우스 알렉사플루오르(AlexaFluor)
®
 647-접합된 항체 (압캠; 150115, 1:500

희석), 염소 항-토끼 알렉사플루오르
®
 488-접합된 항체 (압캠; 150077, 1:500 희석), 및 1 μM DAPI와 함께 실

온에서 1시간 동안 인큐베이션하였다.  세포를 1xPBST로 3회 및 PBS로 2회 세척한 후, 오페라 피닉스(Opera

Phenix) 고함량 스크리닝 시스템 (퍼킨엘머)을 사용하여 영상화하였다.  영상은 공초점 모드에서 20x 수침 대물

렌즈를 사용하여 획득하였다.  하모니(Harmony) 소프트웨어 (퍼킨엘머)를 사용하여 자동화된 영상 분석을 수행

하였다.  세포당 Cas9 신호의 평균 세포질 강도 대 세포당 튜불린 신호의 평균 세포질 강도의 비를 계산함으로

써 정규화된 세포질 강도를 결정하였다.

음성-염색 투과 전자 현미경 검사[0457]

음성-염색 TEM은 MIT의 코흐 나노기술 물질 핵심 시설(Koch Nanotechnology Materials Core Facility)에서 수[0458]

행하였다.  BE-eVLP를 15,000 g에서 5분 동안 원심분리하여, 잔해를 제거하였다.  정화된 상청액으로부터, 10

μL의 샘플 및 완충제 함유 용액을 연속 탄소 필름으로 코팅된 200 메쉬 구리 그리드에 첨가하였다.  샘플을 60

초 동안 흡착시킨 후, 과량의 용액을 킴와이프로 제거하였다.  1% 수성 인텅스텐산을 함유하는 10 μL의 음성
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염색 용액을 TEM 그리드에 첨가하고, 킴와이프로 염색을 즉시 블롯팅하였다.  이어서, 그리드를 화학 후드에서

실온에서 공기 건조하였다.  이어서, TEM 컬럼 내에 구비된 JEOL 단일 틸트 홀더 상에 그리드를 장착하였다.

시편을 액체-질소로 냉각시킨 다음, 10,000-60,000의 배율로 200kV에서 JEOL 2100 FEG 현미경을 사용하여 관찰

하였다.  가탄(Gatan) 2kx2k 울트라스캔(UltraScan) CCD 카메라를 사용하여 영상을 촬영하였다.

BE-eVLP 단백질 함량 정량화[0459]

단백질 정량화를 위해, 상기 기재된 바와 같이 BE-eVLP를 래믈리 샘플 완충제에 용해시켰다.  정제된 BE-eVLP[0460]

중 BE 단백질의 농도는 제조자의 프로토콜에 따라 패스트스캔(FastScan)
TM
 Cas9 (에스. 피오게네스) ELISA 키트

(셀 시그널링 테크놀로지; 29666C)를 사용하여 정량화하였다.  재조합 Cas9 (에스. 피오게네스) 뉴클레아제 단

백질 (뉴 잉글랜드 바이오랩스(New England Biolabs); M0386)을 사용하여, 정량화를 위한 표준 곡선을 생성하였

다.  정제된 BE-eVLP 중 MLV p30 단백질의 농도는 제조자의 프로토콜에 따라 MuLV 코어 항원 ELISA 키트 (셀 바

이오랩스(Cell Biolabs); VPK-156)를 사용하여 정량화하였다.  VLP-연관된 p30 단백질의 농도는 MLV 입자에 대

해  이전에  보고된  바와  같이  용액에서  관찰된  p30  중  20%가  eVLP와  연관이  있다는  가정  하에  계산되었다

(Renner et al., 2020).  VLP당 BE 단백질 분자의 수는 MLV 입자에 대해 이전에 보고된 바와 같이 eVLP당 p30

분자의 카피 수를 1800개로 가정하여 계산되었다 (Renner et al., 2020).  모든 치료 적용 실험에 대해 동일한

분석을 이용하여 VLP 역가를 계산하였다.  모든 치료 적용 실험에 대해 동일한 분석을 이용하여 eVLP 역가를 계

산하였다.

BE-eVLP sgRNA 추출 및 정량화[0461]

제조자의 프로토콜에 따라 QIAmp 바이러스 RNA 미니 키트 (퀴아젠; 52904)를 사용하여 BE-eVLP로부터 RNA를 추[0462]

출하였다.  제조자의 프로토콜에 따라 슈퍼스크립트(SuperScript)TM III 제1-가닥 합성 슈퍼믹스 (써모 피셔 사

이언티픽; 18080400) 및 sgRNA-특이적 DNA 프라이머 (표 2)를 사용하여 추출된 RNA를 역전사시켰다.  SYBR 녹색

염료 (론자; 50512)와 함께 CFX96  터치(Touch)  실시간 PCR  검출 시스템 (바이오-라드(Bio-Rad))을 사용하여

qPCR을 수행하였다.  cDNA 투입량은 MLV p30 함량에 대해 정규화되었고, eVLP당 sgRNA 존재비는 v1 eVLP에 비

한 log2[배수 변화] (ΔCq)로 계산되었다.

세포 생존력 검정[0463]

세포 생존력은 프로메가(Promega) 셀타이터-글로(CellTiter-Glo) 발광 세포 생존력 키트 (프로메가; G7570)를[0464]

사용하여 정량화하였다.  웰당 4x10
4
 세포 (HEK293T 및 NIH 3T3의 경우) 및 2.5x10

4
 세포 (RDEB 환자 섬유모세

포의  경우)를  250  μL의  배지에  시딩하였다.   BE-eVLP로  처리하기  전에  16-18시간  동안  세포가  부착되게

하였다.  형질도입 48시간 후, 100 μL의 셀타이터-글로 시약을 어두운 곳에서 각각의 웰에 첨가하였다.  세포

를 실온에서 10분 동안 인큐베이션하고, 80 μL의 용액을 검은색 96-웰 편평 바닥 플레이트 (그라이너 바이오-

원(Greiner  Bio-one);  655096)로  옮기고,  1초  통합  시간으로  M1000  프로  마이크로플레이트  판독기  (테칸

(Tecan))  상에서  발광을  측정하였다.   옵티-MEM(Opti-MEM)으로  처리된  세포는  100%  생존성인  것으로

정의되었다.  BE-eVLP 처리된 웰에서 생존성 세포의 백분율은 각각의 처리 웰로부터 판독한 발광을 PBS 처리된

세포의 발광에 대해 정규화함으로써 계산되었다.

표 2[0465]

[0466]

세포 배양에서 BE-VLP 형질도입 및 게놈 DNA 단리[0467]

형질도입을 위해 세포를 48-웰 플레이트 (코닝)에서 30,000-40,000개 세포/웰의 밀도로 플레이팅하였다.  20-24[0468]

시간 후, 각각의 웰의 배양 배지에 eVLP를 직접 첨가하였다.  형질도입 48-72시간 후, 세포 게놈 DNA를 이전에

보고된 바와 같이 단리하였다 (Doman et al., 2020).  간략히, 세포를 PBS로 1회 세척하고, 150 μL의 용해 완

충제 (10 mM 트리스-HCl pH 8.0, 0.05% SDS, 25 μg mL
-1
 프로테이나제 K (써모 피셔 사이언티픽)) 중에서 37℃

에서 1시간 동안 용해시킨 후, 80℃에서 30분 동안 열 불활성화시켰다.
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플라스미드 형질감염[0469]

플라스미드 형질감염을 이전에 기재된 바와 같이 수행하였다 (Doman et al., 2020).  내독소 제거와 함께 플라[0470]

스미드플러스(PlasmidPlus) 미디 키트 (퀴아젠)를 사용하여 형질감염을 위한 플라스미드를 제조하였다.  형질감

염을 위해 HEK293T  세포를 48-웰 플레이트 (코닝)에서 40,000 세포/웰의 밀도로 플레이팅하였다.  20-24시간

후, 제조자의 프로토콜에 따라 웰당 1.5 μL의 리포펙타민 2000 (써모 피셔 사이언티픽)을 사용하여 1 μg 총

DNA로 세포를 형질감염시켰다.  달리 명시되지 않는다면, 웰당 750 ng의 염기 편집기 플라스미드 및 250 ng의

가이드 RNA 플라스미드를 공동-형질감염시켰다.  형질감염 72시간 후에 상기 기재된 바와 같이 형질감염된 세포

로부터 게놈 DNA를 단리하였다.

게놈 DNA의 고처리량 시퀀싱[0471]

게놈 DNA를 상기 기재된 바와 같이 시퀀싱하였다.  게놈 DNA 단리 후, 1 μL의 단리된 DNA (1-10 ng)를 2회 PCR[0472]

반응 중 첫번째를 위해 투입하였다.  퓨전U 폴리머라제 (써모 피셔 사이언티픽)를 사용하여 게놈 로커스를 PCR1

에서 증폭시켰다.  게놈 로커스에 대한 PCR1  프라이머는 표 3에서 HTS_fwd  및 HTS_rev 열 아래에 나열된다.

PCR1은 다음과 같이 수행되었다: 95℃에서 3분 동안; 95℃에서 15초 동안, 61℃에서 20초 동안, 및 72℃에서 30

초 동안의 30-35 주기; 72℃에서 1분 동안.  PCR1 생성물을 1% 아가로스 겔 상에서 확인하였다.  이어서, 1 μL

의 PCR1을 PCR2를 위한 투입으로 사용하여, 일루미나 바코드를 설치하였다.  퓨전 HS II 키트 (라이프 테크놀로

지즈)를 사용하여 9 주기의 증폭을 위해 PCR2를 수행하였다.  PCR2 후, 샘플을 풀링하고, 퀴아퀵 겔 추출 키트

(퀴아젠)를 사용하여 1% 아가로스 겔에서 겔 정제하였다.  라이브러리 농도는 큐빗 고감도 검정 키트 (써모 피

셔 사이언티픽)를 사용하여 정량화하였다.  일루미나 MiSeq 300 v2 키트 (일루미나)를 사용하여 일루미나 MiSeq

장비 (페어드-엔드 판독, 판독 1: 200-280 주기, 판독 2: 0 주기) 상에서 샘플을 시퀀싱하였다.
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표 3[0473]

[0474]
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공개특허 10-2024-0112361

- 160 -



[0477]

공개특허 10-2024-0112361

- 161 -



[0478]

공개특허 10-2024-0112361

- 162 -



[0479]

[0480]

고처리량 시퀀싱 데이터 분석[0481]

MiSeq  리포터 소프트웨어 (일루미나)를 사용하여 시퀀싱 판독을 디멀티플렉싱하고, CRISPResso2  (Clement  et[0482]

al., 2019)를 사용하여 이전에 기재된 바와 같이 분석하였다 (Doman et al., 2020).  모든 경우에 배치 분석 모

드 (각각의 고유의 앰플리콘 및 sgRNA 조합에 대해 하나의 배치가 분석됨)를 이용하였다.  분석하기 전에 최소

평균 품질 점수 (Q > 30)에 의해 판독을 필터링하였다.  하기 정량화 윈도우 파라미터를 이용하였다: -w 20 -wc

-10.  염기 편집 효율은 특이적 위치에서 주어진 염기 전환을 함유하는 시퀀싱 판독의 백분율로 보고된다.  프

리즘 9 (그래프패드)를 이용하여, 도트 플롯 및 막대 플롯을 생성하였다.

HEK293T 세포에서 표적-이탈 DNA 염기 편집의 평가[0483]
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상기 기재된 바와 같이 HEK293T 세포를 v4 BE-eVLP로 형질도입시키거나 또는 BE-코딩 플라스미드로 형질감염시[0484]

켰다.  Cas-의존성 표적-이탈 편집을 평가하기 위해, 세포를 동일한 날에 1 μL의 v4 BE-eVLP로 형질감염 또는

형질도입시키고, 두 경우 모두 처리 72시간 후에 게놈 DNA를 단리하였다.  상기 기재된 바와 같이 표적-적중 및

표적-이탈  로커스를  증폭시키고  시퀀싱하였다.   직교식  R-루프  검정을  이전에  기재된  바와  같이  수행하여

(Doman et al., 2020) Cas-독립적인 표적-이탈 편집을 평가하였다.  플라스미드 형질감염 후 SaCas9의 발현 및

표적-이탈 R-루프의 형성을 위한 시간을 허용하기 위해, dSaCas9- 및 직교식 sgRNA-코딩 플라스미드로 형질감염

24시간 후에 세포를 1 μL의 PEG-농축된 v4 BE-eVLP로 형질도입시켰다.  상기 기재된 바와 같이 형질감염 72시

간 후 (형질도입 48시간 후) 게놈 DNA를 단리하고 시퀀싱하였다.  실험 개략도에 대해서는 도 12a 또한 참조한

다.  실험 개략도에 대해서는 도 11a 또한 참조한다.

BE-코딩 DNA의 정량화[0485]

BE-eVLP 제제에서 BE-코딩 DNA의 양을 정량화하기 위해, v4 BE-eVLP를 상기 기재된 바와 같이 용해시키고, 용해[0486]

물을 BE-특이적 프라이머와 함께 qPCR 반응에 대한 투입으로 사용하였다 (표 2).  eVLP-형질도입된 대 플라스미

드-형질감염된 HEK293T 세포에서 BE-코딩 DNA의 양을 정량화하기 위해, 세포 용해물로부터 DNA를 상기 기재된

바와 같이 단리하고, BE-특이적 프라이머와 함께 qPCR  반응에 대한 투입으로 사용하였다 (표 2).   두 경우

모두, 공지된 농도의 BE-코딩 플라스미드 표준을 사용하여 표준 곡선을 생성하였고, 원래의 샘플에 존재하는

BE-코딩 DNA의 양을 추론하기 위해 사용하였다.

T 세포의 형질도입 및 게놈 DNA 제조[0487]

10% AB 인간 혈청 (밸리 바이오메디컬(Valley Biomedical); HP1022), 2 mg/mL N-아세틸-시스테인 (시그마 알드[0488]

리치; A7250), 300 IU/mL 재조합 인간 IL-2 (페프로테크(Peprotech); 200-02) 및 5 ng/mL 재조합 인간 IL-7

(페프로테크; 200-07) 및 5 ng/mL IL-15 (페프로테크; 500-P15)를 갖는 X-VIVO
TM
 15 혈청-무함유 조혈 세포 배

지 (론자; BE02-0606F)로 구성된 기본 T-세포 배지에서 해동된 세포 (0일차)를 24시간 동안 휴지시켰다.  1일차

에, 50 μL의 T-세포 배지 중 50,000개 세포를 10 μg/cm
2
 렉트로넥틴(RectroNectin)

®
 (클론테크(Clontech)/다

카라; 카탈로그 번호 T100A/B)으로 코팅된 96-웰-플레이트에 플레이팅하였다.  1일차에 5 μL (3.0x10
10
 eVLP)

의 초원심분리-정제된 v4 BE-eVLP를 이용하여 세포를 형질도입시키고, 2일차에 세포를 다이나비즈(Dynabeads)™

인간 T-확장기 CD3/CD28 비드 (써모 피셔; 11161D)로 자극하였다.  비드를 3:1의 비드 대 세포 비에서 50 μL의

부피로 첨가하였다.  3일차에, 200 μL의 총 배지 부피에서 5 μL (3.0x10
10
 eVLP)의 v4 BE-eVLP에 의해 세포를

두번째로 형질도입시켰다.  24시간 후 (4일차), 세포를 1 mL의 신선한 T-세포 배지에 재현탁시키고, 48 웰 플레

이트의 웰에 다시 플레이팅하였다.  6일차에, 세포를 수확하고, 퀵익스트랙트(QuickExtract)™ DNA 추출 용액

(루시젠(Lucigen); QE09050)을 이용하여 게놈 DNA를 단리하였다.

렌티바이러스 벡터 클로닝 및 생성[0489]

렌티바이러스 벡터는 lentiCRISPRv2 백본 (애드진 #135955)으로의 USER 클로닝을 통해 구축하였다.  렌티바이러[0490]

스 전달 벡터는 NEB 안정한 적격성 이. 콜라이 (뉴 잉글랜드 바이오랩스)에서 증식시켰다.  HEK293T/17 (ATCC

CRL-11268)  세포를 10% 태아 소 혈청 (v/v)으로 보충된 항생제-무함유 DMEM에서 유지시켰다.  1일차에, 5 x

106 세포를 T75 플라스크에서 10 mL의 배지 중에 플레이팅하였다.  다음 날, 1,500 μL 옵티-MEM과 70 μL의 퓨

진(FuGENE)으로 희석된 6 μg의 VSV-G 외피 플라스미드, 9 μg의 psPAX2 (바이러스 패키징 단백질을 코딩하는

플라스미드) 및 9 μg의 전달 벡터 플라스미드 (관심 유전자를 코딩하는 플라스미드)로 세포를 형질감염시켰다.

형질감염 2일 후, 배지를 500 g에서 5분 동안 원심분리하고, 0.45-μm PVDF 진공 여과기를 사용하여 여과한 후

에 세포 잔해를 제거하였다.  eVLP 생성을 위해 상기 기재된 바와 같이 20% (w/v) 수크로스 쿠션을 사용하여 초

원심분리함으로써 렌티바이러스를 추가로 농축시켰다.

AAV 생성[0491]

AAV  생성은 일부 변경을 통해 이전에 기재된 바와 같이 수행되었다 (Deverman  et  al.,  2016;  Levy  et  al.,[0492]

2020).   HEK293T/17  세포를  150-mm  디쉬에서  항생제없이  10%  태아  소  혈청을  갖는  DMEM  (써모  피셔

사이언티픽; 157150)에서 유지시키고, 2-3일마다 계대시켰다.  생성을 위한 세포는 폴리에틸렌이민 형질감염 하

루 전에 1:3으로 분할되었다.  이어서, 플레이트당 5.7 μg AAV 게놈, 11.4 μg p헬퍼 (클론테크), 및 22.8 μg

AAV8 rep-cap 플라스미드를 형질감염시켰다.  형질감염 다음 날, 배지를 5% 태아 소 혈청을 갖는 DMEM으로 교환

하였다.  형질감염 3일 후, 세포를 고무 세포 스크레이퍼 (코닝)로 긁어내고, 2,000 g에서 10분 동안 원심분리
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하여 펠렛화하고, 플레이트당 500 μl 고장성 용해 완충제 (40 mM 트리스 염기, 500 mM NaCl, 2 mM MgCl2 및

100 U mL
-1
 염 활성 뉴클레아제 (아크틱자임스(ArcticZymes); 70910-202)) 중에 재현탁시키고, 37℃에서 1시간

동안 인큐베이션하여 세포를 용해시켰다.  배지를 경사분리하고, 2.5 M NaCl 중 40% 폴리(에틸렌 글리콜) (PE

G)의 5X 용액과 합하고 (최종 농도: 8% PEG/500 mM NaCl), 얼음 상에서 2시간 동안 인큐베이션하여 PEG 침전을

용이하게 하고, 3,200 g에서 30분 동안 원심분리하였다.  상청액을 폐기하고, 펠렛을 플레이트당 500 μL 용해

완충제 중에 재현탁시키고, 세포 용해물에 첨가하였다.  조 용해물을 4℃에서 밤새 인큐베이션하거나 또는 초원

심분리를 위해 직접 사용하였다.

세포 용해물을 2,000 g에서 10분 동안 원심분리함으로써 정화시키고, 16-게이지 5" 일회용 니들 (에어-타이트[0493]

(Air-Tite) N165)을 통해 베크만 퀵-실(Quick-Seal) 튜브에 첨가하였다.  순차적으로 층을 부유시킴으로써 불연

속적인 아이오딕사놀 구배가 형성되었다: 500 mM NaCl 및 1x PBS-MK (1x PBS + 1 mM MgCl2 및 2.5 mM KCl) 중

9 mL 15% 아이오딕사놀, 1x PBS-MK 중 6 mL 25% 아이오딕사놀, 및 1x PBS-MK 중 각각 5 mL의 40 및 60% 아이오

딕사놀.  1 μg mL
-1
 최종 농도의 페놀 레드를 15, 25 및 60% 층에 첨가하여, 식별을 용이하게 하였다.  58,600

rpm에서 2시간 15분 동안 18℃에서 옵티마 XPN-100 초원심분리 (베크만 쿨터)에서 Ti 70 로터를 사용하여 초원

심분리를 수행하였다.  초원심분리 후, 18-게이지 니들을 통해 40-60% 아이오딕사놀 계면으로부터 3 mL의 용액

을 빼내고, 100-kD MWCO 컬럼 (이엠디 밀리포어(EMD Millipore))을 사용하여 0.001% F-68을 함유하는 PBS로 투

석하였다.  농축된 바이러스 용액을 0.22-μm  여과기를 사용하여 멸균 여과하였다.  최종 AAV  제제를 qPCR

(AAVpro 적정 키트 버전 2; 클론테크)을 통해 정량화하고, 사용할 때까지 4℃에서 보관하였다.

동물[0494]

P0 연구를 위해 적시 임신한 C57BL/6J 마우스를 찰스 리버 래보러토리즈(Charles River Laboratories) (027)로[0495]

부터 구입하였다.  야생형 성체 C57BL/6J 마우스 (000664) 및 착색된 rd12 마우스 (005379)를 잭슨 래보러토리

(Jackson Laboratory)로부터 구입하였다.  모든 마우스를 표준 설치류 식이 및 물에 자유롭게 접근가능하여 12

시간 명암 주기로 유지되는 방에 하우징하였다.  동물을 다양한 실험 그룹으로 무작위로 배정하였다.

P0 뇌실 주사[0496]

P0 뇌실 주사를 이전에 기재된 바와 같이 수행하였다 (Levy et al., 2020).  드러몬드(Drummond) PCR 피펫 (5-[0497]

000-1001-X10)을 셔터(Sutter) P1000 마이크로피펫 풀러 상에서 경사 시험 값으로 잡아 당기고, 킴와이프에 3회

통과시켜, ~100 μm의 팁 크기를 생성하였다.  소량의 패스트 그린(Fast Green)을 BE-eVLP 주사 용액에 첨가하

여,  뇌실  표적화를  평가하였다.   포함된  드러몬드  플런저를  사용하여  전면  충전을  통해  주사  용액을

로딩하였다.  P0 새끼가 움직이지 않고 발가락 핀치에 반응하지 않을 때까지 2-3분 동안 얼음 상에 놓고 마취시

켰다.  이어서, 2 μL의 주사 믹스 (총 3.2 pmol의 BE 단백질을 캡슐화하는 2.6x10
10
 eVLP를 함유함)를 각각의

뇌실에 손으로 주사하였다.  뇌실 표적화는 머리의 투과조명을 통해 뇌실 전체에 걸쳐 패스트 그린의 확산에 의

해 평가하였다.

핵 단리 및 분류[0498]

이전에 기재된 바와 같이 피질 및 중뇌로부터 핵을 단리하였다 (Levy et al., 2020).  간략히, 유리 다운스[0499]

(Dounce) 균질화기 (시그마-알드리치; D8938)를 사용하여 2 mL의 빙냉 EZ-PREP 완충제 (시그마-알드리치; NUC-

101) 중에서 절개된 피질 및 중뇌를 막자 A에 의해 20회 스트로크, 이어서 막자 B에 의해 20회 스트로크하여 균

질화시켰다.  이어서, 얼음 상에서 추가 2 mL의 EZ-PREP 완충제를 함유하는 새로운 튜브로 샘플을 경사분리하였

다.  5분 후, 균질화된 조직을 500 g에서 5분 동안 4℃에서 원심분리하였다.  PBS 중 100 μg/mL BSA (NEB;

B9000S) 및 3.33 μM 바이브란트(Vybrant) 다이사이클 루비 (써모 피셔; V10309)로 이루어진 4 mL의 빙냉 핵

현탁 완충제 (NSB) 중에 핵 펠렛을 재현탁시킨 후, 500 g에서 5분 동안 4℃에서 원심분리하였다.  원심분리 후,

상청액을 제거하고, 핵을 1-2 mL의 NSB 중에 재현탁시키고, 35-μm 세포 스트레이너에 통과시킨 후, 브로드 인

스티튜트(Broad Institute) 유세포 분석 코어에서 소니(Sony) MA900 세포 분류기 (소니 바이오테크놀로지(Sony

Biotechnology))를 사용하여 유동 분류하였다.  예를 들어 FACS 게이팅에 대해서는 도 13a를 참조한다.  핵을

디앤에이드밴스(DNAdvance)  용해 완충제에 분류하고, 제조자의 프로토콜 (베크만 쿨터; A48705)에 따라 게놈

DNA를 정제하였다

안구-후방 주사[0500]
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50 μL의 VLP (4x10
11
 또는 7x10

11
 VLP를 함유함)를 15,000 g에서 10분 동안 원심분리하여 잔해를 제거하였다.[0501]

주사 직전에 정화된 상청액을 0.9% NaCl (프레세니우스 카비(Fresenius Kabi); 918610)에서 120 μL로 희석하

였다.  주사 직전에 1x10
11
 바이러스 게놈 (vg)의 총 AAV를 0.9% NaCl (프레세니우스 카비; 918610)에서 120 μ

L로 희석하였다.  4% 이소플루란에 의해 마취를 유도하였다.  유도 후, 양측 발가락 핀치에 대한 무반응에 의해

측정되는 바와 같이, 피부에 가벼운 압력을 가하여 오른쪽 눈을 돌출시키고, 경사면이 눈으로부터 멀리 향하도

록 하여 인슐린 시린지를 안구후동으로 전진시켰고, 여기서 VLP 또는 AAV 믹스가 천천히 주입되었다.  이어서,

진통제로서 프로파라카인 히드로클로라이드 점안액 (패터슨 베터러너리(Patterson Veterinary);  07-885-9765)

한 방울을 눈에 적용하였다.  제조자의 지침에 따라 아젠코트 디앤에이드밴스 키트 (베크만 쿨터; A48705)를 사

용하여 다양한 조직으로부터 게놈 DNA를 정제하였다.

조직학 및 염색[0502]

간 조직을 밤새 4℃에서 4% PFA에 고정시켰다.  다음 날, 고정된 간을 10 mM 글리신을 갖는 1x PBS로 옮겨서,[0503]

적어도  24시간  동안  유리  알데히드를  켄칭시킨  후,  하버드  의과  대학의  설치류  조직병리학  코어(Rodent

Histopathology Core of Harvard Medical School)에서 파라핀화하였다.  이어서, 간 파라핀 블록을 5 μm 섹션

으로 절단한 후, 조직병리학 실험을 위해 헤마톡실린 및 에오신으로 염색하였다.

알라닌 아미노트랜스퍼라제 (ALT) 및 아스파르테이트 아미노트랜스퍼라제 (AST) 검정[0504]

주사 7일 후에 악하 출혈을 통해 혈액을 수집하고, 실온에서 1시간 동안 응고시켰다.  이어서, 2000 g에서 15분[0505]

동안 원심분리하여 혈청을 분리하고, 분석을 위해 아이덱스 바이오어낼리틱스(IDEXX Bioanalytics, 메사추체츠

주)로 보냈다.

혈청 Pcsk9 측정[0506]

Pcsk9의 혈청 수준을 추적하기 위해, 혈청 분리기 튜브에서 악하 출혈을 이용하여 혈액을 수집하였다.  2000 g[0507]

에서 15분 동안 원심분리하여 혈청을 분리하고, -80℃에서 보관하였다.  Pcsk9 수준은 제조자의 지침에 따라 마

우스 프로프로테인 컨버타제 9/PCSK9  콴티킨(Quantikine) ELISA  키트 (알앤디 시스템즈(R&D Systems); MPC90

0)를 사용하여 ELISA에 의해 결정되었다.

CIRCLE-seq[0508]

이전에  기재된  바와  같이  하기  변형을  제외하고  시퀀싱에  의한  절단  효과의  시험관내  보고를  위한  순환화[0509]

(Circularization for In vitro Reporting of Cleavage Effects by sequencing; CIRCLE-seq)를 수행하고 분석

하였다 (Tsai  et  al.,  2017):  Cas9  절단 단계의 경우, 가이드 변성, 인큐베이션, 및 프로테이나제 K 처리는

CHANGE-seq 프로토콜에 기재된 더 효율적인 방법을 이용하여 수행하였다 (Lazzarotto et al., 2020).  구체적

으로, 가이드 서열 "GCCCATACCTTGGAGCAACGG" (서열식별번호: 496)을 갖는 sgRNA를 그들의 표준 화학적 변형인

처음 3개 및 마지막 3개 염기에 대한 2'O-메틸 및 처음 3개와 마지막 2개 염기 사이의 포스포로티오에이트 결합

과 함께 신테고(Synthego)에서 주문하였다.  5' "G" 뉴클레오티드가 20-뉴클레오티드 특이적 가이드 서열에 포

함되어, VLP로 발현되고 패키징되는 서열을 재연하였다.  sgRNA를 뉴클레아제-무함유 물에서 9 μM로 희석하고,

90℃에서 5분 동안 인큐베이션한 후, 0.1℃/초의 경사 속도에서 25℃까지 천천히 어닐링함으로써 다시 폴딩시켰

다.  5 μL의 10x Cas9 뉴클레아제 반응 완충제 (뉴클레아제와 함께 제공됨), 4.5 μL의 1 μM Cas9 뉴클레아제

(1x Cas9 뉴클레아제 반응 완충제에서 20μM 스톡으로부터 희석됨), 및 1.5 μL의 9 μM 어닐링된 sgRNA를 혼합

한 후, 실온에서 10분 동안 인큐베이션함으로써 sgRNA를 Cas9 뉴클레아제 (NEB; M0386T)와 복합체화시켰다.  마

우스 N2A 세포로부터의 원형 DNA를 125 ng의 총 질량으로 첨가하고, 50 μL의 최종 부피로 희석하였다.  37℃에

서 1시간 동안 인큐베이션한 후, 프로테이나제 K (NEB; P8107S)를 물에서 4배 희석하고, 5 μL의 희석된 혼합물

을 절단 반응에 첨가하였다.  37℃에서 15분 동안 프로테이나제 K로 처리한 후, CIRCLE-seq 프로토콜에 기재된

바와 같이, DNA에 A-테일을 부착하고, 어댑터 라이게이션하고, USER-처리하고, PCR-증폭시켰다 (Tsai et al.,

2017).  PCR 후, 샘플을 제조용 1% 아가로스 겔 상에 로딩하고, DNA를 300bp 내지 1kb 범위에서 추출하여, 일루

미나 MiSeq 상에서 시퀀싱하기 전에 프라이머 이량체를 제거하였다.  CIRCLE-seq 분석 파이프라인을 이용하여

데이터를 가공하고, 하기 파라미터를 이용하여 인간 게놈 Hg19 (GRCh37)에 대해 정렬시켰다: "판독_임계치: 4;

윈도우-크기: 3; mapq_임계치: 50; 시작_임계치: 1; 갭_임계치: 3; 미스매치_임계치: 6; 병합된_분석: 사실".

CIRCLE-seq에 의해 지정된 표적-이탈 부위의 앰플리콘 시퀀싱[0510]

CIRCLE-seq에 의해 지정된 ABE8e 표적-이탈 부위를 철저하게 평가하였을 때, 표적-이탈 편집 효율이 CIRCLE-seq[0511]
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판독 카운트에 의해 잘 추적되지 않는 것으로 이전에 관찰되었다 (Newby et al., 2021).  그러나, 편집이 관찰

된 지정된 표적-이탈 부위는 일부 눈에 띄는 유사성을 공유하였다.  즉, 검증된 표적-이탈 편집을 갖는 54개의

표적-이탈 부위 중 90.7% 초과가 PAM에 가까운 9개의 뉴클레오티드에서 가이드에 대해 0개의 미스매치 또는 1개

의 미스매치를 가졌다.  이 영역에서 1개 초과의 미스매치를 갖는 몇몇 부위는 모두 낮은 효율로 편집되었다

(편집 효율에 의해 순위를 매겼을 때 하위 절반인 부위).  이러한 지식을 기반으로 하여, PAM에 가까운 프로토

스페이서의 9개의 뉴클레오티드에서 1개 이하의 미스매치를 나타내는 CIRCLE-seq 목록에서 평가하기 위해 14개

의 표적-이탈 부위를 선택하여, 진정한 표적-이탈 부위가 시퀀싱될 가능성을 증가시켰다 (표 5).

마우스 망막하 주사[0512]

인산염-완충된 식염수 중 20 mg/mL 케타민 및 1.75 mg/mL 크실라진으로 이루어진 칵테일을 20 g 체중당 0.1 mL[0513]

의 용량으로 복강내 주사하여 마우스를 마취시키고, 1% 트로피카미드 점안액 (아코른(Akorn); 17478-102-12)의

국소 투여에 의해 그들의 동공을 확장시켰다.  안과 수술용 현미경 (자이쓰(Zeiss)) 하에서 망막하 주사를 수행

하였다.  25-게이지 니들을 사용하여 코쪽 가장자리에 인접한 각막을 통해 절개하였다.  실플렉스(SilFlex) 튜

브 (월드 프리시젼 인스트루먼츠(World Precision Instruments); 실플렉스-2)에 의해 RPE-KIT (월드 프리시젼

인스트루먼츠, 번호 RPE-KIT)에 연결된 34-게이지 평활-말단 니들 (월드 프리시젼 인스트루먼츠; NF34BL-2)을

각막 절개를 통해 수정체를 피하면서 삽입하고, 망막을 통해 전진시켰다.  각각의 마우스의 눈당 1 μL의 실험

시약 (렌티바이러스 또는 eVLP)을 주사하였다.  퀵타이터(QuickTiter)TM 렌티바이러스 역가 키트 (셀 바이오랩

스; VPK-107-5)에 의해 측정 시 렌티바이러스 역가는 >1x10
9
 TU/mL이었다.  BE-eVLP를 3 pmol/μL의 캡슐화된

BE 단백질 함량에 상응하는 4x10
10
 eVLP/μL의 역가에 대해 정규화하였다.  주사 후, 젠틸(GenTeal) 중증 윤활

제 아이 겔 (0.3% 히프로멜로스, 알콘(Alcon))을 적용하여 동공을 수화시키고, 회복을 위해 두었다.

RPE 해리 및 게놈 DNA 및 RNA 제조[0514]

광학 현미경 하에, 마우스 눈을 절개하여, 망막 및 전안부로부터 후방 아이컵 (RPE, 맥락막 및 공막을 함유함)[0515]

을 분리하였다.  각각의 후방 아이컵을 올프렙(AllPrep) DNA/RNA 미니 키트 (퀴아젠; 80284)에 제공된 350 μl

의 RLT 플러스 조직 용해 완충제에 즉시 담궜다.  1분 동안 인큐베이션한 후, RPE 세포를 용해 완충제 중에서

부드럽게 피펫팅하면서 후방 아이컵으로부터 탈착시킨 후, 나머지 후방 아이컵을 제거하였다.  RPE 세포를 함유

하는  용해  완충제는  DNA  및  RNA  추출을  위해  올프렙  DNA/RNA  미니  키트  프로토콜을  이용하여  추가로

가공하였다.  최종 DNA 및 RNA를 각각 30 μL 및 15 μL 물에서 용리시켰다.  슈퍼스크립트
TM
 III 제1-가닥 합

성 슈퍼믹스 (써모 피셔; 18080400)를 사용하여 cDNA 합성을 수행하였다.

마우스 RPE 조직 추출물의 웨스턴 블롯 분석[0516]

마우스 RPE 조직으로부터 단백질 용해물을 제조하기 위해, RPE, 맥락막 및 공막으로 이루어진 절개된 마우스 아[0517]

이컵을 프로테아제 억제제를 갖는 30 μL의 RIPA 완충제를 함유하는 미세원심분리 튜브로 옮기고, 모터 조직 그

라인더 (피셔 사이언티픽; K749540-0000)에 의해 균질화시키고, 20,000 g에서 30분 동안 4℃에서 원심분리하였

다.  생성된 상청액을 다이나비즈 단백질 G (써모 피셔; 10003D)에 의해 미리 정화시켜, 겔 로딩 전에 혈액으로

부터 오염물을 제거하였다.  NuPAGE LDS 샘플 완충제 (써모 피셔; NP0007) 및 NuPAGE 샘플 환원제 (써모 피셔;

NP0004)와 미리 혼합된 20 μL의 RPE 용해물을 NuPAGE 4-12% 비스-트리스 겔 (써모 피셔; NP0321BOX)의 각각의

웰에 로딩하고, 130 V에서 1시간 동안 분리하고, PVDF 막 (밀리포어; IPVH00010)으로 옮겼다.  0.1% (v/v) 트

윈-20을 함유하는 PBS (PBS-T) 중 5% (w/v) 무지방 우유에서 1시간 동안 차단시킨 후, 막을 일차 항체, 마우스

항-RPE65 모노클로날 항체 (1:1,000; 자체 생성)와 함께 인큐베이션하고 (Golczak et al., 2010), PBS-T 중 1%

(w/v) 무지방 우유에서 4℃에서 밤새 희석하였다.  밤새 인큐베이션한 후, 막을 PBS-T로 각각 5분씩 3회 세척한

다음, 염소 항-마우스 IgG-HRP 항체 (1:5,000; 셀 시그널링 테크놀로지; 7076S)와 함께 실온에서 1시간 동안 인

큐베이션하였다.  막을 PBS-T로 각각 5분씩 3회 세척한 후, 슈퍼시그널 웨스트 피코(SuperSignal West Pico) 화

학발광 기질 (써모 피셔; 34580)에 노출시킨 후  단백질 밴드를 시각화하였다.  동일한 프로토콜에 따라 마우스

항-Cas9 모노클로날 항체 (1:1,000; 인비트로젠(Invitrogen); MA523519) 및 토끼 항-β-액틴 폴리클로날 항체

(1:1,000; 셀 시그널링 테크놀로지; 4970S)를 사용하여 ABE 및 β-액틴 발현을 위해 막을 스트립핑하고 다시 프

로빙하였다.  상응하는 이차 항체는 염소 항-마우스 IgG-HRP 항체 (1:5,000; 셀 시그널링 테크놀로지; 7076S)

및 염소 항-토끼 IgG-HRP 항체 (1:5,000; 셀 시그널링 테크놀로지; 7074S)이었다.

망막전위도검사[0518]
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기록하기 전에, 마우스를 24시간 동안 밤새 암순응시켰다.  안전한 조명 하에, 인산염-완충된 식염수 중 20[0519]

mg/mL 케타민 및 1.75 mg/mL 크실라진으로 이루어진 칵테일을 20 g 체중당 0.1 mL의 용량으로 복강내 주사하여

마우스를 마취시키고, 수화를 위해 1% 트로피카미드 점안액 (아코른; 17478-102-12)에 이어서 2.5% 히프로멜로

스 (아코른; 9050-1)를 국소 투여하여 그들의 동공을 확장시켰다.  마우스를 가열된 다이아그노시스 셀레리스

(Diagnosys Celeris) 설치류 ERG 기기 (다이아그노시스 엘씨씨(Diagnosys LCC))에 두었다.  안구 전극을 각막

에 배치하고, 참조 전극을 귀 사이의 피하에 위치시켰다.  -0.3 log (cdㆍs/m
2
)의 녹색 광 (피크 방출 544 nm,

밴드 폭 ~160 nm) 자극에 의해 눈을 자극하였다.  자극간 10초 간격으로 10회 자극에 대한 반응을 함께 평균하

고, 평균 ERG 파형으로부터 a- 및 b-파 진폭을 획득하였다.  ERG를 셀레리스 설치류 전기생리학 시스템 (다이아

그노시스 엘엘씨)에 의해 기록하고, 에스피온(Espion) V6 소프트웨어 (다이아그노시스 엘엘씨)에 의해 분석하였

다.

정량화 및 통계 분석[0520]

데이터는 평균 및 평균의 표준 오차 (s.e.m.)로 제시된다.  샘플 크기를 미리 결정하기 위해 통계 방법을 이용[0521]

하지 않았다.  통계 분석은 그래프패드 프리즘 소프트웨어를 이용하여 수행되었다.  사용된 샘플 크기 및 통계

시험은 도면 범례에 기재되어 있다.

추가의 서열[0522]

표 4.[0523]

[0524]
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표 5.[0531]
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[0541]

등가물 및 범주[0542]

청구항에서 단수 형태는 다르게 나타내거나 또는 문맥상 달리 명백하지 않다면 1개 또는 1개 초과를 의미할 수[0543]

있다.  그룹의 하나 이상의 구성원 사이에 "또는"을 포함하는 청구항 또는 설명은, 다르게 나타내거나 또는 문

맥상 달리 명백하지 않다면 그룹 구성원 중 1개, 1개 초과 또는 모두가 주어진 생성물 또는 공정에 존재하거나,

그에 이용되거나 또는 달리 관련이 있는 경우 충족된 것으로 고려된다.  본 발명은 정확하게 1개의 그룹 구성원

이 주어진 생성물 또는 공정에 존재하거나, 그에 이용되거나 또는 달리 관련이 있는 실시양태를 포함한다.  본

발명은 그룹 구성원 중 1개 초과 또는 모두가 주어진 생성물 또는 공정에 존재하거나, 그에 이용되거나 또는 달

리 관련이 있는 실시양태를 포함한다.

추가로, 본 발명은 나열된 청구항 중 하나 이상으로부터 하나 이상의 제한, 요소, 조항 및 설명 용어가 또 다른[0544]

청구항에 도입되는 것인 모든 변화, 조합 및 순열을 포함한다.  예를 들어, 또 다른 청구항에 종속된 임의의 청

구항은 동일한 기본 청구항에 종속된 임의의 다른 청구항에서 발견되는 하나 이상의 제한을 포함하도록 변형될

수 있다.  요소가 예를 들어 마쿠쉬 그룹 포맷으로 목록으로 제시되는 경우, 요소의 각각의 하위 그룹 또한 개

시되며, 임의의 요소(들)이 그룹으로부터 제거될 수 있다.  일반적으로, 본 발명 또는 본 발명의 측면이 특정한

요소 및/또는 특징을 포함하는 것으로 언급되는 경우, 본 발명 또는 본 발명의 측면의 특정 실시양태는 이러한

요소 및/또는 특징으로 이루어지거나 또는 본질적으로 이루어진다는 것을 이해해야 한다.  단순화를 위해, 이들

실시양태는 본원에서 이들 단어로 구체적으로 제시되지 않았다.  또한, 용어 "포함하는" 및 "함유하는"이 개방

적인 것으로 의도되고, 추가의 요소 또는 단계의 포함을 허용한다는 점을 유의한다.  범위가 주어지는 경우, 종

점이 포함된다.  추가로, 달리 나타내거나 또는 문맥상 및 관련 기술분야의 통상의 기술자의 이해로부터 달리

명백하지 않다면, 범위로 표현된 값은 문맥상 달리 명확하게 명시되지 않는다면 범위의 하한 단위의 1/10까지

본 발명의 상이한 실시양태에서 명시된 범위 내의 임의의 특정 값 또는 하위 그룹을 가정할 수 있다.

본 출원은 다양한 허여된 특허, 공개된 특허 출원, 저널 기사 및 다른 간행물을 참조하며, 모두 본원에 참조로[0545]

포함된다.  포함된 임의의 참고문헌과 본 명세서 사이에 상충되는 내용이 있는 경우, 본 명세서가 우선한다.

또한, 선행 기술 내에 속하는 본 발명의 임의의 특정한 실시양태는 청구항 중 임의의 하나 이상으로부터 명시적

으로 제외될 수 있다.  이러한 실시양태가 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된 것으로 간주되기 때문에,

심지어 제외에 대해 본원에서 명시적으로 제시되지 않더라고 이들은 제외될 수 있다.  본 발명의 임의의 특정한

실시양태는 선행 기술의 존재와 관련이 있는지 여부와 상관없이 어떠한 이유로든 임의의 청구항으로부터 제외될

수 있다.

관련 기술분야의 기술자는 단지 일상적인 실험만을 이용하여 본원에 기재된 구체적인 실시양태에 대한 여러 등[0546]
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가물을 인식하거나 또는 확인할 수 있을 것이다.  본원에 기재된 실시양태의 범주는 상기 설명으로 제한되는 것

으로 의도되지 않으며, 오히려 첨부된 청구항에 제시된 바와 같다.  관련 기술분야의 통상의 기술자는 하기 청

구항에 정의된 본 발명의 개념 또는 범주를 벗어나지 않으면서 본 설명에 대한 다양한 변화 및 변형이 이루어질

수 있음을 이해할 것이다.

도면

도면1a

도면1b

공개특허 10-2024-0112361

- 184 -



도면1c

도면1d

공개특허 10-2024-0112361

- 185 -



도면2a

도면2b

공개특허 10-2024-0112361

- 186 -



도면2c

도면2d

공개특허 10-2024-0112361

- 187 -



도면2e

도면2f

공개특허 10-2024-0112361

- 188 -



도면2g

도면3a

공개특허 10-2024-0112361

- 189 -



도면3b

도면3c

공개특허 10-2024-0112361

- 190 -



도면3d

도면3e

공개특허 10-2024-0112361

- 191 -



도면3f

도면3g

도면3h

공개특허 10-2024-0112361

- 192 -



도면3i

도면3j

도면4a

공개특허 10-2024-0112361

- 193 -



도면4b

도면4c

도면5a

공개특허 10-2024-0112361

- 194 -



도면5b

도면6a

공개특허 10-2024-0112361

- 195 -



도면6b

도면6c

공개특허 10-2024-0112361

- 196 -



도면6d

도면6e

도면7a

공개특허 10-2024-0112361

- 197 -



도면7b

도면7c

도면7d

공개특허 10-2024-0112361

- 198 -



도면7e

도면7f

도면7g

공개특허 10-2024-0112361

- 199 -



도면7h

도면7i

도면7j

공개특허 10-2024-0112361

- 200 -



도면8a

도면8b

도면8c

공개특허 10-2024-0112361

- 201 -



도면8d

도면8e

공개특허 10-2024-0112361

- 202 -



도면9a

공개특허 10-2024-0112361

- 203 -



도면9b

공개특허 10-2024-0112361

- 204 -



도면9c

도면9d

도면10a

공개특허 10-2024-0112361

- 205 -



도면10b

도면10c

공개특허 10-2024-0112361

- 206 -



도면10d

도면10e

공개특허 10-2024-0112361

- 207 -



도면10f

도면10g

도면11a

공개특허 10-2024-0112361

- 208 -



도면11b

도면11c

공개특허 10-2024-0112361

- 209 -



도면11d

도면12

공개특허 10-2024-0112361

- 210 -



도면13a

도면13b

공개특허 10-2024-0112361

- 211 -



도면14a

도면14b

도면14c

공개특허 10-2024-0112361

- 212 -



도면15a

공개특허 10-2024-0112361

- 213 -



도면15b

공개특허 10-2024-0112361

- 214 -



도면15c

도면16

공개특허 10-2024-0112361

- 215 -



도면17a

공개특허 10-2024-0112361

- 216 -



도면17b

공개특허 10-2024-0112361

- 217 -



도면18

도면19a

공개특허 10-2024-0112361

- 218 -



도면19b

공개특허 10-2024-0112361

- 219 -



   

 

서 열 목 록 (첨부)

공개특허 10-2024-0112361

- 220 -


	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1a
	도면1b
	도면1c
	도면1d
	도면2a
	도면2b
	도면2c
	도면2d
	도면2e
	도면2f
	도면2g
	도면3a
	도면3b
	도면3c
	도면3d
	도면3e
	도면3f
	도면3g
	도면3h
	도면3i
	도면3j
	도면4a
	도면4b
	도면4c
	도면5a
	도면5b
	도면6a
	도면6b
	도면6c
	도면6d
	도면6e
	도면7a
	도면7b
	도면7c
	도면7d
	도면7e
	도면7f
	도면7g
	도면7h
	도면7i
	도면7j
	도면8a
	도면8b
	도면8c
	도면8d
	도면8e
	도면9a
	도면9b
	도면9c
	도면9d
	도면10a
	도면10b
	도면10c
	도면10d
	도면10e
	도면10f
	도면10g
	도면11a
	도면11b
	도면11c
	도면11d
	도면12
	도면13a
	도면13b
	도면14a
	도면14b
	도면14c
	도면15a
	도면15b
	도면15c
	도면16
	도면17a
	도면17b
	도면18
	도면19a
	도면19b

	서열목록 (첨부)



 
   B1195.70138WO00
   
     US
     63/285,995
     2021-12-03
  
   The Broad Institute, Inc.
   SELF-ASSEMBLING VIRUS-LIKE PARTICLES FOR DELIVERY OF NUCLEIC ACID PROGRAMMABLE FUSION PROTEINS AND METHODS OF MAKING AND USING SAME
   510
   
     
       10
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..10
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       TSTLLMENSS
    
  
   
     
       11
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..11
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PRSSLYPALTP
    
  
   
     
       8
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..8
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       VQALVLTQ
    
  
   
     
       12
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..12
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PLQVLTLNIERR
    
  
   
     
       8
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..8
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ASPRAGGK
    
  
   
     
       8
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..8
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       YEADSLEE
    
  
   
     
       6
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..6
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       YQYRAL
    
  
   
     
       6
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..6
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LGVLIV
    
  
   
     
       18
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..18
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EGRGSLLTCGDVEENPGP
    
  
   
     
       19
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ATNFSLLKQAGDVEENPGP
    
  
   
     
       20
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       QCTNYALLKLAGDVESNPGP
    
  
   
     
       22
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..22
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP
    
  
   
     
       1368
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1368
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Streptococcus pyogenes or Staphylococcus aureus
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD
    
  
   
     
       1368
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1368
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Streptococcus pyogenes
            
          
        
      
       MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD
    
  
   
     
       4104
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..4104
           
             
               mol_type
               genomic DNA
            
             
               organism
               Streptococcus pyogenes
            
          
        
      
       atggataagaaatactcaataggcttagatatcggcacaaatagcgtcggatgggcggtgatcactgatgattataaggttccgtctaaaaagttcaaggttctgggaaatacagaccgccacagtatcaaaaaaaatcttataggggctcttttatttggcagtggagagacagcggaagcgactcgtctcaaacggacagctcgtagaaggtatacacgtcggaagaatcgtatttgttatctacaggagattttttcaaatgagatggcgaaagtagatgatagtttctttcatcgacttgaagagtcttttttggtggaagaagacaagaagcatgaacgtcatcctatttttggaaatatagtagatgaagttgcttatcatgagaaatatccaactatctatcatctgcgaaaaaaattggcagattctactgataaagcggatttgcgcttaatctatttggccttagcgcatatgattaagtttcgtggtcattttttgattgagggagatttaaatcctgataatagtgatgtggacaaactatttatccagttggtacaaatctacaatcaattatttgaagaaaaccctattaacgcaagtagagtagatgctaaagcgattctttctgcacgattgagtaaatcaagacgattagaaaatctcattgctcagctccccggtgagaagagaaatggcttgtttgggaatctcattgctttgtcattgggattgacccctaattttaaatcaaattttgatttggcagaagatgctaaattacagctttcaaaagatacttacgatgatgatttagataatttattggcgcaaattggagatcaatatgctgatttgtttttggcagctaagaatttatcagatgctattttactttcagatatcctaagagtaaatagtgaaataactaaggctcccctatcagcttcaatgattaagcgctacgatgaacatcatcaagacttgactcttttaaaagctttagttcgacaacaacttccagaaaagtataaagaaatcttttttgatcaatcaaaaaacggatatgcaggttatattgatgggggagctagccaagaagaattttataaatttatcaaaccaattttagaaaaaatggatggtactgaggaattattggtgaaactaaatcgtgaagatttgctgcgcaagcaacggacctttgacaacggctctattccccatcaaattcacttgggtgagctgcatgctattttgagaagacaagaagacttttatccatttttaaaagacaatcgtgagaagattgaaaaaatcttgacttttcgaattccttattatgttggtccattggcgcgtggcaatagtcgttttgcatggatgactcggaagtctgaagaaacaattaccccatggaattttgaagaagttgtcgataaaggtgcttcagctcaatcatttattgaacgcatgacaaactttgataaaaatcttccaaatgaaaaagtactaccaaaacatagtttgctttatgagtattttacggtttataacgaattgacaaaggtcaaatatgttactgagggaatgcgaaaaccagcatttctttcaggtgaacagaagaaagccattgttgatttactcttcaaaacaaatcgaaaagtaaccgttaagcaattaaaagaagattatttcaaaaaaatagaatgttttgatagtgttgaaatttcaggagttgaagatagatttaatgcttcattaggcgcctaccatgatttgctaaaaattattaaagataaagattttttggataatgaagaaaatgaagatatcttagaggatattgttttaacattgaccttatttgaagatagggggatgattgaggaaagacttaaaacatatgctcacctctttgatgataaggtgatgaaacagcttaaacgtcgccgttatactggttggggacgtttgtctcgaaaattgattaatggtattagggataagcaatctggcaaaacaatattagattttttgaaatcagatggttttgccaatcgcaattttatgcagctgatccatgatgatagtttgacatttaaagaagatattcaaaaagcacaggtgtctggacaaggccatagtttacatgaacagattgctaacttagctggcagtcctgctattaaaaaaggtattttacagactgtaaaaattgttgatgaactggtcaaagtaatggggcataagccagaaaatatcgttattgaaatggcacgtgaaaatcagacaactcaaaagggccagaaaaattcgcgagagcgtatgaaacgaatcgaagaaggtatcaaagaattaggaagtcagattcttaaagagcatcctgttgaaaatactcaattgcaaaatgaaaagctctatctctattatctacaaaatggaagagacatgtatgtggaccaagaattagatattaatcgtttaagtgattatgatgtcgatcacattgttccacaaagtttcattaaagacgattcaatagacaataaggtactaacgcgttctgataaaaatcgtggtaaatcggataacgttccaagtgaagaagtagtcaaaaagatgaaaaactattggagacaacttctaaacgccaagttaatcactcaacgtaagtttgataatttaacgaaagctgaacgtggaggtttgagtgaacttgataaagctggttttatcaaacgccaattggttgaaactcgccaaatcactaagcatgtggcacaaattttggatagtcgcatgaatactaaatacgatgaaaatgataaacttattcgagaggttaaagtgattaccttaaaatctaaattagtttctgacttccgaaaagatttccaattctataaagtacgtgagattaacaattaccatcatgcccatgatgcgtatctaaatgccgtcgttggaactgctttgattaagaaatatccaaaacttgaatcggagtttgtctatggtgattataaagtttatgatgttcgtaaaatgattgctaagtctgagcaagaaataggcaaagcaaccgcaaaatatttcttttactctaatatcatgaacttcttcaaaacagaaattacacttgcaaatggagagattcgcaaacgccctctaatcgaaactaatggggaaactggagaaattgtctgggataaagggcgagattttgccacagtgcgcaaagtattgtccatgccccaagtcaatattgtcaagaaaacagaagtacagacaggcggattctccaaggagtcaattttaccaaaaagaaattcggacaagcttattgctcgtaaaaaagactgggatccaaaaaaatatggtggttttgatagtccaacggtagcttattcagtcctagtggttgctaaggtggaaaaagggaaatcgaagaagttaaaatccgttaaagagttactagggatcacaattatggaaagaagttcctttgaaaaaaatccgattgactttttagaagctaaaggatataaggaagttaaaaaagacttaatcattaaactacctaaatatagtctttttgagttagaaaacggtcgtaaacggatgctggctagtgccggagaattacaaaaaggaaatgagctggctctgccaagcaaatatgtgaattttttatatttagctagtcattatgaaaagttgaagggtagtccagaagataacgaacaaaaacaattgtttgtggagcagcataagcattatttagatgagattattgagcaaatcagtgaattttctaagcgtgttattttagcagatgccaatttagataaagttcttagtgcatataacaaacatagagacaaaccaatacgtgaacaagcagaaaatattattcatttatttacgttgacgaatcttggagctcccgctgcttttaaatattttgatacaacaattgatcgtaaacgatatacgtctacaaaagaagttttagatgccactcttatccatcaatccatcactggtctttatgaaacacgcattgatttgagtcagctaggaggtgactga
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       MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDDYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFGSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLADSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQIYNQLFEENPINASRVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKRNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNSEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGAYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDRGMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGHSLHEQIANLAGSPAIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD
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       atggataaaaagtattctattggtttagacatcggcactaattccgttggatgggctgtcataaccgatgaatacaaagtaccttcaaagaaatttaaggtgttggggaacacagaccgtcattcgattaaaaagaatcttatcggtgccctcctattcgatagtggcgaaacggcagaggcgactcgcctgaaacgaaccgctcggagaaggtatacacgtcgcaagaaccgaatatgttacttacaagaaatttttagcaatgagatggccaaagttgacgattctttctttcaccgtttggaagagtccttccttgtcgaagaggacaagaaacatgaacggcaccccatctttggaaacatagtagatgaggtggcatatcatgaaaagtacccaacgatttatcacctcagaaaaaagctagttgactcaactgataaagcggacctgaggttaatctacttggctcttgcccatatgataaagttccgtgggcactttctcattgagggtgatctaaatccggacaactcggatgtcgacaaactgttcatccagttagtacaaacctataatcagttgtttgaagagaaccctataaatgcaagtggcgtggatgcgaaggctattcttagcgcccgcctctctaaatcccgacggctagaaaacctgatcgcacaattacccggagagaagaaaaatgggttgttcggtaaccttatagcgctctcactaggcctgacaccaaattttaagtcgaacttcgacttagctgaagatgccaaattgcagcttagtaaggacacgtacgatgacgatctcgacaatctactggcacaaattggagatcagtatgcggacttatttttggctgccaaaaaccttagcgatgcaatcctcctatctgacatactgagagttaatactgagattaccaaggcgccgttatccgcttcaatgatcaaaaggtacgatgaacatcaccaagacttgacacttctcaaggccctagtccgtcagcaactgcctgagaaatataaggaaatattctttgatcagtcgaaaaacgggtacgcaggttatattgacggcggagcgagtcaagaggaattctacaagtttatcaaacccatattagagaagatggatgggacggaagagttgcttgtaaaactcaatcgcgaagatctactgcgaaagcagcggactttcgacaacggtagcattccacatcaaatccacttaggcgaattgcatgctatacttagaaggcaggaggatttttatccgttcctcaaagacaatcgtgaaaagattgagaaaatcctaacctttcgcataccttactatgtgggacccctggcccgagggaactctcggttcgcatggatgacaagaaagtccgaagaaacgattactccatggaattttgaggaagttgtcgataaaggtgcgtcagctcaatcgttcatcgagaggatgaccaactttgacaagaatttaccgaacgaaaaagtattgcctaagcacagtttactttacgagtatttcacagtgtacaatgaactcacgaaagttaagtatgtcactgagggcatgcgtaaacccgcctttctaagcggagaacagaagaaagcaatagtagatctgttattcaagaccaaccgcaaagtgacagttaagcaattgaaagaggactactttaagaaaattgaatgcttcgattctgtcgagatctccggggtagaagatcgatttaatgcgtcacttggtacgtatcatgacctcctaaagataattaaagataaggacttcctggataacgaagagaatgaagatatcttagaagatatagtgttgactcttaccctctttgaagatcgggaaatgattgaggaaagactaaaaacatacgctcacctgttcgacgataaggttatgaaacagttaaagaggcgtcgctatacgggctggggacgattgtcgcggaaacttatcaacgggataagagacaagcaaagtggtaaaactattctcgattttctaaagagcgacggcttcgccaataggaactttatgcagctgatccatgatgactctttaaccttcaaagaggatatacaaaaggcacaggtttccggacaaggggactcattgcacgaacatattgcgaatcttgctggttcgccagccatcaaaaagggcatactccagacagtcaaagtagtggatgagctagttaaggtcatgggacgtcacaaaccggaaaacattgtaatcgagatggcacgcgaaaatcaaacgactcagaaggggcaaaaaaacagtcgagagcggatgaagagaatagaagagggtattaaagaactgggcagccagatcttaaaggagcatcctgtggaaaatacccaattgcagaacgagaaactttacctctattacctacaaaatggaagggacatgtatgttgatcaggaactggacataaaccgtttatctgattacgacgtcgatcacattgtaccccaatcctttttgaaggacgattcaatcgacaataaagtgcttacacgctcggataagaaccgagggaaaagtgacaatgttccaagcgaggaagtcgtaaagaaaatgaagaactattggcggcagctcctaaatgcgaaactgataacgcaaagaaagttcgataacttaactaaagctgagaggggtggcttgtctgaacttgacaaggccggatttattaaacgtcagctcgtggaaacccgccaaatcacaaagcatgttgcacagatactagattcccgaatgaatacgaaatacgacgagaacgataagctgattcgggaagtcaaagtaatcactttaaagtcaaaattggtgtcggacttcagaaaggattttcaattctataaagttagggagataaataactaccaccatgcgcacgacgcttatcttaatgccgtcgtagggaccgcactcattaagaaatacccgaagctagaaagtgagtttgtgtatggtgattacaaagtttatgacgtccgtaagatgatcgcgaaaagcgaacaggagataggcaaggctacagccaaatacttcttttattctaacattatgaatttctttaagacggaaatcactctggcaaacggagagatacgcaaacgacctttaattgaaaccaatggggagacaggtgaaatcgtatgggataagggccgggacttcgcgacggtgagaaaagttttgtccatgccccaagtcaacatagtaaagaaaactgaggtgcagaccggagggttttcaaaggaatcgattcttccaaaaaggaatagtgataagctcatcgctcgtaaaaaggactgggacccgaaaaagtacggtggcttcgatagccctacagttgcctattctgtcctagtagtggcaaaagttgagaagggaaaatccaagaaactgaagtcagtcaaagaattattggggataacgattatggagcgctcgtcttttgaaaagaaccccatcgacttccttgaggcgaaaggttacaaggaagtaaaaaaggatctcataattaaactaccaaagtatagtctgtttgagttagaaaatggccgaaaacggatgttggctagcgccggagagcttcaaaaggggaacgaactcgcactaccgtctaaatacgtgaatttcctgtatttagcgtcccattacgagaagttgaaaggttcacctgaagataacgaacagaagcaactttttgttgagcagcacaaacattatctcgacgaaatcatagagcaaatttcggaattcagtaagagagtcatcctagctgatgccaatctggacaaagtattaagcgcatacaacaagcacagggataaacccatacgtgagcaggcggaaaatattatccatttgtttactcttaccaacctcggcgctccagccgcattcaagtattttgacacaacgatagatcgcaaacgatacacttctaccaaggaggtgctagacgcgacactgattcaccaatccatcacgggattatatgaaactcggatagatttgtcacagcttgggggtgacggatcccccaagaagaagaggaaagtctcgagcgactacaaagaccatgacggtgattataaagatcatgacatcgattacaaggatgacgatgacaaggctgcagga
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       MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGSPKKKRKVSSDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKAAG
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       atggataagaaatactcaataggcttagatatcggcacaaatagcgtcggatgggcggtgatcactgatgaatataaggttccgtctaaaaagttcaaggttctgggaaatacagaccgccacagtatcaaaaaaaatcttataggggctcttttatttgacagtggagagacagcggaagcgactcgtctcaaacggacagctcgtagaaggtatacacgtcggaagaatcgtatttgttatctacaggagattttttcaaatgagatggcgaaagtagatgatagtttctttcatcgacttgaagagtcttttttggtggaagaagacaagaagcatgaacgtcatcctatttttggaaatatagtagatgaagttgcttatcatgagaaatatccaactatctatcatctgcgaaaaaaattggtagattctactgataaagcggatttgcgcttaatctatttggccttagcgcatatgattaagtttcgtggtcattttttgattgagggagatttaaatcctgataatagtgatgtggacaaactatttatccagttggtacaaacctacaatcaattatttgaagaaaaccctattaacgcaagtggagtagatgctaaagcgattctttctgcacgattgagtaaatcaagacgattagaaaatctcattgctcagctccccggtgagaagaaaaatggcttatttgggaatctcattgctttgtcattgggtttgacccctaattttaaatcaaattttgatttggcagaagatgctaaattacagctttcaaaagatacttacgatgatgatttagataatttattggcgcaaattggagatcaatatgctgatttgtttttggcagctaagaatttatcagatgctattttactttcagatatcctaagagtaaatactgaaataactaaggctcccctatcagcttcaatgattaaacgctacgatgaacatcatcaagacttgactcttttaaaagctttagttcgacaacaacttccagaaaagtataaagaaatcttttttgatcaatcaaaaaacggatatgcaggttatattgatgggggagctagccaagaagaattttataaatttatcaaaccaattttagaaaaaatggatggtactgaggaattattggtgaaactaaatcgtgaagatttgctgcgcaagcaacggacctttgacaacggctctattccccatcaaattcacttgggtgagctgcatgctattttgagaagacaagaagacttttatccatttttaaaagacaatcgtgagaagattgaaaaaatcttgacttttcgaattccttattatgttggtccattggcgcgtggcaatagtcgttttgcatggatgactcggaagtctgaagaaacaattaccccatggaattttgaagaagttgtcgataaaggtgcttcagctcaatcatttattgaacgcatgacaaactttgataaaaatcttccaaatgaaaaagtactaccaaaacatagtttgctttatgagtattttacggtttataacgaattgacaaaggtcaaatatgttactgaaggaatgcgaaaaccagcatttctttcaggtgaacagaagaaagccattgttgatttactcttcaaaacaaatcgaaaagtaaccgttaagcaattaaaagaagattatttcaaaaaaatagaatgttttgatagtgttgaaatttcaggagttgaagatagatttaatgcttcattaggtacctaccatgatttgctaaaaattattaaagataaagattttttggataatgaagaaaatgaagatatcttagaggatattgttttaacattgaccttatttgaagatagggagatgattgaggaaagacttaaaacatatgctcacctctttgatgataaggtgatgaaacagcttaaacgtcgccgttatactggttggggacgtttgtctcgaaaattgattaatggtattagggataagcaatctggcaaaacaatattagattttttgaaatcagatggttttgccaatcgcaattttatgcagctgatccatgatgatagtttgacatttaaagaagacattcaaaaagcacaagtgtctggacaaggcgatagtttacatgaacatattgcaaatttagctggtagccctgctattaaaaaaggtattttacagactgtaaaagttgttgatgaattggtcaaagtaatggggcggcataagccagaaaatatcgttattgaaatggcacgtgaaaatcagacaactcaaaagggccagaaaaattcgcgagagcgtatgaaacgaatcgaagaaggtatcaaagaattaggaagtcagattcttaaagagcatcctgttgaaaatactcaattgcaaaatgaaaagctctatctctattatctccaaaatggaagagacatgtatgtggaccaagaattagatattaatcgtttaagtgattatgatgtcgatcacattgttccacaaagtttccttaaagacgattcaatagacaataaggtcttaacgcgttctgataaaaatcgtggtaaatcggataacgttccaagtgaagaagtagtcaaaaagatgaaaaactattggagacaacttctaaacgccaagttaatcactcaacgtaagtttgataatttaacgaaagctgaacgtggaggtttgagtgaacttgataaagctggttttatcaaacgccaattggttgaaactcgccaaatcactaagcatgtggcacaaattttggatagtcgcatgaatactaaatacgatgaaaatgataaacttattcgagaggttaaagtgattaccttaaaatctaaattagtttctgacttccgaaaagatttccaattctataaagtacgtgagattaacaattaccatcatgcccatgatgcgtatctaaatgccgtcgttggaactgctttgattaagaaatatccaaaacttgaatcggagtttgtctatggtgattataaagtttatgatgttcgtaaaatgattgctaagtctgagcaagaaataggcaaagcaaccgcaaaatatttcttttactctaatatcatgaacttcttcaaaacagaaattacacttgcaaatggagagattcgcaaacgccctctaatcgaaactaatggggaaactggagaaattgtctgggataaagggcgagattttgccacagtgcgcaaagtattgtccatgccccaagtcaatattgtcaagaaaacagaagtacagacaggcggattctccaaggagtcaattttaccaaaaagaaattcggacaagcttattgctcgtaaaaaagactgggatccaaaaaaatatggtggttttgatagtccaacggtagcttattcagtcctagtggttgctaaggtggaaaaagggaaatcgaagaagttaaaatccgttaaagagttactagggatcacaattatggaaagaagttcctttgaaaaaaatccgattgactttttagaagctaaaggatataaggaagttaaaaaagacttaatcattaaactacctaaatatagtctttttgagttagaaaacggtcgtaaacggatgctggctagtgccggagaattacaaaaaggaaatgagctggctctgccaagcaaatatgtgaattttttatatttagctagtcattatgaaaagttgaagggtagtccagaagataacgaacaaaaacaattgtttgtggagcagcataagcattatttagatgagattattgagcaaatcagtgaattttctaagcgtgttattttagcagatgccaatttagataaagttcttagtgcatataacaaacatagagacaaaccaatacgtgaacaagcagaaaatattattcatttatttacgttgacgaatcttggagctcccgctgcttttaaatattttgatacaacaattgatcgtaaacgatatacgtctacaaaagaagttttagatgccactcttatccatcaatccatcactggtctttatgaaacacgcattgatttgagtcagctaggaggtgactga
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       MKEYHIGLDIGTSSIGWAVTDSQFKLMRIKGKTAIGVRLFEEGKTAAERRTFRTTRRRLKRRKWRLHYLDEIFAPHLQEVDENFLRRLKQSNIHPEDPTKNQAFIGKLLFPDLLKKNERGYPTLIKMRDELPVEQRAHYPVMNIYKLREAMINEDRQFDLREVYLAVHHIVKYRGHFLNNASVDKFKVGRIDFDKSFNVLNEAYEELQNGEGSFTIEPSKVEKIGQLLLDTKMRKLDRQKAVAKLLEVKVADKEETKRNKQIATAMSKLVLGYKADFATVAMANGNEWKIDLSSETSEDEIEKFREELSDAQNDILTEITSLFSQIMLNEIVPNGMSISESMMDRYWTHERQLAEVKEYLATQPASARKEFDQVYNKYIGQAPKERGFDLEKGLKKILSKKENWKEIDELLKAGDFLPKQRTSANGVIPHQMHQQELDRIIEKQAKYYPWLATENPATGERDRHQAKYELDQLVSFRIPYYVGPLVTPEVQKATSGAKFAWAKRKEDGEITPWNLWDKIDRAESAEAFIKRMTVKDTYLLNEDVLPANSLLYQKYNVLNELNNVRVNGRRLSVGIKQDIYTELFKKKKTVKASDVASLVMAKTRGVNKPSVEGLSDPKKFNSNLATYLDLKSIVGDKVDDNRYQTDLENIIEWRSVFEDGEIFADKLTEVEWLTDEQRSALVKKRYKGWGRLSKKLLTGIVDENGQRIIDLMWNTDQNFKEIVDQPVFKEQIDQLNQKAITNDGMTLRERVESVLDDAYTSPQNKKAIWQVVRVVEDIVKAVGNAPKSISIEFARNEGNKGEITRSRRTQLQKLFEDQAHELVKDTSLTEELEKAPDLSDRYYFYFTQGGKDMYTGDPINFDEISTKYDIDHILPQSFVKDNSLDNRVLTSRKENNKKSDQVPAKLYAAKMKPYWNQLLKQGLITQRKFENLTKDVDQNIKYRSLGFVKRQLVETRQVIKLTANILGSMYQEAGTEIIETRAGLTKQLREEFDLPKVREVNDYHHAVDAYLTTFAGQYLNRRYPKLRSFFVYGEYMKFKHGSDLKLRNFNFFHELMEGDKSQGKVVDQQTGELITTRDEVAKSFDRLLNMKYMLVSKEVHDRSDQLYGATIVTAKESGKLTSPIEIKKNRLVDLYGAYTNGTSAFMTIIKFTGNKPKYKVIGIPTTSAASLKRAGKPGSESYNQELHRIIKSNPKVKKGFEIVVPHVSYGQLIVDGDCKFTLASPTVQHPATQLVLSKKSLETISSGYKILKDKPAIANERLIRVFDEVVGQMNRYFTIFDQRSNRQKVADARDKFLSLPTESKYEGAKKVQVGKTEVITNLLMGLHANATQGDLKVLGLATFGFFQSTTGLSLSEDTMIVYQSPTGLFERRICLKDI
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       MGKRNYILGLDIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRGARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDTGNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDLLETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEKFQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILTIYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQQKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEIIRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKGNRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLLRSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEKQAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRKLINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKDNDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLNAHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIASFYKNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPHIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYEVKSKKHPQIIKK
    
  
   
     
       1409
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1409
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Streptococcus thermophilus
            
          
        
      
       MLFNKCIIISINLDFSNKEKCMTKPYSIGLDIGTNSVGWAVITDNYKVPSKKMKVLGNTSKKYIKKNLLGVLLFDSGITAEGRRLKRTARRRYTRRRNRILYLQEIFSTEMATLDDAFFQRLDDSFLVPDDKRDSKYPIFGNLVEEKVYHDEFPTIYHLRKYLADSTKKADLRLVYLALAHMIKYRGHFLIEGEFNSKNNDIQKNFQDFLDTYNAIFESDLSLENSKQLEEIVKDKISKLEKKDRILKLFPGEKNSGIFSEFLKLIVGNQADFRKCFNLDEKASLHFSKESYDEDLETLLGYIGDDYSDVFLKAKKLYDAILLSGFLTVTDNETEAPLSSAMIKRYNEHKEDLALLKEYIRNISLKTYNEVFKDDTKNGYAGYIDGKTNQEDFYVYLKNLLAEFEGADYFLEKIDREDFLRKQRTFDNGSIPYQIHLQEMRAILDKQAKFYPFLAKNKERIEKILTFRIPYYVGPLARGNSDFAWSIRKRNEKITPWNFEDVIDKESSAEAFINRMTSFDLYLPEEKVLPKHSLLYETFNVYNELTKVRFIAESMRDYQFLDSKQKKDIVRLYFKDKRKVTDKDIIEYLHAIYGYDGIELKGIEKQFNSSLSTYHDLLNIINDKEFLDDSSNEAIIEEIIHTLTIFEDREMIKQRLSKFENIFDKSVLKKLSRRHYTGWGKLSAKLINGIRDEKSGNTILDYLIDDGISNRNFMQLIHDDALSFKKKIQKAQIIGDEDKGNIKEVVKSLPGSPAIKKGILQSIKIVDELVKVMGGRKPESIVVEMARENQYTNQGKSNSQQRLKRLEKSLKELGSKILKENIPAKLSKIDNNALQNDRLYLYYLQNGKDMYTGDDLDIDRLSNYDIDHIIPQAFLKDNSIDNKVLVSSASNRGKSDDFPSLEVVKKRKTFWYQLLKSKLISQRKFDNLTKAERGGLLPEDKAGFIQRQLVETRQITKHVARLLDEKFNNKKDENNRAVRTVKIITLKSTLVSQFRKDFELYKVREINDFHHAHDAYLNAVIASALLKKYPKLEPEFVYGDYPKYNSFRERKSATEKVYFYSNIMNIFKKSISLADGRVIERPLIEVNEETGESVWNKESDLATVRRVLSYPQVNVVKKVEEQNHGLDRGKPKGLFNANLSSKPKPNSNENLVGAKEYLDPKKYGGYAGISNSFAVLVKGTIEKGAKKKITNVLEFQGISILDRINYRKDKLNFLLEKGYKDIELIIELPKYSLFELSDGSRRMLASILSTNNKRGEIHKGNQIFLSQKFVKLLYHAKRISNTINENHRKYVENHKKEFEELFYYILEFNENYVGAKKNGKLLNSAFQSWQNHSIDELCSSFIGPTGSERKGLFELTSRGSAADFEFLGVKIPRYRDYTPSSLLKDATLIHQSVTGLYETRIDLAKLGEG
    
  
   
     
       1402
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1402
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Lactobacillus crispatus
            
          
        
      
       MKIKNYNLALTPSTSAVGHVEVDDDLNILEPVHHQKAIGVAKFGEGETAEARRLARSARRTTKRRANRINHYFNEIMKPEIDKVDPLMFDRIKQAGLSPLDERKEFRTVIFDRPNIASYYHNQFPTIWHLQKYLMITDEKADIRLIYWALHSLLKHRGHFFNTTPMSQFKPGKLNLKDDMLALDDYNDLEGLSFAVANSPEIEKVIKDRSMHKKEKIAELKKLIVNDVPDKDLAKRNNKIITQIVNAIMGNSFHLNFIFDMDLDKLTSKAWSFKLDDPELDTKFDAISGSMTDNQIGIFETLQKIYSAISLLDILNGSSNVVDAKNALYDKHKRDLNLYFKFLNTLPDEIAKTLKAGYTLYIGNRKKDLLAARKLLKVNVAKNFSQDDFYKLINKELKSIDKQGLQTRFSEKVGELVAQNNFLPVQRSSDNVFIPYQLNAITFNKILENQGKYYDFLVKPNPAKKDRKNAPYELSQLMQFTIPYYVGPLVTPEEQVKSGIPKTSRFAWMVRKDNGAITPWNFYDKVDIEATADKFIKRSIAKDSYLLSELVLPKHSLLYEKYEVFNELSNVSLDGKKLSGGVKQILFNEVFKKTNKVNTSRILKALAKHNIPGSKITGLSNPEEFTSSLQTYNAWKKYFPNQIDNFAYQQDLEKMIEWSTVFEDHKILAKKLDEIEWLDDDQKKFVANTRLRGWGRLSKRLLTGLKDNYGKSIMQRLETTKANFQQIVYKPEFREQIDKISQAAAKNQSLEDILANSYTSPSNRKAIRKTMSVVDEYIKLNHGKEPDKIFLMFQRSEQEKGKQTEARSKQLNRILSQLKADKSANKLFSKQLADEFSNAIKKSKYKLNDKQYFYFQQLGRDALTGEVIDYDELYKYTVLHIIPRSKLTDDSQNNKVLTKYKIVDGSVALKFGNSYSDALGMPIKAFWTELNRLKLIPKGKLLNLTTDFSTLNKYQRDGYIARQLVETQQIVKLLATIMQSRFKHTKIIEVRNSQVANIRYQFDYFRIKNLNEYYRGFDAYLAAVVGTYLYKVYPKARRLFVYGQYLKPKKTNQENQDMHLDSEKKSQGFNFLWNLLYGKQDQIFVNGTDVIAFNRKDLITKMNTVYNYKSQKISLAIDYHNGAMFKATLFPRNDRDTAKTRKLIPKKKDYDTDIYGGYTSNVDGYMLLAEIIKRDGNKQYGFYGVPSRLVSELDTLKKTRYTEYEEKLKEIIKPELGVDLKKIKKIKILKNKVPFNQVIIDKGSKFFITSTSYRWNYRQLILSAESQQTLMDLVVDPDFSNHKARKDARKNADERLIKVYEEILYQVKNYMPMFVELHRCYEKLVDAQKTFKSLKISDKAMVLNQILILLHSNATSPVLEKLGYHTRFTLGKKHNLISENAVLVTQSITGLKENHVSIKQML
    
  
   
     
       1385
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1385
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Pedicoccus damnosus
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MTNEKYSIGLDIGTSSIGFAVVNDNNRVIRVKGKNAIGVRLFDEGKAAADRRSFRTTRRSFRTTRRRLSRRRWRLKLLREIFDAYITPVDEAFFIRLKESNLSPKDSKKQYSGDILFNDRSDKDFYEKYPTIYHLRNALMTEHRKFDVREIYLAIHHIMKFRGHFLNATPANNFKVGRLNLEEKFEELNDIYQRVFPDESIEFRTDNLEQIKEVLLDNKRSRADRQRTLVSDIYQSSEDKDIEKRNKAVATEILKASLGNKAKLNVITNVEVDKEAAKEWSITFDSESIDDDLAKIEGQMTDDGHEIIEVLRSLYSGITLSAIVPENHTLSQSMVAKYDLHKDHLKLFKKLINGMTDTKKAKNLRAAYDGYIDGVKGKVLPQEDFYKQVQVNLDDSAEANEIQTYIDQDIFMPKQRTKANGSIPHQLQQQELDQIIENQKAYYPWLAELNPNPDKKRQQLAKYKLDELVTFRVPYYVGPMITAKDQKNQSGAEFAWMIRKEPGNITPWNFDQKVDRMATANQFIKRMTTTDTYLLGEDVLPAQSLLYQKFEVLNELNKIRIDHKPISIEQKQQIFNDLFKQFKNVTIKHLQDYLVSQGQYSKRPLIEGLADEKRFNSSLSTYSDLCGIFGAKLVEENDRQEDLEKIIEWSTIFEDKKIYRAKLNDLTWLTDDQKEKLATKRYQGWGRLSRKLLVGLKNSEHRNIMDILWITNENFMQIQAEPDFAKLVTDANKGMLEKTDSQDVINDLYTSPQNKKAIRQILLVVHDIQNAMHGQAPAKIHVEFARGEERNPRRSVQRQRQVEAAYEKVSNELVSAKVRQEFKEAINNKRDFKDRLFLYFMQGGIDIYTGKQLNIDQLSSYQIDHILPQAFVKDDSLTNRVLTNENQVKADSVPIDIFGKKMLSVWGRMKDQGLISKGKYRNLTMNPENISAHTENGFINRQLVETRQVIKLAVNILADEYGDSTQIISVKADLSHQMREDFELLKNRDVNDYHHAFDAYLAAFIGNYLLKRYPKLESYFVYGDFKKFTQKETKMRRFNFIYDLKHCDQVVNKETGEILWTKDEDIKYIRHLFAYKKILVSHEVREKRGALYNQTIYKAKDDKGSGQESKKLIRIKDDKETKIYGGYSGKSLAYMTIVQITKKNKVSYRVIGIPTLALARLNKLENDSTENNGELYKIIKPQFTHYKVDKKNGEIIETTDDFKIVVSKVRFQQLIDDAGQFFMLASDTYKNNAQQLVISNNALKAINNTNITDCPRDDLERLDNLRLDSAFDEIVKKMDKYFSAYDANNFREKIRNSNLIFYQLPVEDQWENNKITELGKRTVLTRILQGLHANATTTDMSIFKIKTPFGQLRQRSGISLSENAQLIYQSPTGLFERRVQLNKIK
    
  
   
     
       1367
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1367
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Fusobaterium nucleatum
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MKKQKFSDYYLGFDIGTNSVGWCVTDLDYNVLRFNKKDMWGSRLFEEAKTAAERRVQRNSRRRLKRRKWRLNLLEEIFSNEILKIDSNFFRRLKESSLWLEDKSSKEKFTLFNDDNYKDYDFYKQYPTIFHLRNELIKNPEKKDIRLVYLAIHSIFKSRGHFLFEGQNLKEIKNFETLYNNLIAFLEDNGINKIIDKNNIEKLEKIVCDSKKGLKDKEKEFKEIFNSDKQLVAIFKLSVGSSVSLNDLFDTDEYKKGEVEKEKISFREQIYEDDKPIYYSILGEKIELLDIAKTFYDFMVLNNILADSQYISEAKVKLYEEHKKDLKNLKYIIRKYNKGNYDKLFKDKNENNYSAYIGLNKEKSKKEVIEKSRLKIDDLIKNIKGYLPKVEEIEEKDKAIFNKILNKIELKTILPKQRISDNGTLPYQIHEAELEKILENQSKYYDFLNYEENGIITKDKLLMTFKFRIPYYVGPLNSYHKDKGGNSWIVRKEEGKILPWNFEQKVDIEKSAEEFIKRMTNKCTYLNGEDVIPKDTFLYSEYVILNELNKVQVNDEFLNEENKRKIIDELFKENKKVSEKKFKEYLLVKQIVDGTIELKGVKDSFNSNYISYIRFKDIFGEKLNLDIYKEISEKSILWKCLYGDDKKIFEKKIKNEYGDILTKDEIKKINTFKFNNWGRLSEKLLTGIEFINLETGECYSSVMDALRRTNYNLMELLSSKFTLQESINNENKEMNEASYRDLIEESYVSPSLKRAIFQTLKIYEEIRKITGRVPKKVFIEMARGGDESMKNKKIPARQEQLKKLYDSCGNDIANFSIDIKEMKNSLISYDNNSLRQKKLYLYYLQFGKCMYTGREIDLDRLLQNNDTYDIDHIYPRSKVIKDDSFDNLVLVLKNENAEKSNEYPVKKEIQEKMKSFWRFLKEKNFISDEKYKRLTGKDDFELRGFMARQLVNVRQTTKEVGKILQQIEPEIKIVYSKAEIASSFREMFDFIKVRELNDTHHAKDAYLNIVAGNVYNTKFTEKPYRYLQEIKENYDVKKIYNYDIKNAWDKENSLEIVKKNMEKNTVNITRFIKEKKGQLFDLNPIKKGETSNEIISIKPKVYNGKDDKLNEKYGYYKSLNPAYFLYVEHKEKNKRIKSFERVNLVDVNNIKDEKSLVKYLIENKKLVEPRVIKKVYKRQVILINDYPYSIVTLDSNKLMDFENLKPLFLENKYEKILKNVIKFLEDNQGKSEENYKFIYLKKKDRYEKNETLESVKDRYNLEFNEMYDKFLEKLDSKDYKNYMNNKKYQELLDVKEKFIKLNLFDKAFTLKSFLDLFNRKTMADFSKVGLTKYLGKIQKISSNVLSKNELYLLEESVTGLFVKKIKL
    
  
   
     
       1286
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1286
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Enterococcus cecorum
            
          
        
      
       RRKQRIQILQELLGEEVLKTDPGFFHRMKESRYVVEDKRTLDGKQVELPYALFVDKDYTDKEYYKQFPTINHLIVYLMTTSDTPDIRLVYLALHYYMKNRGNFLHSGDINNVKDINDILEQLDNVLETFLDGWNLKLKSYVEDIKNIYNRDLGRGERKKAFVNTLGAKTKAEKAFCSLISGGSTNLAELFDDSSLKEIETPKIEFASSSLEDKIDGIQEALEDRFAVIEAAKRLYDWKTLTDILGDSSSLAEARVNSYQMHHEQLLELKSLVKEYLDRKVFQEVFVSLNVANNYPAYIGHTKINGKKKELEVKRTKRNDFYSYVKKQVIEPIKKKVSDEAVLTKLSEIESLIEVDKYLPLQVNSDNGVIPYQVKLNELTRIFDNLENRIPVLRENRDKIIKTFKFRIPYYVGSLNGVVKNGKCTNWMVRKEEGKIYPWNFEDKVDLEASAEQFIRRMTNKCTYLVNEDVLPKYSLLYSKYLVLSELNNLRIDGRPLDVKIKQDIYENVFKKNRKVTLKKIKKYLLKEGIITDDDELSGLADDVKSSLTAYRDFKEKLGHLDLSEAQMENIILNITLFGDDKKLLKKRLAALYPFIDDKSLNRIATLNYRDWGRLSERFLSGITSVDQETGELRTIIQCMYETQANLMQLLAEPYHFVEAIEKENPKVDLESISYRIVNDLYVSPAVKRQIWQTLLVIKDIKQVMKHDPERIFIEMAREKQESKKTKSRKQVLSEVYKKAKEYEHLFEKLNSLTEEQLRSKKIYLYFTQLGKCMYSGEPIDFENLVSANSNYDIDHIYPQSKTIDDSFNNIVLVKKSLNAYKSNHYPIDKNIRDNEKVKTLWNTLVSKGLITKEKYERLIRSTPFSDEELAGFIARQLVETRQSTKAVAEILSNWFPESEIVYSKAKNVSNFRQDFEILKVRELNDCHHAHDAYLNIVVGNAYHTKFTNSPYRFIKNKANQEYNLRKLLQKVNKIESNGVVAWVGQSENNPGTIATVKKVIRRNTVLISRMVKEVDGQLFDLTLMKKGKGQVPIKSSDERLTDISKYGGYNKATGAYFTFVKSKKRGKVVRSFEYVPLHLSKQFENNNELLKEYIEKDRGLTDVEILIPKVLINSLFRYNGSLVRITGRGDTRLLLVHEQPLYVSNSFVQQLKSVSSYKLKKSENDNAKLTKTATEKLSNIDELYDGLLRKLDLPIYSYWFSSIKEYLVESRTKYIKLSIEEKALVIFEILHLFQSDAQVPNLKILGLSTKPSRIRIQKNLKDTDKMSIIHQSPSGIFEHEIELTSL
    
  
   
     
       1312
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1312
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Anaerostipes hadrus
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MQNGFLGITVSSEQVGWAVTNPKYELERASRKDLWGVRLFDKAETAEDRRMFRTNRRLNQRKKNRIHYLRDIFHEEVNQKDPNFFQQLDESNFCEDDRTVEFNFDTNLYKNQFPTVYHLRKYLMETKDKPDIRLVYLAFSKFMKNRGHFLYKGNLGEVMDFENSMKGFCESLEKFNIDFPTLSDEQVKEVRDILCDHKIAKTVKKKNIITITKVKSKTAKAWIGLFCGCSVPVKVLFQDIDEEIVTDPEKISFEDASYDDYIANIEKGVGIYYEAIVSAKMLFDWSILNEILGDHQLLSDAMIAEYNKHHDDLKRLQKIIKGTGSRELYQDIFINDVSGNYVCYVGHAKTMSSADQKQFYTFLKNRLKNVNGISSEDAEWIDTEIKNGTLLPKQTKRDNSVIPHQLQLREFELILDNMQEMYPFLKENREKLLKIFNFVIPYYVGPLKGVVRKGESTNWMVPKKDGVIHPWNFDEMVDKEASAECFISRMTGNCSYLFNEKVLPKNSLLYETFEVLNELNPLKINGEPISVELKQRIYEQLFLTGKKVTKKSLTKYLIKNGYDKDIELSGIDNEFHSNLKSHIDFEDYDNLSDEEVEQIILRITVFEDKQLLKDYLNREFVKLSEDERKQICSLSYKGWGNLSEMLLNGITVTDSNGVEVSVMDMLWNTNLNLMQILSKKYGYKAEIEHYNKEHEKTIYNREDLMDYLNIPPAQRRKVNQLITIVKSLKKTYGVPNKIFFKISREHQDDPKRTSSRKEQLKYLYKSLKSEDEKHLMKELDELNDHELSNDKVYLYFLQKGRCIYSGKKLNLSRLRKSNYQNDIDYIYPLSAVNDRSMNNKVLTGIQENRADKYTYFPVDSEIQKKMKGFWMELVLQGFMTKEKYFRLSRENDFSKSELVSFIEREISDNQQSGRMIASVLQYYFPESKIVFVKEKLISSFKRDFHLISSYGHNHLQAAKDAYITIVVGNVYHTKFTMDPAIYFKNHKRKDYDLNRLFLENISRDGQIAWESGPYGSIQTVRKEYAQNHIAVTKRVVEVKGGLFKQMPLKKGHGEYPLKTNDPRFGNIAQYGGYTNVTGSYFVLVESMEKGKKRISLEYVPVYLHERLEDDPGHKLLKEYLVDHRKLNHPKILLAKVRKNSLLKIDGFYYRLNGRSGNALILTNAVELIMDDWQTKTANKISGYMKRRAIDKKARVYQNEFHIQELEQLYDFYLDKLKNGVYKNRKNNQAELIHNEKEQFMELKTEDQCVLLTEIKKLFVCSPMQADLTLIGGSKHTGMIAMSSNVTKADFAVIAEDPLGLRNKVIYSHKGEK
    
  
   
     
       1344
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1344
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Kandleria vitulina
            
          
        
      
       MSQNNNKIYNIGLDIGDASVGWAVVDEHYNLLKRHGKHMWGSRLFTQANTAVERRSSRSTRRRYNKRRERIRLLREIMEDMVLDVDPTFFIRLANVSFLDQEDKKDYLKENYHSNYNLFIDKDFNDKTYYDKYPTIYHLRKHLCESKEKEDPRLIYLALHHIVKYRGNFLYEGQKFSMDVSNIEDKMIDVLRQFNEINLFEYVEDRKKIDEVLNVLKEPLSKKHKAEKAFALFDTTKDNKAAYKELCAALAGNKFNVTKMLKEAELHDEDEKDISFKFSDATFDDAFVEKQPLLGDCVEFIDLLHDIYSWVELQNILGSAHTSEPSISAAMIQRYEDHKNDLKLLKDVIRKYLPKKYFEVFRDEKSKKNNYCNYINHPSKTPVDEFYKYIKKLIEKIDDPDVKTILNKIELESFMLKQNSRTNGAVPYQMQLDELNKILENQSVYYSDLKDNEDKIRSILTFRIPYYFGPLNITKDRQFDWIIKKEGKENERILPWNANEIVDVDKTADEFIKRMRNFCTYFPDEPVMAKNSLTVSKYEVLNEINKLRINDHLIKRDMKDKMLHTLFMDHKSISANAMKKWLVKNQYFSNTDDIKIEGFQKENACSTSLTPWIDFTKIFGKINESNYDFIEKIIYDVTVFEDKKILRRRLKKEYDLDEEKIKKILKLKYSGWSRLSKKLLSGIKTKYKDSTRTPETVLEVMERTNMNLMQVINDEKLGFKKTIDDANSTSVSGKFSYAEVQELAGSPAIKRGIWQALLIVDEIKKIMKHEPAHVYIEFARNEDEKERKDSFVNQMLKLYKDYDFEDETEKEANKHLKGEDAKSKIRSERLKLYYTQMGKCMYTGKSLDIDRLDTYQVDHIVPQSLLKDDSIDNKVLVLSSENQRKLDDLVIPSSIRNKMYGFWEKLFNNKIISPKKFYSLIKTEFNEKDQERFINRQIVETRQITKHVAQIIDNHYENTKVVTVRADLSHQFRERYHIYKNRDINDFHHAHDAYIATILGTYIGHRFESLDAKYIYGEYKRIFRNQKNKGKEMKKNNDGFILNSMRNIYADKDTGEIVWDPNYIDRIKKCFYYKDCFVTKKLEENNGTFFNVTVLPNDTNSDKDNTLATVPVNKYRSNVNKYGGFSGVNSFIVAIKGKKKKGKKVIEVNKLTGIPLMYKNADEEIKINYLKQAEDLEEVQIGKEILKNQLIEKDGGLYYIVAPTEIINAKQLILNESQTKLVCEIYKAMKYKNYDNLDSEKIIDLYRLLINKMELYYPEYRKQLVKKFEDRYEQLKVISIEEKCNIIKQILATLHCNSSIGKIMYSDFKISTTIGRLNGRTISLDDISFIAESPTGMYSKKYKL
    
  
   
     
       1288
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1288
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Enterococcus faecalis
            
          
        
      
       MRLFEEGHTAEDRRLKRTARRRISRRRNRLRYLQAFFEEAMTDLDENFFARLQESFLVPEDKKWHRHPIFAKLEDEVAYHETYPTIYHLRKKLADSSEQADLRLIYLALAHIVKYRGHFLIEGKLSTENTSVKDQFQQFMVIYNQTFVNGESRLVSAPLPESVLIEEELTEKASRTKKSEKVLQQFPQEKANGLFGQFLKLMVGNKADFKKVFGLEEEAKITYASESYEEDLEGILAKVGDEYSDVFLAAKNVYDAVELSTILADSDKKSHAKLSSSMIVRFTEHQEDLKKFKRFIRENCPDEYDNLFKNEQKDGYAGYIAHAGKVSQLKFYQYVKKIIQDIAGAEYFLEKIAQENFLRKQRTFDNGVIPHQIHLAELQAIIHRQAAYYPFLKENQEKIEQLVTFRIPYYVGPLSKGDASTFAWLKRQSEEPIRPWNLQETVDLDQSATAFIERMTNFDTYLPSEKVLPKHSLLYEKFMVFNELTKISYTDDRGIKANFSGKEKEKIFDYLFKTRRKVKKKDIIQFYRNEYNTEIVTLSGLEEDQFNASFSTYQDLLKCGLTRAELDHPDNAEKLEDIIKILTIFEDRQRIRTQLSTFKGQFSAEVLKKLERKHYTGWGRLSKKLINGIYDKESGKTILDYLVKDDGVSKHYNRNFMQLINDSQLSFKNAIQKAQSSEHEETLSETVNELAGSPAIKKGIYQSLKIVDELVAIMGYAPKRIVVEMARENQTTSTGKRRSIQRLKIVEKAMAEIGSNLLKEQPTTNEQLRDTRLFLYYMQNGKDMYTGDELSLHRLSHYDIDHIIPQSFMKDDSLDNLVLVGSTENRGKSDDVPSKEVVKDMKAYWEKLYAAGLISQRKFQRLTKGEQGGLTLEDKAHFIQRQLVETRQITKNVAGILDQRYNAKSKEKKVQIITLKASLTSQFRSIFGLYKVREVNDYHHGQDAYLNCVVATTLLKVYPNLAPEFVYGEYPKFQTFKENKATAKAIIYTNLLRFFTEDEPRFTKDGEILWSNSYLKTIKKELNYHQMNIVKKVEVQKGGFSKESIKPKGPSNKLIPVKNGLDPQKYGGFDSPVVAYTVLFTHEKGKKPLIKQEILGITIMEKTRFEQNPILFLEEKGFLRPRVLMKLPKYTLYEFPEGRRRLLASAKEAQKGNQMVLPEHLLTLLYHAKQCLLPNQSESLAYVEQHQPEFQEILERVVDFAEVHTLAKSKVQQIVKLFEANQTADVKEIAASFIQLMQFNAMGAPSTFKFFQKDIERARYTSIKEIFDATIIYQSPTGLYETRRKVVD
    
  
   
     
       1052
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1052
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Staphylococcus aureus
            
          
        
      
       KRNYILGLDIGITSVGYGIIDYETRDVIDAGVRLFKEANVENNEGRRSKRGARRLKRRRRHRIQRVKKLLFDYNLLTDHSELSGINPYEARVKGLSQKLSEEEFSAALLHLAKRRGVHNVNEVEEDTGNELSTKEQISRNSKALEEKYVAELQLERLKKDGEVRGSINRFKTSDYVKEAKQLLKVQKAYHQLDQSFIDTYIDLLETRRTYYEGPGEGSPFGWKDIKEWYEMLMGHCTYFPEELRSVKYAYNADLYNALNDLNNLVITRDENEKLEYYEKFQIIENVFKQKKKPTLKQIAKEILVNEEDIKGYRVTSTGKPEFTNLKVYHDIKDITARKEIIENAELLDQIAKILTIYQSSEDIQEELTNLNSELTQEEIEQISNLKGYTGTHNLSLKAINLILDELWHTNDNQIAIFNRLKLVPKKVDLSQQKEIPTTLVDDFILSPVVKRSFIQSIKVINAIIKKYGLPNDIIIELAREKNSKDAQKMINEMQKRNRQTNERIEEIIRTTGKENAKYLIEKIKLHDMQEGKCLYSLEAIPLEDLLNNPFNYEVDHIIPRSVSFDNSFNNKVLVKQEENSKKGNRTPFQYLSSSDSKISYETFKKHILNLAKGKGRISKTKKEYLLEERDINRFSVQKDFINRNLVDTRYATRGLMNLLRSYFRVNNLDVKVKSINGGFTSFLRRKWKFKKERNKGYKHHAEDALIIANADFIFKEWKKLDKAKKVMENQMFEEKQAESMPEIETEQEYKEIFITPHQIKHIKDFKDYKYSHRVDKKPNRELINDTLYSTRKDDKGNTLIVNNLNGLYDKDNDKLKKLINKSPEKLLMYHHDPQTYQKLKLIMEQYGDEKNPLYKYYEETGNYLTKYSKKDNGPVIKKIKYYGNKLNAHLDITDDYPNSRNKVVKLSLKPYRFDVYLDNGVYKFVTVKNLDVIKKENYYEVNSKCYEEAKKLKKISNQAEFIASFYNNDLIKINGELYRVIGVNNDLLNRIEVNMIDITYREYLENMNDKRPPRIIKTIASKTQSIKKYSTDILGNLYEVKSKKHPQIIKKG
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       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1082
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Bacillus thermodenitrificans
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MKYKIGLDIGITSIGWAVINLDIPRIEDLGVRIFDRAENPKTGESLALPRRLARSARRRLRRRKHRLERIRRLFVREGILTKEELNKLFEKKHEIDVWQLRVEALDRKLNNDELARILLHLAKRRGFRSNRKSERTNKENSTMLKHIEENQSILSSYRTVAEMVVKDPKFSLHKRNKEDNYTNTVARDDLEREIKLIFAKQREYGNIVCTEAFEHEYISIWASQRPFASKDDIEKKVGFCTFEPKEKRAPKATYTFQSFTVWEHINKLRLVSPGGIRALTDDERRLIYKQAFHKNKITFHDVRTLLNLPDDTRFKGLLYDRNTTLKENEKVRFLELGAYHKIRKAIDSVYGKGAAKSFRPIDFDTFGYALTMFKDDTDIRSYLRNEYEQNGKRMENLADKVYDEELIEELLNLSFSKFGHLSLKALRNILPYMEQGEVYSTACERAGYTFTGPKKKQKTVLLPNIPPIANPVVMRALTQARKVVNAIIKKYGSPVSIHIELARELSQSFDERRKMQKEQEGNRKKNETAIRQLVEYGLTLNPTGLDIVKFKLWSEQNGKCAYSLQPIEIERLLEPGYTEVDHVIPYSRSLDDSYTNKVLVLTKENREKGNRTPAEYLGLGSERWQQFETFVLTNKQFSKKKRDRLLRLHYDENEENEFKNRNLNDTRYISRFLANFIREHLKFADSDDKQKVYTVNGRITAHLRSRWNFNKNREESNLHHAVDAAIVACTTPSDIARVTAFYQRREQNKELSKKTDPQFPQPWPHFADELQARLSKNPKESIKALNLGNYDNEKLESLQPVFVSRMPKRSITGAAHQETLRRYIGIDERSGKIQTVVKKKLSEIQLDKTGHFPMYGKESDPRTYEAIRQRLLEHNNDPKKAFQEPLYKPKKNGELGPIIRTIKIIDTTNQVIPLNDGKTVAYNSNIVRVDVFEKDGKYYCVPIYTIDMMKGILPNKAIEPNKPYSEWKEMTEDYTFRFSLYPNDLIRIEFPREKTIKTAVGEEIKIKDLFAYYQTIDSSNGGLSLVSHDNNFSLRSIGSRTLKRFEKYQVDVLGNIYKVRGEKRVGVASSSHSKAGETIRPL
    
  
   
     
       1375
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1375
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Streptococcus canis
            
          
        
      
       MEKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDDYKVPSKKFKVLGNTNRKSIKKNLMGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRIRYLQEIFANEMAKLDDSFFQRLEESFLVEEDKKNERHPIFGNLADEVAYHRNYPTIYHLRKKLADSPEKADLRLIYLALAHIIKFRGHFLIEGKLNAENSDVAKLFYQLIQTYNQLFEESPLDEIEVDAKGILSARLSKSKRLEKLIAVFPNEKKNGLFGNIIALALGLTPNFKSNFDLTEDAKLQLSKDTYDDDLDELLGQIGDQYADLFSAAKNLSDAILLSDILRSNSEVTKAPLSASMVKRYDEHHQDLALLKTLVRQQFPEKYAEIFKDDTKNGYAGYVGIGIKHRKRTTKLATQEEFYKFIKPILEKMDGAEELLAKLNRDDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLKELHAILRRQEEFYPFLKENREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWLTRKSEEAITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDEQLPNKKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTERMRKPEFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEIIGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRHYTGWGRLSRKMINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFSNRNFMQLIHDDSLTFKEEIEKAQVSGQGDSLHEQIADLAGSPAIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVIEMARENQTTTKGLQQSRERKKRIEEGIKELESQILKENPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNKVLTRSVENRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSEADKAGFIKRQLVETRQITKHVARILDSRMNTKRDKNDKPIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQLYKVRDINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKRFFYSNIMNFFKTEVKLANGEIRKRPLIETNGETGEVVWNKEKDFATVRKVLAMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILSKRESAKLIPRKKGWDTRKYGGFGSPTVAYSILVVAKVEKGKAKKLKSVKVLVGITIMEKGSYEKDPIGFLEAKGYKDIKKELIFKLPKYSLFELENGRRRMLASATELQKANELVLPQHLVRLLYYTQNISATTGSNNLGYIEQHREEFKEIFEKIIDFSEKYILKNKVNSNLKSSFDEQFAVSDSILLSNSFVSLLKYTSFGASGGFTFLDLDVKQGRLRYQTVTEVLDATLIYQSITGLYETRTDLSQLGGD
    
  
   
     
       198
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..198
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MDSLLMNRRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLCYVVKRRDSATSFSLDFGYLRNKNGCHVELLFLRYISDWDLDPGRCYRVTWFTSWSPCYDCARHVADFLRGNPNLSLRIFTARLYFCEDRKAEPEGLRRLHRAGVQIAIMTFKDYFYCWNTFVENHERTFKAWEGLHENSVRLSRQLRRILLPLYEVDDLRDAFRTLGL
    
  
   
     
       198
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..198
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Mus musculus
            
          
        
      
       MDSLLMKQKKFLYHFKNVRWAKGRHETYLCYVVKRRDSATSCSLDFGHLRNKSGCHVELLFLRYISDWDLDPGRCYRVTWFTSWSPCYDCARHVAEFLRWNPNLSLRIFTARLYFCEDRKAEPEGLRRLHRAGVQIGIMTFKDYFYCWNTFVENRERTFKAWEGLHENSVRLTRQLRRILLPLYEVDDLRDAFRMLGF
    
  
   
     
       198
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..198
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Canis familiaris
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MDSLLMKQRKFLYHFKNVRWAKGRHETYLCYVVKRRDSATSFSLDFGHLRNKSGCHVELLFLRYISDWDLDPGRCYRVTWFTSWSPCYDCARHVADFLRGYPNLSLRIFAARLYFCEDRKAEPEGLRRLHRAGVQIAIMTFKDYFYCWNTFVENREKTFKAWEGLHENSVRLSRQLRRILLPLYEVDDLRDAFRTLGL
    
  
   
     
       199
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..199
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Bos taurus
            
          
        
      
       MDSLLKKQRQFLYQFKNVRWAKGRHETYLCYVVKRRDSPTSFSLDFGHLRNKAGCHVELLFLRYISDWDLDPGRCYRVTWFTSWSPCYDCARHVADFLRGYPNLSLRIFTARLYFCDKERKAEPEGLRRLHRAGVQIAIMTFKDYFYCWNTFVENHERTFKAWEGLHENSVRLSRQLRRILLPLYEVDDLRDAFRTLGL
    
  
   
     
       429
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..429
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Mus musculus
            
          
        
      
       MGPFCLGCSHRKCYSPIRNLISQETFKFHFKNLGYAKGRKDTFLCYEVTRKDCDSPVSLHHGVFKNKDNIHAEICFLYWFHDKVLKVLSPREEFKITWYMSWSPCFECAEQIVRFLATHHNLSLDIFSSRLYNVQDPETQQNLCRLVQEGAQVAAMDLYEFKKCWKKFVDNGGRRFRPWKRLLTNFRYQDSKLQEILRPCYIPVPSSSSSTLSNICLTKGLPETRFCVEGRRMDPLSEEEFYSQFYNQRVKHLCYYHRMKPYLCYQLEQFNGQAPLKGCLLSEKGKQHAEILFLDKIRSMELSQVTITCYLTWSPCPNCAWQLAAFKRDRPDLILHIYTSRLYFHWKRPFQKGLCSLWQSGILVDVMDLPQFTDCWTNFVNPKRPFWPWKGLEIISRRTQRRLRRIKESWGLQDLVNDFGNLQLGPPMS
    
  
   
     
       429
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..429
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Rattus norvegicus
            
          
        
      
       MGPFCLGCSHRKCYSPIRNLISQETFKFHFKNLRYAIDRKDTFLCYEVTRKDCDSPVSLHHGVFKNKDNIHAEICFLYWFHDKVLKVLSPREEFKITWYMSWSPCFECAEQVLRFLATHHNLSLDIFSSRLYNIRDPENQQNLCRLVQEGAQVAAMDLYEFKKCWKKFVDNGGRRFRPWKKLLTNFRYQDSKLQEILRPCYIPVPSSSSSTLSNICLTKGLPETRFCVERRRVHLLSEEEFYSQFYNQRVKHLCYYHGVKPYLCYQLEQFNGQAPLKGCLLSEKGKQHAEILFLDKIRSMELSQVIITCYLTWSPCPNCAWQLAAFKRDRPDLILHIYTSRLYFHWKRPFQKGLCSLWQSGILVDVMDLPQFTDCWTNFVNPKRPFWPWKGLEIISRRTQRRLHRIKESWGLQDLVNDFGNLQLGPPMS
    
  
   
     
       370
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..370
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Macaca mulatta
            
          
        
      
       MVEPMDPRTFVSNFNNRPILSGLNTVWLCCEVKTKDPSGPPLDAKIFQGKVYSKAKYHPEMRFLRWFHKWRQLHHDQEYKVTWYVSWSPCTRCANSVATFLAKDPKVTLTIFVARLYYFWKPDYQQALRILCQKRGGPHATMKIMNYNEFQDCWNKFVDGRGKPFKPRNNLPKHYTLLQATLGELLRHLMDPGTFTSNFNNKPWVSGQHETYLCYKVERLHNDTWVPLNQHRGFLRNQAPNIHGFPKGRHAELCFLDLIPFWKLDGQQYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISNNEHVSLCIFAARIYDDQGRYQEGLRALHRDGAKIAMMNYSEFEYCWDTFVDRQGRPFQPWDGLDEHSQALSGRLRAI
    
  
   
     
       384
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..384
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Pan troglodytes
            
          
        
      
       MKPHFRNPVERMYQDTFSDNFYNRPILSHRNTVWLCYEVKTKGPSRPPLDAKIFRGQVYSKLKYHPEMRFFHWFSKWRKLHRDQEYEVTWYISWSPCTKCTRDVATFLAEDPKVTLTIFVARLYYFWDPDYQEALRSLCQKRDGPRATMKIMNYDEFQHCWSKFVYSQRELFEPWNNLPKYYILLHIMLGEILRHSMDPPTFTSNFNNELWVRGRHETYLCYEVERLHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHGFLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLHQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISNNKHVSLCIFAARIYDDQGRCQEGLRTLAKAGAKISIMTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLEEHSQALSGRLRAILQNQGN
    
  
   
     
       377
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..377
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Chlorocebus sabaeus
            
          
        
      
       MNPQIRNMVEQMEPDIFVYYFNNRPILSGRNTVWLCYEVKTKDPSGPPLDANIFQGKLYPEAKDHPEMKFLHWFRKWRQLHRDQEYEVTWYVSWSPCTRCANSVATFLAEDPKVTLTIFVARLYYFWKPDYQQALRILCQERGGPHATMKIMNYNEFQHCWNEFVDGQGKPFKPRKNLPKHYTLLHATLGELLRHVMDPGTFTSNFNNKPWVSGQRETYLCYKVERSHNDTWVLLNQHRGFLRNQAPDRHGFPKGRHAELCFLDLIPFWKLDDQQYRVTCFTSWSPCFSCAQKMAKFISNNKHVSLCIFAARIYDDQGRCQEGLRTLHRDGAKIAVMNYSEFEYCWDTFVDRQGRPFQPWDGLDEHSQALSGRLRAI
    
  
   
     
       384
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..384
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MKPHFRNTVERMYRDTFSYNFYNRPILSRRNTVWLCYEVKTKGPSRPPLDAKIFRGQVYSELKYHPEMRFFHWFSKWRKLHRDQEYEVTWYISWSPCTKCTRDMATFLAEDPKVTLTIFVARLYYFWDPDYQEALRSLCQKRDGPRATMKIMNYDEFQHCWSKFVYSQRELFEPWNNLPKYYILLHIMLGEILRHSMDPPTFTFNFNNEPWVRGRHETYLCYEVERMHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHGFLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLDQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISKNKHVSLCIFTARIYDDQGRCQEGLRTLAEAGAKISIMTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQDLSGRLRAILQNQEN
    
  
   
     
       373
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..373
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MKPHFRNTVERMYRDTFSYNFYNRPILSRRNTVWLCYEVKTKGPSRPRLDAKIFRGQVYSQPEHHAEMCFLSWFCGNQLPAYKCFQITWFVSWTPCPDCVAKLAEFLAEHPNVTLTISAARLYYYWERDYRRALCRLSQAGARVKIMDDEEFAYCWENFVYSEGQPFMPWYKFDDNYAFLHRTLKEILRNPMEAMYPHIFYFHFKNLRKAYGRNESWLCFTMEVVKHHSPVSWKRGVFRNQVDPETHCHAERCFLSWFCDDILSPNTNYEVTWYTSWSPCPECAGEVAEFLARHSNVNLTIFTARLYYFWDTDYQEGLRSLSQEGASVEIMGYKDFKYCWENFVYNDDEPFKPWKGLKYNFLFLDSKLQEILE
    
  
   
     
       382
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..382
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MNPQIRNPMERMYRDTFYDNFENEPILYGRSYTWLCYEVKIKRGRSNLLWDTGVFRGQVYFKPQYHAEMCFLSWFCGNQLPAYKCFQITWFVSWTPCPDCVAKLAEFLSEHPNVTLTISAARLYYYWERDYRRALCRLSQAGARVTIMDYEEFAYCWENFVYNEGQQFMPWYKFDENYAFLHRTLKEILRYLMDPDTFTFNFNNDPLVLRRRQTYLCYEVERLDNGTWVLMDQHMGFLCNEAKNLLCGFYGRHAELRFLDLVPSLQLDPAQIYRVTWFISWSPCFSWGCAGEVRAFLQENTHVRLRIFAARIYDYDPLYKEALQMLRDAGAQVSIMTYDEFEYCWDTFVYRQGCPFQPWDGLEEHSQALSGRLRAILQNQGN
    
  
   
     
       190
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..190
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MNPQIRNPMKAMYPGTFYFQFKNLWEANDRNETWLCFTVEGIKRRSVVSWKTGVFRNQVDSETHCHAERCFLSWFCDDILSPNTKYQVTWYTSWSPCPDCAGEVAEFLARHSNVNLTIFTARLYYFQYPCYQEGLRSLSQEGVAVEIMDYEDFKYCWENFVYNDNEPFKPWKGLKTNFRLLKRRLRESLQ
    
  
   
     
       199
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..199
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MEASPASGPRHLMDPHIFTSNFNNGIGRHKTYLCYEVERLDNGTSVKMDQHRGFLHNQAKNLLCGFYGRHAELRFLDLVPSLQLDPAQIYRVTWFISWSPCFSWGCAGEVRAFLQENTHVRLRIFAARIYDYDPLYKEALQMLRDAGAQVSIMTYDEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQALSGRLRAILQNQGN
    
  
   
     
       200
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..200
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MALLTAETFRLQFNNKRRLRRPYYPRKALLCYQLTPQNGSTPTRGYFENKKKCHAEICFINEIKSMGLDETQCYQVTCYLTWSPCSSCAWELVDFIKAHDHLNLGIFASRLYYHWCKPQQKGLRLLCGSQVPVEVMGFPKFADCWENFVDHEKPLSFNPYKMLEELDKNSRAIKRRLERIKIPGVRAQGRYMDILCDAEV
    
  
   
     
       386
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..386
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MNPQIRNPMERMYRDTFYDNFENEPILYGRSYTWLCYEVKIKRGRSNLLWDTGVFRGPVLPKRQSNHRQEVYFRFENHAEMCFLSWFCGNRLPANRRFQITWFVSWNPCLPCVVKVTKFLAEHPNVTLTISAARLYYYRDRDWRWVLLRLHKAGARVKIMDYEDFAYCWENFVCNEGQPFMPWYKFDDNYASLHRTLKEILRNPMEAMYPHIFYFHFKNLLKACGRNESWLCFTMEVTKHHSAVFRKRGVFRNQVDPETHCHAERCFLSWFCDDILSPNTNYEVTWYTSWSPCPECAGEVAEFLARHSNVNLTIFTARLCYFWDTDYQEGLCSLSQEGASVKIMGYKDFVSCWKNFVYSDDEPFKPWKGLQTNFRLLKRRLREILQ
    
  
   
     
       236
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..236
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MTSEKGPSTGDPTLRRRIEPWEFDVFYDPRELRKEACLLYEIKWGMSRKIWRSSGKNTTNHVEVNFIKKFTSERDFHPSMSCSITWFLSWSPCWECSQAIREFLSRHPGVTLVIYVARLFWHMDQQNRQGLRDLVNSGVTIQIMRASEYYHCWRNFVNYPPGDEAHWPQYPPLWMMLYALELHCIILSLPPCLKISRRWQNHLTFFRLHLQNCHYQTIPPHILLATGLIHPSVAWR
    
  
   
     
       229
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..229
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Mus musculus
            
          
        
      
       MSSETGPVAVDPTLRRRIEPHEFEVFFDPRELRKETCLLYEINWGGRHSVWRHTSQNTSNHVEVNFLEKFTTERYFRPNTRCSITWFLSWSPCGECSRAITEFLSRHPYVTLFIYIARLYHHTDQRNRQGLRDLISSGVTIQIMTEQEYCYCWRNFVNYPPSNEAYWPRYPHLWVKLYVLELYCIILGLPPCLKILRRKQPQLTFFTITLQTCHYQRIPPHLLWATGLK
    
  
   
     
       229
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..229
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Rattus norvegicus
            
          
        
      
       MSSETGPVAVDPTLRRRIEPHEFEVFFDPRELRKETCLLYEINWGGRHSIWRHTSQNTNKHVEVNFIEKFTTERYFCPNTRCSITWFLSWSPCGECSRAITEFLSRYPHVTLFIYIARLYHHADPRNRQGLRDLISSGVTIQIMTEQESGYCWRNFVNYSPSNEAHWPRYPHLWVRLYVLELYCIILGLPPCLNILRRKQPQLTFFTIALQSCHYQRLPPHILWATGLK
    
  
   
     
       208
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..208
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Petromyzon marinus
            
          
        
      
       MTDAEYVRIHEKLDIYTFKKQFFNNKKSVSHRCYVLFELKRRGERRACFWGYAVNKPQSGTERGIHAEIFSIRKVEEYLRDNPGQFTINWYSSWSPCADCAEKILEWYNQELRGNGHTLKIWACKLYYEKNARNQIGLWNLRDNGVGLNVMVSEHYQCCRKIFIQSSHNQLNENRWLEKTLKRAEKRRSELSIMIQVKILHTTKSPAV
    
  
   
     
       208
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..208
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Petromyzon marinus
            
          
        
      
       MTDAEYVRIHEKLDIYTFKKQFSNNKKSVSHRCYVLFELKRRGERRACFWGYAVNKPQSGTERGIHAEIFSIRKVEEYLRDNPGQFTINWYSSWSPCADCAEKILEWYNQELRGNGHTLKIWVCKLYYEKNARNQIGLWNLRDNGVGLNVMVSEHYQCCRKIFIQSSHNQLNENRWLEKTLKRAEKRRSELSIMFQVKILHTTKSPAV
    
  
   
     
       384
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..384
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MKPHFRNTVERMYRDTFSYNFYNRPILSRRNTVWLCYEVKTKGPSRPPLDAKIFRGQVYSELKYHPEMRFFHWFSKWRKLHRDQEYEVTWYISWSPCTKCTRDMATFLAEDPKVTLTIFVARLYYFWDPDYQEALRSLCQKRDGPRATMKIMNYDEFQHCWSKFVYSQRELFEPWNNLPKYYILLHIMLGEILRHSMDPPTFTFNFNNEPWVRGRHETYLCYEVERMHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHGFLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLDQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISKNKHVSLCIFTARIYRRQGRCQEGLRTLAEAGAKISIMTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQDLSGRLRAILQNQEN
    
  
   
     
       184
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..184
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MDPPTFTFNFNNEPWVRGRHETYLCYEVERMHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHGFLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLDQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISKNKHVSLCIFTARIYDDQGRCQEGLRTLAEAGAKISIMTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQDLSGRLRAILQ
    
  
   
     
       184
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..184
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MDPPTFTFNFNNEPWVRGRHETYLCYEVERMHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHGFLEGRHAELCFLDVIPFWKLDLDQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISKNKHVSLCIFTARIYRRQGRCQEGLRTLAEAGAKISIMTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQDLSGRLRAILQ
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Escherichia coli
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARNAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARGAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARVAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSYEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARNAKTGAAGSLMDVLHHPGMSHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSYEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARNAKTGAAGSLMDVLHHPGMSHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQDIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSYEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARNAKTGAAGSLMDVLHHPGMSHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQGIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSYEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARNAKTGAAGSLMDVLHHPGMSHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQVIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       AEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPFGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSYEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGTRNAKTGAAGSLMDVLHHPGMSHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQSKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEGEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVHNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNDLLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDGGEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVHNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNDLLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDDGEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVKNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNGLLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEQEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDMGEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVPNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNDLLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDECEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVHNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNLLLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEGEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGHHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDAGEVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVNNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECNELLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHTNRVIGEGWNRTIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHSNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRLIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLRYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHSNRVIGEGWNRPIGHHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       159
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..159
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GSHMTNDIYFMTLAIEEAKKAAQLGEVPIGAIITKDDEVIARAHNLRETLQQPTAHAEHIAIERAAKVLGSWRLEGCTLYVTLEPCVMCAGTIVMSRIPRVVYGADNPKGGCSGSLMNLLQQSNFNHRAIVDKGVLKEACSTLLTTFFKNLRANKKSTN
    
  
   
     
       159
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..159
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GSHMTNDIYFMTLAIEEAKKAAQLGEVPIGAIITKDDEVIARAHNLRETLQQPTAHAEHIAIERAAKVLGSWRLEGCTLYVTLEPCVMCAGTIVMSRIPRVVYGAANPKGGCSGSLMNLLQQSNFNHRAIVDKGVLKEACSTLLTTFFKNLRANKKSTN
    
  
   
     
       159
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..159
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GSHMTNDIYFMTLAIEEAKKAAQLPEVPIGAIITKDDEVIARAHNLRETLQQPTAHAEHIAIERAAKVLGSWRLEGCTLYVTLEPCVMCAGTIVMSRIPRVVYGAANPKGGCSGSLMNLLQQSNFNHRAIVDKGVLKEACSTLLTTFFKNLRANKKSTN
    
  
   
     
       159
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..159
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GSHMTNDIYFMTLAIEEAKKAAQLPEVPIGAIITKDDEVIARAHNLRETLQQPTAHAEHIAIERAAKVLGSWRLEGCTLYVTLEPCVMCAGTIVMSRIPRVVYGAANPKGGCSGSLMNLLQQSNFNHRAIVDKGVLKEACATLLTTFFKNLRANKKSTN
    
  
   
     
       159
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..159
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GSHMTNDIYFMTLAIEEAKKAAQLGEVPIGAIITKDDEVIARAHNLRETLQQPTAHAEHIAIERAAKVLGSWRLEGCTLYVTLEPCVMCAGTIVMSRIPRVVYGAANPKGGCSGSLMNLLQQSNFNHRAIVDKGVLKEACATLLTTFFKNLRANKKSTN
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRSIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRTIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRAIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECNALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRALDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMPRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMHRQEIKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLSYFFRMRRQVFKAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRPIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMRRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRSIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMRRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMRRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRALDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       160
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..160
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Staphylococcus aureus
            
          
        
      
       MGSHMTNDIYFMTLAIEEAKKAAQLGEVPIGAIITKDDEVIARAHNLRETLQQPTAHAEHIAIERAAKVLGSWRLEGCTLYVTLEPCVMCAGTIVMSRIPRVVYGADDPKGGCSGSLMNLLQQSNFNHRAIVDKGVLKEACSTLLTTFFKNLRANKKSTN
    
  
   
     
       161
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..161
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Bacillus subtilis
            
          
        
      
       MTQDELYMKEAIKEAKKAEEKGEVPIGAVLVINGEIIARAHNLRETEQRSIAHAEMLVIDEACKALGTWRLEGATLYVTLEPCPMCAGAVVLSRVEKVVFGAFDPKGGCSGTLMNLLQEERFNHQAEVVSGVLEEECGGMLSAFFRELRKKKKAARKNLSE
    
  
   
     
       183
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..183
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Salmonella typhimurium
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MPPAFITGVTSLSDVELDHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNHRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVLQNYRLLDTTLYVTLEPCVMCAGAMVHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLIDVLHHPGMNHRVEIIEGVLRDECATLLSDFFRMRRQEIKALKKADRAEGAGPAV
    
  
   
     
       164
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..164
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Shewanella putrefaciens
            
          
        
      
       MDEYWMQVAMQMAEKAEAAGEVPVGAVLVKDGQQIATGYNLSISQHDPTAHAEILCLRSAGKKLENYRLLDATLYITLEPCAMCAGAMVHSRIARVVYGARDEKTGAAGTVVNLLQHPAFNHQVEVTSGVLAEACSAQLSRFFKRRRDEKKALKLAQRAQQGIE
    
  
   
     
       173
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..173
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Haemophilus influenzae
            
          
        
      
       MDAAKVRSEFDEKMMRYALELADKAEALGEIPVGAVLVDDARNIIGEGWNLSIVQSDPTAHAEIIALRNGAKNIQNYRLLNSTLYVTLEPCTMCAGAILHSRIKRLVFGASDYKTGAIGSRFHFFDDYKMNHTLEITSGVLAEECSQKLSTFFQKRREEKKIEKALLKSLSDK
    
  
   
     
       161
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..161
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Caulobacter crescentus
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MRTDESEDQDHRMMRLALDAARAAAEAGETPVGAVILDPSTGEVIATAGNGPIAAHDPTAHAEIAAMRAAAAKLGNYRLTDLTLVVTLEPCAMCAGAISHARIGRVVFGADDPKGGAVVHGPKFFAQPTCHWRPEVTGGVLADESADLLRGFFRARRKAKI
    
  
   
     
       179
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..179
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Geobacter sulfurreducens
            
          
        
      
       MSSLKKTPIRDDAYWMGKAIREAAKAAARDEVPIGAVIVRDGAVIGRGHNLREGSNDPSAHAEMIAIRQAARRSANWRLTGATLYVTLEPCLMCMGAIILARLERVVFGCYDPKGGAAGSLYDLSADPRLNHQVRLSPGVCQEECGTMLSDFFRDLRRRKKAKATPALFIDERKVPPEP
    
  
   
     
       171
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..171
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Streptococcus pyogenes
            
          
        
      
       MPYSLEEQTYFMQEALKEAEKSLQKAEIPIGCVIVKDGEIIGRGHNAREESNQAIMHAEIMAINEANAHEGNWRLLDTTLFVTIEPCVMCSGAIGLARIPHVIYGASNQKFGGADSLYQILTDERLNHRVQVERGLLAADCANIMQTFFRQGRERKKIAKHLIKEQSDPFD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Escherichia coli
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGWRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTD
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Escherichia coli
            
          
        
      
       SEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNSKRGAAGSLMNVLNYPGMNHRVEITEGILADECAALLCDFYRMPRQVFNAQKKAQSSIN
    
  
   
     
       166
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..166
           
             
               mol_type
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       1786
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1786
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MSEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGILADECAALLSDFFRMRRQEIKAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNAKTGAAGSLMDVLHYPGMNHRVEITEGILADECAALLCYFFRMPRQVFNAQKKAQSSTDSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDTKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKLYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGIIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEKVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGDQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFIQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGVLQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDEGADKRTADGSEFESPKKKRKV
    
  
   
     
       1803
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1803
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MKRTADGSEFESPKKKRKVSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNSKRGAAGSLMNVLNYPGMNHRVEITEGILADECAALLCDFYRMPRQVFNAQKKAQSSINSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNSKRGAAGSLMNVLNYPGMNHRVEITEGILADECAALLCDFYRMPRQVFNAQKKAQSSINSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFVSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASARELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKQYRSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDSGGSKRTADGSEFEPKKKRKV
    
  
   
     
       1605
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..1605
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MKRTADGSEFESPKKKRKVSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGWRNSKRGAAGSLMNVLNYPGMNHRVEITEGILADECAALLCDFYRMPRQVFNAQKKAQSSINSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDSGGSKRTADGSEFEPKKKRKV
    
  
   
     
       7
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..7
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PKKKRKV
    
  
   
     
       19
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MKRTADGSEFESPKKKRKV
    
  
   
     
       30
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..30
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MDSLLMNRRKFLYQFKNVRWAKGRRETYLC
    
  
   
     
       20
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       AVKRPAATKKAGQAKKKKLD
    
  
   
     
       25
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..25
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MSRRRKANPTKLSENAKKLAKEVEN
    
  
   
     
       9
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..9
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PAAKRVKLD
    
  
   
     
       9
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..9
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       KLKIKRPVK
    
  
   
     
       8
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..8
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       VSRKRPRP
    
  
   
     
       10
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..10
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EGAPPAKRAR
    
  
   
     
       12
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..12
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PPQPKKKPLDGE
    
  
   
     
       21
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..21
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGGSKRTADGSEFEPKKKRKV
    
  
   
     
       18
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..18
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       KRTADGSEFESPKKKRKV
    
  
   
     
       17
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..17
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       KRTADGSEFEPKKKRKV
    
  
   
     
       19
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NLSKRPAAIKKAGQAKKKK
    
  
   
     
       11
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..11
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       RQRRNELKRSF
    
  
   
     
       38
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..38
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY
    
  
   
     
       16
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..16
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Xenopus nucleoplasmin
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       KRXXXXXXXXXXKKKL
    
  
   
     
       14
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..14
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MEELSQALASSFSV
    
  
   
     
       12
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..12
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PLQLPPLERLTL
    
  
   
     
       12
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..12
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NELALKLAGLDI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ERFEMFRELNEALEL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       DHAEKVAEKLEALSV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       QLVEELLKIICAFQL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       TNLEALQKKLEELEL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       DVKEEMTSALATMRV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       STNGSLAAEFRHLQL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PSVQELTEQIHRLLM
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MNFKELKDFLKELNI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ENFEILMKLKESLEL
    
  
   
     
       14
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..14
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       FETVYELTKMCTIR
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGKASSSLGLQDFDL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PKYSDIDVDGLCSEL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       VDLACTPTDVRDVDI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       YGEKTTQRDLTELEI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       RRIYDITNVLEGIGL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       AKIIPYSGLLLVITV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LRSEEVHWLHVDMGV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LQSEEVHWLHLDMGV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LQVRKYSLDLASLIL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       AGVEAIIRILQQLLF
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       TGVEALIRILQQLLF
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       IVLNQLCVRFFGLDL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SLGGFEITPPVVLRL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EAIQDLCLAVEEVSL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       DELLQVLRMMVGVNI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SVMLAVQEGIDLLTF
    
  
   
     
       10
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..10
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LSSHFQELSI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       QSTHVDIRTLEDLLM
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ESSAEDLRTLQQLFL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EFSLPTHHTVRLIRV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MSSGYYLGEILRLAL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       DTVLDILRDFFELRL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NSVNEILSEFYYVRL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       CAFLSVKKQFEELTL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ISPEHVIQALESLGF
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       AHWMRQLVSFQKLKL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ATRELDELMASLSDF
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       YQNIELITFINALKL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       FNATAVVRHMRKLQL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGIFGLVTNLEELEV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EESYTLNSDLARLGV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EESYDLTSHLARLGV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GIQQAHAEQLANMRI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       AAEPVILDLRDLFQL
    
  
   
     
       10
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..10
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MEGCVSNLMV
    
  
   
     
       9
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..9
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EGCVSNLMV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       DMDFLRNLFSQTLSL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EQLLEIVHDLENLSL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NVMKYFTDLFDYLPL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       KVYPIILRLGSNLSL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       YAGFSLPHAILRIDL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EIVRDIKEKLCYVAL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EAINKLESNLRELQI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       EAINKLENNLRELQI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SDQKQEQLLLKKMYL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       KQVLWDRTFSLFQQL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       AQLQNLTKRIDSLPL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NDENEHQLSLRTVSL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ISFTEFVKVLEKVDV
    
  
   
     
       14
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..14
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MESAITLWQFLLQL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       VPKELMQQIENFEKI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       QARFILEKIDGKIII
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       QVKFIKMIIEKELTV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NHRMKNLREISQLGI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       NHRVKKLNEISKLGI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       TEKHLQKYLRQDLRL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       RQERKRPLLDLHIEL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ANMRIQDLKVSLKPL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ATMRVDYEQIKIKKI
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LQGEEFVCLKSIILL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       THYGQKAILFLPLPV
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       PSAHEITGLADSLQL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       VRLHDVLHSDKKLTL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LINRNGELKLANFGL
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       LEPLKKLECLKSLDL
    
  
   
     
       150
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..150
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
         
           SITE
           6..150
           
             
               note
               may be absent
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       30
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..30
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
         
           SITE
           2..30
           
             
               note
               may be absent
            
          
        
      
       GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
    
  
   
     
       150
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..150
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
         
           SITE
           6..150
           
             
               note
               may be absent
            
          
        
      
       EAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAK
    
  
   
     
       90
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..90
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
         
           SITE
           4..90
           
             
               note
               may be absent
            
          
        
      
       GGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGS
    
  
   
     
       120
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..120
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
         
           SITE
           5..120
           
             
               note
               may be absent
            
          
        
      
       SGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGSSGGS
    
  
   
     
       60
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
         
           SITE
           3..60
           
             
               note
               may be absent
            
          
        
      
       XPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXPXP
    
  
   
     
       16
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..16
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGSETPGTSESATPES
    
  
   
     
       32
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..32
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGS
    
  
   
     
       10
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..10
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGGSGGSGGS
    
  
   
     
       60
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESAGSYPYDVPDYAGSAAPAAKKKKLDGSGSGGSSGGS
    
  
   
     
       6
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..6
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GGSGGS
    
  
   
     
       9
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..9
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       GGSGGSGGS
    
  
   
     
       33
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..33
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSS
    
  
   
     
       59
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       SGGSSGGSSGSETPGTSESATPESAGSYPYDVPDYAGSAAPAAKKKKLDGSGSGGSSGG
    
  
   
     
       853
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..853
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Human immunodeficiency virus 1
            
          
        
      
       MRVKEKYQHLWRWGWKWGIMLLGILMICSATENLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVCATHACVPTDPNPQEVILVNVTENFDMWKNDMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVNLKCTDLKNDTNTNSSNGRMIMEKGEIKNCSFNISTSIRNKVQKEYAFFYKLDIRPIDNTTYRLISCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKTFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEGVIRSANFTDNAKTIIVQLNTSVEINCTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNISRAKWMSTLKQIASKLREQFGNNKTVIFKQSSGGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGKNTNESEVFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIETLGVAPTKAKRRVVQREKRAVGIGALFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKSLEQFWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIDESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIKIFIMIVGGLVGLRIVFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQTHLPNRGGPDRPEGIEEEGGERDRDRSVRLVNGSLALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNSAVSLLNATAIAVAEGTDRVIEVVQGAYRAIRHIPRRIRQGLERIL
    
  
   
     
       509
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..509
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSPIDIHHLSCPNNLVVEDEGCTNLSGFSYMELKVGYISAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWKMAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLVIISPSVADLDPYDRSLHSPVFPGGNCSGVAVSSTYCSTNHDYTIWMPENPRLGMSCDIFTNSRGKRASKGSETCGFVDERGLYKSLKGACKLKLCGVLGLRLMDGTWVAMQTSNETKWCPPGQLVNLHDFRSDEIEHLVVEELVKKREECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYTIFNKTLMEADAHYKSVRTWNEIIPSKGCLRVGGRCHPHVNGVFFNGIILGPDGNVLIPEMQSSLLQQHMELLVSSVIPLMHPLADPSTVFKNGDEAEDFVEVHLPDVHERISGVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLIIFLMTCWRVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNRLGK
    
  
   
     
       511
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..511
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               note
               Vesicular stomatitis virus G
            
             
               organism
               unidentified
            
          
        
      
       MKCLLYLAFLFIGVNCKFTIVFPHNQKGNWKNVPSNYHYCPSSSDLNWHNDLIGTAIQVKMPKSHKAIQADGWMCHASKWVTTCDFRWYGPKYITQSIRSFTPSVEQCKESIEQTKQGTWLNPGFPPQSCGYATVTDAEAVIVQVTPHHVLVDEYTGEWVDSQFINGKCSNYICPTVHNSTTWHSDYKVKGLCDSNLISMDITFFSEDGELSSLGKEGTGFRSNYFAYETGGKACKMQYCKHWGVRLPSGVWFEMADKDLFAAARFPECPEGSSISAPSQTSVDVSLIQDVERILDYSLCQETWSKIRAGLPISPVDLSYLAPKNPGTGPAFTIINGTLKYFETRYIRVDIAAPILSRMVGMISGTTTERELWDDWAPYEDVEIGPNGVLRTSSGYKFPLYMIGHGMLDSDLHLSSKAQVFEHPHIQDAASQLPDDESLFFGDTGLSKNPIELVEGWFSSWKSSIASFFFIIGLIIGLFLVLRVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNRLGK
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngtttatcacaggctccaggaag
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acgagcacattgccaatctg
    
  
   
     
       54
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..54
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctggtgccactttttcaagttgataac
    
  
   
     
       21
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..21
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gccatttcgatcacgatgttc
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gaacacaaagcatagactgc
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ggcccagactgagcacgtga
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tttatcacaggctccaggaa
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       aacagctctgaacgagaccc
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cctatcactggctccaggaa
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cttatcataggccccaggaa
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gaacacaatgcatagattgc
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cacccagactgagcacgtgc
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gacacagactgggcacgtga
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       agctcagactgagcaagtga
    
  
   
     
       22
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..22
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gtggtagacagcatgtgtccta
    
  
   
     
       22
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..22
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       atttacagcctggcctttgggg
    
  
   
     
       22
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..22
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gtgtcaggtaatgtgctaaaca
    
  
   
     
       22
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..22
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ggtggaggagggtgcatggggt
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tctgcttctccagccctggc
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gatgttccaatcagtacgca
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       caactcacttcagctcctca
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       actctaggcagaggtctcaa
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cttaccccacttaactatct
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cactcaccttagcctgagca
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cccataccttggagcaacgg
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cccctaccttggggcaacag
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       accatacctaagagcaaact
    
  
   
     
       19
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cccaccctttggagaacgg
    
  
   
     
       19
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cccagccttggggcaacgg
    
  
   
     
       19
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cacatatctaggagcaagg
    
  
   
     
       19
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cccacacccggagcaacgg
    
  
   
     
       19
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tccatacccggagcaacga
    
  
   
     
       19
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ttcatccttggagcaacgg
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tctgtaccatggagcaaagg
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       accataaccaagagcaacag
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tccataactcagagcaacag
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gccataccctggggcagcag
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gcaacaccttggagcaactg
    
  
   
     
       19
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..19
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gacatccttggagcaactg
    
  
   
     
       20
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acatcagaggagactgccag
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnccagccccatctgtcaaact
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnatgtgggctgcctagaaagg
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngccagaaaagagatatggcatc
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnccttcgggcatagcatggtc
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnacctgtgggcatcctgagttgc
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnncttggcgcagttcctgtgtatg
    
  
   
     
       58
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..58
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngtgtggagagtgagtaagcca
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntcccctgttgacctggagaa
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnttggtgttgacagggagcaa
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntgagagggaacagaagggct
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntgcagtctcctgcttctctg
    
  
   
     
       58
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..58
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnggacatttccaccgcaaaatg
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnctgcacctagcctccatgtc
    
  
   
     
       56
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..56
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnggaggtggagagaggatgt
    
  
   
     
       56
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..56
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnncattgcagagaggcgtatc
    
  
   
     
       53
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..53
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnctggtggacacagctg
    
  
   
     
       60
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnttagggtaggaagccagatgcta
    
  
   
     
       60
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntgtctttcagcaaggactggtct
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnaggcatgcaagtttggtcctga
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnggctgcacttagagaccacc
    
  
   
     
       61
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..61
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnaagtatgttgggacccttggctgg
    
  
   
     
       60
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngacagacacagggaagccttggg
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntggcaagggacagggtcagc
    
  
   
     
       61
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..61
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnttcaagcaatcacgagacactcag
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntctcaggcgacctggtttctgc
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngccagccctgcctggaagttag
    
  
   
     
       61
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..61
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngcttcctgtctgcaattggggtct
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnccagcaggtccccagtgacg
    
  
   
     
       60
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnaacctccacgggggtatctgagg
    
  
   
     
       61
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..61
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngtctaaatgggcaagcaatcccct
    
  
   
     
       60
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntccccagagcccagggaatatca
    
  
   
     
       59
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..59
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntgtggaacccacccccgataca
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnccaccagaagcgccccagaa
    
  
   
     
       60
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..60
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngttcttattggccagggagcctt
    
  
   
     
       62
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..62
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnnagctgacaaataacaaataggcaca
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnntgtcctcaccactaacagct
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngcttccaaagcctgcgcctg
    
  
   
     
       57
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acactctttccctacacgacgctcttccgatctnnnngccatcgccttcgacatcat
    
  
   
     
       54
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..54
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttgaatggattccttggaaacaatga
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctcccagccaaacttgtcaacc
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctagagagccttccgaaagagg
    
  
   
     
       50
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..50
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttatatgcctcggcatcggtcc
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttcacggccccactcctctca
    
  
   
     
       54
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..54
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttacatgctgtgagaaaatgaagtgt
    
  
   
     
       50
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..50
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctacggtaggatgatttcaggca
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctcactgtacttgccctgacca
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctctgagatgtgggcagaaggg
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctgtccaaaggcccaagaacct
    
  
   
     
       48
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..48
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgattggtggagtgctctgtgtttg
    
  
   
     
       47
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..47
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatgctacagaaaggtcagcagc
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctgctgtggcatccagagacat
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttcctgaggtctaggaacccg
    
  
   
     
       47
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..47
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctggggtcccaggtgctgac
    
  
   
     
       44
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..44
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctagcagtcgtgcacac
    
  
   
     
       47
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..47
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctgtgtgcgtgggtgtcatc
    
  
   
     
       53
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..53
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctgggactcattcagggtagtatggc
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctccctgcagccagcacgatgt
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctatgaagagctgatgctcgcc
    
  
   
     
       53
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..53
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttggcctgttctactgactatgggg
    
  
   
     
       54
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..54
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctaaccttccaggagagagaaacctgt
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctagctggtggcagaggtgtgg
    
  
   
     
       52
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..52
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctcccaccacccagcagctttattg
    
  
   
     
       50
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..50
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttctgccagatgcgtccgatca
    
  
   
     
       51
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..51
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttgacctccgggattctcagccc
    
  
   
     
       50
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..50
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctagtaggttgcggggctcagga
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttacccacctgggtgtgtcca
    
  
   
     
       50
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..50
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctacctggcaagtggggtactgg
    
  
   
     
       52
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..52
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctccaggatcccacagggtccttct
    
  
   
     
       52
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..52
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatcttgttgctccgatggaaggatggg
    
  
   
     
       52
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..52
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctagtgctgatgggcaaggcatttg
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctggggaatcgcctccactgcc
    
  
   
     
       52
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..52
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctctccccaagtgacaggaaccacg
    
  
   
     
       51
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..51
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctggctctactctggtgaggtcag
    
  
   
     
       51
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..51
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctcttctcagtcattgctcgaaca
    
  
   
     
       51
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..51
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctccatggaaacttcctcagcggc
    
  
   
     
       49
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..49
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggagttcagacgtgtgctcttccgatctaacaagcatctggggtccac
    
  
   
     
       200
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..200
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tgaatggattccttggaaacaatgataacaagacctggctgagctaactgtgacagcatgtggtaattttccagcccgctggccctgtaaaggaaactggaacacaaagcatagactgcggggcgggccagcctgaatagctgcaaacaagtgcagaatatctgatgatgtcatacgcacagtttgacagatggggctgg
    
  
   
     
       297
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..297
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       atgtgggctgcctagaaaggcatggatgagagaagcctggagacagggatcccagggaaacgcccatgcaattagtctatttctgctgcaagtaagcatgcatttgtaggcttgatgctttttttctgcttctccagccctggcctgggtcaatccttggggcccagactgagcacgtgatggcagaggaaaggaagccctgcttcctccagagggcgtcgcaggacagcttttcctagacaggggctagtatgtgcagctcctgcaccgggatactggttgacaagtttggctggg
    
  
   
     
       219
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..219
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gccagaaaagagatatggcatctactcttagacataacacaccagggtcaatacaactttgaagctagtctagtgcaagctaacagttgcttttatcacaggctccaggaagggtttggcctctgattagggtgggggcgtgggtggggtagaagaggactggcagacctctccatcggtggccgtttgcccaggggggcctctttcggaaggctctct
    
  
   
     
       282
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..282
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tatatgcctcggcatcggtcccgcccctcacccccaccctgcgtggcacctaccgcctgcggacatggtccgggagcgagcctgccggggaggcaagcgcaggcactcgggctggagctgttcgcgctggcatcttgcaggttgcagacgacagaacagctctgaacgagaccccggctttttcgcgcgcgcggaaaccaattgggagggggcggcgcaagcggaagcagcatgtaccacacagggcaagagagtgggggaagaccatgctatgcccgaagg
    
  
   
     
       212
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..212
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       acctgtgggcatcctgagttgcttctgatgtcccacccatcaccttgacctgctcagagcagagcattgttctgaaatctgaggcattgtcctgcccactggcctatcactggctccaggaagggcctagtgtctctgaccagctctagatcacctcctcctcctcctgagccctgtacgttgccaggctgatgagaggagtggggccgtga
    
  
   
     
       197
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..197
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cttggcgcagttcctgtgtatggatattcttacagaatcgctactctccctctcctttgagctggcctagctttggcttatcataggccccaggaaaggccaggggactggggtaccggttagagggatataaaagttcattctgccttgtacgtatgtttaattgattagaacacttcattttctcacagcatgta
    
  
   
     
       265
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..265
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gtgtggagagtgagtaagccagaacacaatgcatagattgccggtaaataggtttagattcatccatttttaaaaaatggtgtgggagcattaaatatgtatatagtagatatggaaaaatgattctcataataactgacatttctgtttcacaagaaaattattttacattatatgtatattttacataaattatacatagtcatttaaaaagctcaaatagtgcaaaaacaatatggagaattgcctgaaatcatcctaccgt
    
  
   
     
       175
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..175
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tcccctgttgacctggagaagcatgaaccagtcaaaaagtttaaagacaagagcattaactgcaccagtgggcagctcagctcagacaccagtagcgtgggcacccagactgagcacgtgctggagcccaagaaatgcagagacctgtgcacctctggtcagggcaagtacagtg
    
  
   
     
       175
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..175
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ttggtgttgacagggagcaacttcacagtcccaggcatcaggacacagactgggcacgtgagggaagcccaagggagaggactggtgtaatcgaggctgactccacttttaatgtttgactgatgataggtttcaagtctcactaagtctccttccccttctgcccacatctcag
    
  
   
     
       175
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..175
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tgagagggaacagaagggctaagactaaaaggaacagaggagttcatagtgagcggtaaagagctcagactgagcaagtgaggggctcagcctcccatggaggacagggggctggggcccctggctgatgtctggactgaagcccccacgcccagaggttcttgggcctttggac
    
  
   
     
       270
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..270
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggtggagtgctctgtgtttgtctttataaacccagatgagaggatgaaggcaacaagcttctgtaccaacatacatgcccctttgcctcaagtctggttattttagggggatgctaggttgctttgggtctaccttactgagaaaatggccccaggtcattgtcatgtccagttgtggtagacagcatgtgtcctaaagggtatattcacatgcatgtgcaaaaatacaggggtccttctaaccctatcacagagaagcaggagactgc
    
  
   
     
       255
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..255
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gctacagaaaggtcagcagctatatttaacctcagaccagggtgcggtgggagatctggtttccggaagacggaatggggagaagggcaggttccccgaggcgcccagacacccaatcctcccggtgacatttacagcctggcctttggggtcgggtcaacgctaggctggcaggggaagggcggggccgtgaggtgagccggcgctgcaggaaggggccaccaccagaggggccattttgcggtggaaatgtcc
    
  
   
     
       240
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       aagtgttcagctgcttttctttcatttattccacatataattactataattgctaaacatttatttagtgtcaggtaatgtgctaaacagagagttactgctcagacatgtaataataataaataacacatcaaataaccataccattttaagctgtagtattatgaagggaaatctggagcaaagagaatagactgtagggaaaccagttaagaaataggacatggaggctaggtgcag
    
  
   
     
       253
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..253
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tttgcttatccagaaaagggagtgattgcttccaggggcctcaggggaataaatcatagaatcctggacaaggtttgaaggacaggtaggatttgggtgggtggaggagggtgcatggggtcagaattgtaaccgaaaactcattccaggtggatagagaaaatttctagtgttgttgtttttaaactatttgggggactggcacagaccctttttgaatacctgatgggctcacatttctgtcgaatcccag
    
  
   
     
       182
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..182
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cattgcagagaggcgtatcatttcgcggatgttccaatcagtacgcagagagtcgccgtctccaaggtgaaagcggaagtagggccttcgcgcacctcatggaatcccttctgcagcacctggatcgcttttccgagcttctggcggtctcaagcactacctacgtcagcacctgggacccc
    
  
   
     
       273
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..273
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ctctccgggaaacgaggggcagtagtgtcctcaagatgctgaagtcattgacgaagaagaagaagtcactggtgggctgtgaggcaactcacttcagctcctcagggtcagcattcttgatccctgaagtgacgacccatcaggactcagtcacccacatgctctctgactgcccccaccccccagctgacctgtcactcctgctcggtccttacccacagcaaatagcttgaccccctgccccttcagcctttgggcagctgtgtccaccag
    
  
   
     
       225
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..225
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ttagggtaggaagccagatgctaggtatgagagagccaacagcctcagccctctgcttggcttatagatggagaacaactctaggcagaggtctcaaaggctggggctgtgttggacagcaatcatacagtgggtgtcctggccagcacccatcaccctgaaggctccgcagcggcctggagtaccacagtcctcatctacactagtgatgacacccacgcacac
    
  
   
     
       237
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..237
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gggactcattcagggtagtatggccatagaccttttttatatcaaagcagctttatgatatgactactcatacacaactttcagcagcttacaaaagaatgtaagacttaccccacttaactatcttgggctgtgacaaagtcacatggttcacacggcaggcatactcatctttttcagtgggggtgaattcagtgtagtacaagagatagaaagaccagtccttgctgaaagaca
    
  
   
     
       219
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..219
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ccctgcagccagcacgatgtgggttccctgcgctctgcagccccccagctcagcacctgaccggtatccggggccccactcaccttagcctgagcagggatgcagcgagcgaaggcagggcctcggcgagtttgtaggcacccaggtcagtgatgttgttctgggacagactgcggggacacagtgagggggagggctcaggaccaaacttgcatgcct
    
  
   
     
       194
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..194
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ggctgcacttagagaccaccagacggctagatgagcagagaagacccccgaagagcatcaccccaaccccaaagcaacgccgttgcctggcacccataccttggagcaacggcggaaggtggcggtggccacatgtgcggcctcatcagccaggccatcctcctgggacgggagggcgagcatcagctcttcat
    
  
   
     
       186
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..186
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       aagtatgttgggacccttggctgggcttcttgccctctctagaaccaagatgtcacttctgcacaccaagagctacccctaccttggggcaacagtggaagccatggctggagaaagcaaacaattcctgaaggtgacagattctcctgggaagggacttagccccatagtcagtagaacaggcca
    
  
   
     
       188
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..188
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gacagacacagggaagccttggggagccggaggcttggccaggagctcaggggtccctgggcagatgctcacactgggcagaaggtcacaccatacctaagagcaaactggggcccaaacgactgagtgttgctgagagccatccttggctcattctcaaaaaacaggtttctctctcctggaaggtt
    
  
   
     
       201
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..201
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tggcaagggacagggtcagctcttcactcccattccatctggggcagctcacctgcatccaagccaatagagacagccctactgtgttgctcagttgaggtacggggcccaccctttggagaacggtgggggtgggagctatgccaacacttctgctctaacaccctcacagctagctcacccacacctctgccaccagct
    
  
   
     
       186
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..186
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ttcaagcaatcacgagacactcagtttggatccccagagcccacataaaagatcagacacagagtgcatgcctgtaaccccagccttggggcaacggaggctctgaagctcgtcggttagccagctgaagcatatccatgaggtttagtgttggagcctgtctcaataaagctgctgggtggtggg
    
  
   
     
       200
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..200
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tctcaggcgacctggtttctgcaaagggcagggttggctttatgctgagtcctacagatcttagacccccccccccaaacttaaacacatatctaggagcaaggaggggtcatgaaaagatagagcctgctttggcagactatagaacagaacactaaggatttaacttactagtgaaatgatcggacgcatctggcaga
    
  
   
     
       196
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..196
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gccagccctgcctggaagttagccatggaggatggagctgaacttgacctttgcggttcacagcccacacccggagcaacggggaggtcgtcgtgagcccagtcagtcgtttggttgcaaagaactttttaataagggaagttttcagtcatggaatgagaggtgaggtgaagtgggctgagaatcccggaggtca
    
  
   
     
       205
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..205
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gcttcctgtctgcaattggggtctttgttgtccttctggctgtccttctcctcttcatcaacaagaagctatgctctgaaaacctaagagggcatccatacccggagcaacgagggaagagaaagcactcgagagacaagactggaggccacacaggaactggtaagcaccatgctttatgttttcctgagccccgcaacctact
    
  
   
     
       242
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..242
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ccagcaggtccccagtgacgcaagccagcagggggtgggaagcttcaggagaaaaggacatggagcagtagggtatgacattcaaagcctgacagcgtctctaccagcccttcatccttggagcaacggtgagatgaacatttatgttcatactgcagagttgaacagaatccagaacagccagccttttgagctacataacaaaagtatcatgtgcacatgtggacacacccaggtgggta
    
  
   
     
       201
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..201
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       aacctccacgggggtatctgaggtcttctgctgtagtgtgtcctttcagtcatcaataacatgggcaggtaccatcccctccgatgtgggcgagtaccacaagtttgcaaggtcacagggctgctctgtaccatggagcaaaggcggaaaggaaaccttgggtgtctgatgcattggaacccagtaccccacttgccaggt
    
  
   
     
       208
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..208
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gtctaaatgggcaagcaatcccctgtccagggtcgattcagggctgtctgtgagaagtctcggtgtcttatggaggatttctactgatgagtaaaacaccataaccaagagcaacaggggagggaagggtctcctgcagcttacatctgacagtcatccagggtagtcagtgaagggactctctcagaaggaccctgtgggatcctgg
    
  
   
     
       216
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..216
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tccccagagcccagggaatatcatgggggaatataagagctataggatgagaattggtgctacagaatgctgtttgtggataagacatggctgatgcatccataactcagagcaacagtggtgacttgctcaagaccttcacaagactgagctgtcaaccttctaccctggatggaagacgggatggtaagatcccatccttccatcggagcaaca
    
  
   
     
       213
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..213
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       tgtggaacccacccccgatacacacacaccttaagtcgtacctctctcaacatgtctgctgaagccacctgccccgcgagagtaagcaggcgccataccctggggcagcagtggaggctatgatttagaataactgtggtccggtctctctaacatttgccgctgtattcattctaagtttaatgagggacaaatgccttgcccatcagcact
    
  
   
     
       170
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..170
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ccaccagaagcgccccagaactccttgctggctagttggcctctcatcagctcagcctgcccaactcagcgtggggctgtaggtgcaacaccttggagcaactgaggtatcaacagcagagatagagatggaggaagctgcagcaacagaggcagtggaggcgattcccc
    
  
   
     
       240
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gttcttattggccagggagcctttctgcagttctttgtaaatccagctaaaatgcaaacactgacatcaatcatttgaaatgaggtggctgtcaggtcctcagacatccttggagcaactgtgggtgagtattcctgatgggaattttctctcttcatccaggagtgagggctcacttggtgcccaacctacaggctgggtggagggctgggcaccacgtggttcctgtcacttggggag
    
  
   
     
       257
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..257
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       ggctctactctggtgaggtcagtcatggacttaccttctgtggtatgtgacatggccctccttgaagtcaaacttgtgcaaaagggcttgtccatcaaacaggtgatagaaaggctcagatccaacttcaaagagccctggcccacatcagaggagactgccagtgagccagaggggaatcctgcctgcagcaaagtgagatatcaggtggtactacttactagattttctatgtgcctatttgttatttgtcagct
    
  
   
     
       224
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..224
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       cttctcagtcattgctcgaacataagcatcagtgcggatgaatcttctgtggtatgtgacatggccctccttgaagtcaaacttgtgcaaaagggcttgtccatcaaacaggtgatagaaaggctcagatccaacttcaaagagccctggcccacatcagaggagactgccagtgagccagaggggaatcctgcctgtgacatgagctgttagtggtgaggaca
    
  
   
     
       221
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..221
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gcttccaaagcctgcgcctgtgtactctgactcggacctggtacaggtggtggacgagctcatccaggaggctctgcaagtggactgtgaggaagtcagctccgctggggcagcctacgtagccgcagctctgggcgtttccaatgctgctgtggaggatctgattactgctgcgaccacgggcattctgaggcacgttgccgctgaggaagtttccatgg
    
  
   
     
       255
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..255
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       gccatcgccttcgacatcatcgcgctggccggccgcggctggctgcagtctagcaaccacatccagacatcgtcgctttggtggaggtgtttcgacgagggcggcggcagcggctcctacgacgatggctgccagagcctcatggagtacgcatggggacgagcagctgcagccacgcttttctgtggctttatcatcctgtgcatctgcttcattctctcgttcttcgccctgtgtggaccccagatgcttgtt
    
  
   
     
       2159
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..2159
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
      
       MGQAVTTPLSLTLDHWKDVERTAHNLSVEVRKRRWVTFCSAEWPTFNVGWPRDGTFNPDIITQVKIKVFSPGPHGHPDQVPYIVTWEAIAVDPPPWVRPFVHPKPPLSLPPSAPSLPPEPPLSTPPQSSLYPALTSPLNTKPRPQVLPDSGGPLIDLLTEDPPPYRDPGPPSPDGNGDSGEVAPTEGAPDPSPMVSRLRGRKEPPVADSTTSQAFPLRLGGNGQYQYWPFSSSDLYNWKNNNPSFSEDPAKLTALIESVLLTHQPTWDDCQQLLGTLLTGEEKQRVLLEARKAVRGEDGRPTQLPNDINDAFPLERPDWDYNTQRGRNHLVHYRQLLLAGLQNAGRSPTNLAKVKGITQGPNESPSAFLERLKEAYRRYTPYDPEDPGQETNVAMSFIWQSAPDIGRKLERLEDLKSKTLGDLVREAEKIFNKRETPEEREERIRRETEEKEERRRAEDVQREKERDRRRHREMSKLLATVVSGQRQDRQGGERRRPQLDHDQCAYCKEKGHWARDCPKKPRGPRGPRPQASLLTRSSLYPALTPTGDYKDDDDKKRTADGSEFESPKKKRKVSEVEFSHEYWMRHALTLAKRARDEREVPVGAVLVLNNRVIGEGWNRAIGLHDPTAHAEIMALRQGGLVMQNYRLIDATLYVTFEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGVRNSKRGAAGSLMNVLNYPGMNHRVEITEGILADECAALLCDFYRMPRQVFNAQKKAQSSINSGGSSGGSSGSETPGTSESATPESSGGSSGGSDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDSGGSKRTADGSEFEPKKKRKV
    
  
   
     
       2162
       AA
       PAT
       
         
           source
           1..2162
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               synthetic construct
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