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에 관한 것으로서, 로미뎁신(Romidepsin)을 포함한 다양한 HDAC 억제제는 그 표적 유전자인 HDAC1 과 HDAC2를

억제함으로써, Cas9의 효율과 ABE, CBE의 염기교정 효율을 향상시켰다. 이는 HDAC 억제제가 단백질과 gRNA의 발

현을  증가시키고  gRNA  표적위치의  히스톤  3  아세틸화(Histone  3  aceylation)를  증가시켜  크로마틴  상태

(chromatin state)를 변화시키기 때문이다. 특히 HDAC 억제제는 시토신 염기교정 기술의 효율을 향상시킬 뿐 아

니라 기존에 문제점으로 지적된 산물 정확도(product purity)를 향상시킴으로써 약물처리로 손쉽게 효율과 정확

도를 향상시킬 수 있음을 확인하였다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

히스톤 탈아세틸화(histone deacetylase; HDAC) 억제제를 유효성분으로 포함하는 크리스퍼(CRISPR) 유전자 가위

염기교정(base editors; BEs)의 효율성 및 정확도 향상용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 HDAC 억제제는 HDAC 유전자의 mRNA에 상보적으로 결합하는 안티센스 뉴클레오타이드, 작

은 간섭 RNA(small interfering RNA; siRNA) 및 짧은 헤어핀 RNA(short hairpin RNA; shRNA)로 구성된 군으로

부터 선택된 어느 하나 이상인 HDAC 발현 억제제인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 HDAC 억제제는 PDK2 단백질에 특이적으로 결합하는 화합물, 펩티드, 펩티드 미메틱스, 앱

타머, 항체 및 천연물로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나 이상인 HDAC 활성 억제제인 것을 특징으로 하는

조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 HDAC 활성 억제제는 로미뎁신(romidepsin), 아벡시노스타트(abexinostat), 퀴시노스타트

(quisinostat),  트리코스타틴(trichostatin  A;  TSA)  및 보리노스타트(vorinostat)로 이루어진 군에서 선택된

어느 하나 이상인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 5 

제1항에  있어서,  상기  염기교정은  시토신  염기교정(Cytosine  base  editors;  CBEs)  또는  아데닌  염기교정

(adenine base editors; ABEs)인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 정확도는 산물 정확도(product purity)인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 gRNA의 표적위치에서 히스톤 3 아세틸화(Histone 3 acetylation)를 증가시켜 크

로마틴 상태를 변화시키는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 8 

크리스퍼(CRISPR) 유전자 가위의 염기교정(base editors; BEs) 과정에서 HDAC 억제제를 처리하는 단계를 포함하

는 염기교정의 효율성 및 정확도 향상 방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 HDAC 억제제는 HDAC 유전자의 mRNA에 상보적으로 결합하는 안티센스 뉴클레오타이드, 작

은 간섭 RNA(small interfering RNA; siRNA) 및 짧은 헤어핀 RNA(short hairpin RNA; shRNA)로 구성된 군으로

부터 선택된 어느 하나 이상인 HDAC 발현 억제제인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 10 

제8항에 있어서, 상기 HDAC 억제제는 PDK2 단백질에 특이적으로 결합하는 화합물, 펩티드, 펩티드 미메틱스, 앱

타머, 항체 및 천연물로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나 이상인 HDAC 활성 억제제인 것을 특징으로 하는

방법.
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청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 HDAC 활성 억제제는 로미뎁신(romidepsin), 아벡시노스타트(abexinostat), 퀴시노스타트

(quisinostat),  트리코스타틴(trichostatin  A;  TSA)  및 보리노스타트(vorinostat)로 이루어진 군에서 선택된

어느 하나 이상인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 12 

제8항에  있어서,  상기  염기교정은  시토신  염기교정(Cytosine  base  editors;  CBEs)  또는  아데닌  염기교정

(adenine base editors; ABEs)인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 13 

제8항에 있어서, 상기 정확도는 산물 정확도(product purity)인 것을 특징으로 하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 히스톤 탈아세틸화(histone deacetylase; HDAC) 억제제를 포함하는 염기교정 기술의 효율성 및 정확[0001]

도 향상용 조성물 및 이의 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

CRISPR-Cas9 유전자 가위 시스템에 있어서, Cas9은 살아있는 세포 내의 게놈(genome) 상에서 타겟 위치를 인식[0002]

하고, DNA 이중 나선 절단(double strand break; DSB)를 일으킨다. DSB는 세포 내의 DNA 수선 기작에 의해서

수리되는데, 그 과정을 연구자들이 이용하여 유전자를 녹아웃하거나 교정한다. Cas9을 이용한 유전자 녹아웃은

상대적으로 효율이 높고 간편하지만, 유전자교정은 효율도 낮고 어렵다. 특히 세포는 Cas9에 의한 DSB를 세포

내의 손상(damage)으로 인식하기 때문에 이는 p53 유전자의 활성을 통해 세포 사멸을 유도할 수 있다. DSB를 일

으킨다는 점은 Cas9을 세포치료제로 사용하는데, 안전성 문제로 인해 걸림돌이 된다.

염기교정  기술에는  시토신  염기교정  기술(Cytosine  base  editors;  CBEs)과,  아데닌  염기교정  기술(adenine[0003]

base editors; ABEs)이 있다. CBE는 Cas9 변이체를 이용하여, C에서 T로 변환하는 기작의 염기교정 기술로서,

2016년에 Cas9 단백질에 시티딘 디아미네이즈(cytidine deaminase)를 결합한 새로운 형태의 유전자가위가 보고

되었다(Base  editor,  BE1~4).  이는  Cas9  단백질(dCas9  또는  nCas9)에  시티딘  디아미네이즈(cytidine

deaminase)와 우라실 글리코실레이즈 억제제(uracil glycosilase inhibitor; UGI)를 결합하여 C에서 T로 변환

을 일으키는 기작이다. 이 기술은 기존의 Cas9에 의한 염기교정보다 효율을 높이면서 DSB를 일으키지 않는다는

점에서 Cas9 보다 뛰어난 기술로 인정받고 있다. 

또한, ABE는 Cas9 변이체를 이용하여, A에서 G로 변환하는 기작의 염기교정 기술로서, 세포 내의 DNA 상에서 아[0004]

데닌(adenine)을 탈아미노화(deamination)시키는 단백질(예를 들어, APOBEC)은 이미 알려져 이를 Cas9과 결합하

여 사용할 수 있었지만, 아데닌(adenine)을 탈아미노화시키는 단백질은 없었다. 이후, Harvard 연구진은 RNA에

서 아데닌을 탈아미노화하는 단백질 TadA의 개량을 통해 DNA에서도 아데닌을 탈아미노화할 수 있게 하였다.

염기교정 기술의 사용에 있어, 염기교정 기술의 효율성 및 정확성이 매우 중요한데, 특히 C>T 또는 A>G로의 변[0005]

이도입의 정확성을 일컫는 산물 정확도(product purity)를 향상시켜, 원치 않는 변이를 일으키지 않게 하는 것

이 중요하다. 한편, CBE의 경우, 표적 위치에 따라 산물 정확도(product purity)가 떨어지는 경우가 많은데, 정

확한 염기교정을 위해 CBE의 정확도(purity)를 높이는 방법이 매우 중요하나, 이를 가능하게 하는 방법은 극히

제한적이다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국공개특허 10-2019-0127797 (2019.11.13. 공개) [0006]
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 히스톤 탈아세틸화(histone  deacetylase;  HDAC)  억제제를 유효성분으로 포함하는 크리스퍼[0007]

(CRISPR) 유전자 가위 염기교정(base editors; BEs)의 효율성 및 정확도 향상용 조성물 및 이를 이용한 염기교

정의 효율성 및 정확도 향상 방법을 제공하는 데에 있다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 히스톤 탈아세틸화(histone deacetylase; HDAC) 억제제를 유효성분으[0008]

로 포함하는 크리스퍼(CRISPR) 유전자 가위 염기교정(base editors; BEs)의 효율성 및 정확도 향상용 조성물을

제공한다.

또한, 본 발명은 크리스퍼(CRISPR) 유전자 가위의 염기교정(base editors; BEs) 과정에서 HDAC 억제제를 처리하[0009]

는 단계를 포함하는 염기교정의 효율성 및 정확도 향상 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명은 히스톤 탈아세틸화 억제제를 포함하는 염기교정 기술의 효율성 및 정확도 향상용 조성물 및 이의 용[0010]

도에 관한 것으로서, 로미뎁신(Romidepsin)을 포함한 다양한 HDAC 억제제는 그 표적 유전자인 HDAC1 과 HDAC2를

억제함으로써, Cas9의 효율과 ABE, CBE의 염기교정 효율을 향상시켰다. 이는 HDAC 억제제가 단백질과 gRNA의 발

현을  증가시키고  gRNA  표적위치의  히스톤  3  아세틸화(Histone  3  aceylation)를  증가시켜  크로마틴  상태

(chromatin state)를 변화시키기 때문이다. 특히 HDAC 억제제는 시토신 염기교정 기술의 효율을 향상시킬 뿐 아

니라 기존에 문제점으로 지적된 산물 정확도(product purity)를 향상시킴으로써 약물처리로 손쉽게 효율과 정확

도를 향상시킬 수 있음을 확인하였다.

도면의 간단한 설명

도 1은 로미뎁신(Romidepsin)이 ABE7.10의 아데닌 염기교정 효율을 향상시키는지 확인한 결과이다. [0011]

도 2는 로미뎁신(Romidepsin)이 BE3의 시토신 염기교정 효율을 향상시키는지 확인한 결과이다.

도 3은 로미뎁신(Romidepsin)이 Cas9의 효율을 향상시키는지 확인한 결과이다.

도 4는 로미뎁신(Romidepsin)이 BE3의 시토신 염기교정 산물 정확도(product purity)를 높이는지 확인한 결과이

다.

도 5는 여러 HDAC 억제제가 여러가지 시토신 염기교정 산물 정확도(product purity)를 향상시키는지 확인한 결

과이다.

도 6은 여러 HDAC 억제제가 ABE7.10의 아데닌 염기교정 효율을 향상시키는지 확인한 결과이다.

도 7은 HeLa 세포에서 로미뎁신이 ABE7.10의 아데닌 염기교정 성능을 향상시킴을 확인한 결과이다.

도 8은 여러 프로모터에 대해서 HDAC 억제제가 ABE7.10의 아데닌 염기교정 효율을 향상시키는지 확인한 결과이

다.

도 9는 HDAC1 또는 HDAC2 유전자를 억제함으로써 염기교정 효율을 향상시킬 수 있음을 확인한 결과이다.

도 10은 HDAC 억제제가 ABE7.10 단백질과 gRNA의 발현을 증가시키고, gRNA의 표적위치에서 히스톤 3 아세틸화

(Histone 3 acetylation) 증가를 통해 크로마틴 상태를 변화시키는 것을 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 히스톤 탈아세틸화(histone deacetylase; HDAC) 억제제를 유효성분으로 포함하는 크리스퍼(CRISPR)[0012]

유전자 가위 염기교정(base editors; BEs)의 효율성 및 정확도 향상용 조성물을 제공한다.

바람직하게는, 상기 HDAC 억제제는 HDAC 유전자의 mRNA에 상보적으로 결합하는 안티센스 뉴클레오타이드, 작은[0013]

간섭 RNA(small interfering RNA; siRNA) 또는 짧은 헤어핀 RNA(short hairpin RNA; shRNA)인 HDAC 발현 억제

제일 수 있고, 상기 HDAC 억제제는 HDAC 단백질에 특이적으로 결합하는 화합물, 펩티드, 펩티드 미메틱스, 앱타
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머, 항체 또는 천연물인 HDAC 활성 억제제일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

보다 바람직하게는, 상기 HDAC 활성 억제제는 로미뎁신(romidepsin), 아벡시노스타트(abexinostat), 퀴시노스타[0014]

트(quisinostat), 트리코스타틴(trichostatin A; TSA) 또는 보리노스타트(vorinostat)일 수 있으나, 이에 한정

되는 것은 아니다.

바람직하게는, 상기 염기교정은 시토신 염기교정(Cytosine base editors; CBEs) 또는 아데닌 염기교정(adenine[0015]

base editors; ABEs)일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

바람직하게는, 상기 정확도는 산물 정확도(product purity)일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.[0016]

바람직하게는, 상기 조성물은 gRNA의 표적위치에서 히스톤 3 아세틸화(Histone 3 acetylation)를 증가시켜 크로[0017]

마틴 상태를 변화시킬 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에서 용어 "염기교정(base editors;  BEs)"은 표적 유전자 내의 표적 부위에 이중가닥 절단 (double-[0018]

stranded  DNA  cleavage)을 발생시키지 않고, 하나 이상의 뉴클레오타이드의 변이 (결실, 치환, 및/또는 삽입

등)를 유발하는 작용을 의미한다. 일 예에서, 상기와 같은 염기 교정은 표적 부위에 종료 코돈을 생성시키거나,

야생형과 다른 아미노산을 코딩하는 코돈을 생성시킴으로써, 표적 유전자를 불활성화 (knock-out)시키거나, 단

백질을 생성하지 않는 비코딩 DNA 서열에 변이를 도입하는 등 다양한 형태일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아

니다.

특히, 시토신 염기교정 기술(Cytosine base editors; CBEs)은 Cas9 변이체를 이용하여, C에서 T로 변환하는 기[0019]

작의 염기교정 기술이고, 아데닌 염기교정 기술(adenine base editors; ABEs)은 Cas9 변이체를 이용하여, A에서

G로 변환하는 기작의 염기교정 기술을 의미한다.

본 발명에서 용어 "표적위치" 란, 표적 특이적 효소를 이용하여 변이(염기교정)를 도입하고자 하는 위치를 의미[0020]

하며, 그 목적에 따라 임의로 선택될 수 있는 것으로 특정 유전자의 코딩 서열 내부에 존재할 수 있을 뿐만 아

니라, 단백질을 생성하지 않는 비-코딩 DNA 서열에 존재할 수도 있다.

또한, 본 발명은 크리스퍼(CRISPR) 유전자 가위의 염기교정(base editors; BEs) 과정에서 HDAC 억제제를 처리하[0021]

는 단계를 포함하는 염기교정의 효율성 및 정확도 향상 방법을 제공한다.

바람직하게는, 상기 HDAC 억제제는 HDAC 유전자의 mRNA에 상보적으로 결합하는 안티센스 뉴클레오타이드, 작은[0022]

간섭 RNA(small interfering RNA; siRNA) 또는 짧은 헤어핀 RNA(short hairpin RNA; shRNA)인 HDAC 발현 억제

제일 수 있고, 상기 HDAC 억제제는 HDAC 단백질에 특이적으로 결합하는 화합물, 펩티드, 펩티드 미메틱스, 앱타

머, 항체 또는 천연물인 HDAC 활성 억제제일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

보다 바람직하게는, 상기 HDAC 활성 억제제는 로미뎁신(romidepsin), 아벡시노스타트(abexinostat), 퀴시노스타[0023]

트(quisinostat), 트리코스타틴(trichostatin A; TSA) 또는 보리노스타트(vorinostat)일 수 있으나, 이에 한정

되는 것은 아니다.

바람직하게는, 상기 염기교정은 시토신 염기교정(Cytosine base editors; CBEs) 또는 아데닌 염기교정(adenine[0024]

base editors; ABEs)일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

바람직하게는, 상기 정확도는 산물 정확도(product purity)일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.[0025]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.  이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0026]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

<실험예>[0027]

하기의 실험예들은 본 발명에 따른 각각의 실시예에 공통적으로 적용되는 실험예를 제공하기 위한 것이다.[0028]

1. 플라스미드 DNA의 구축[0029]

gRNAs는 pRG2  (Addgene  plasmid  #104174)  벡터 내로 클로닝하였다. p3s-Cas9HC  (Addgene  plasmid  #43945),[0030]

pCMV-BE3  (Addgene  plasmid  #73021),  pCMV-ABE7.10  (Addgene  plasmid  #102919),  pCMV-ABEmax  (Addgene

plasmid #112095), pCMV-BE4max (Addgene plasmid #112093), pCMV-ABEmax-P2A-GFP (Addgene plasmid #112101)

및 pCMV-BE4max-P2A-GFP (Addgene plasmid #112099)는 플라스미드 DNA 형질감염 실험에 사용되었다. 단백질 발

현 분석을 위해, 본 발명자들은 Gibson Assembly Master Mix (New England BioLabs)를 사용하여 상기 나열한
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플라스미드의 DNA 정지 코돈 앞에 P2A-GFP 코딩 서열을 삽입하였다. 다른 프로모터들에 의해 작동하는 ABE7.10

발현 상의 HDACi 효과를 조사하기 위해서,  EFS (from Lenti-Cas9-Blast, Addgene plasmid #) 및 hPGK (from

pCW-Cas9, Addgene plasmid #) 프로모터를 증폭하였고, Gibson Assembly Master Mix (New England BioLabs)를

사용하여 ABE7.10-P2A-GFP 플라스미드 내로 서브클로닝하였다. 상기 컨스트럭트들은 Addgene에 기탁되었다.

2. 동물세포 배양[0031]

HEK293T/17  (ATCC  CRL-11268)  및 HeLa  (ATCC  CCL-2)  세포는 10% 우태아혈청 및 1% 페니실린/스트렙토마이신[0032]

(Welgene)이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle's medium에서 유지되었다.

3. 형질감염 및 약물 처리[0033]

내재적 사이트에서 염기교정 효율을 측정하기 위해, 형질감염 하루 전에, 1.6 × 10
5
 HEK293T/17 세포 또는 8[0034]

× 10
4
 HeLa  세포를 24-웰 플레이트에 접종하였고, 70-80%  컨플루언시(confluency)에서 BEs  (ABE7.10,  BE3,

ABEmax,  및 BE4max,  1.5  μg)를 코딩하는 플라스미드들 또는 gRNA  (500  ng)를 코딩하는 플라스미드를 가진

Cas9 (0.5 μg)를 Lipofectamine 2000 (Invitrogen; 3 μL for BEs and 2 μL for Cas9)을 사용하여 형질감염

시켰다. 이후, 플라스미드 DNA 형질감염 6시간 후에, 5-10 nM의 로미뎁신(romidepsin, Selleckchem), 아벡시노

스타트(abexinostat,  Selleckchem),  퀴시노스타트(quisinostat,  Selleckchem),  100  nM의  트리코스타틴

A(trichostatin A; TSA, Sigma-Aldrich) 및 0.5 μM의 보리노스타트(vorinostat; Sigma-Aldrich)를 지정한 농

도로 적용하였고, 형질감염 72시간 후에 게놈 DNA를 추출하여, 염기교정 효율을 측정하였다. 모든 형질감염은

생물학적으로 3번 반복하여 수행하였다.

4. 염기교정 효율 분석[0035]

표적 사이트는 Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) 및 각 표적 사이트에 대한 적절[0036]

한 프라이머들을 사용하여 증폭시켰고, 차세대 서열분석(next-generation sequencing; NGS) 라이브러리 제작을

위해, 증폭물은 TruSeq HT Dual index-함유 프라이머들을 사용하여 다시 증폭시켰다. 라이브러리들은 paired-

end Illumina Miniseq 및 iSeq 100 with paired-end sequencing systems에 적용시켰다. paired-end reads는

fastq-join을 사용하여 결합되었으며, MAUND (https://github.com/ibs-cge/maund)를 사용하여, 염기 편집 범위

내에서 염기교정된 reads를 총 reads로 나누어서  염기교정 효율성을 계산하였다. 또한, 상기 결과들은 염기교

정 효율을 분석하는 툴인, BE-Analyzer를 통해 확인하였다.

5. 단백질 발현 수준 측정[0037]

GFP 융합 단백질의 발현 수준을 측정하기 위해서, GFP 융합 단백질을 코딩하는 2 μg의 플라스미드 DNA를 1.6[0038]

×  10
5
 HEK293T/17  세포  내로  형질감염시켰고,  형질감염  6시간  후에,  10  nM  로미뎁신(romidepsin)을

적용하였다. 형질감염 72시간 후, 세포들을 수집하였고, GFP 발현 수준을 BD FACSCanto Ⅱ로 분석하였다. 종합

하면, 각 조건에서 10,000개의 세포들을 분석하였고, FITC 양성으로 염색된 세포들의 비율을 측정하였다. FACS

데이터는 Flowjo program를 사용하여 분석하였다. 웨스턴 블랏 분석을 위해, 1 × RIPA buffer를 사용하여 전체

세포  용해물(whole  cell  lysate;  WCL)을  제조하였고,  제조사의  프로토콜에  따라  iWestern  system  (Thermo

Fisher)으로 시험하였다. 간단히 설명하면, 10 μg의 WCL을 4-12% Bis-Tris Plus Gels에서 분리하였고, iBlot

2  Dry  Blotting  System을  사용하여  폴리비닐리덴  디플루오라이드  멤브레인으로  옮겼다.  anti-Cas9

(Invitrogen,  MA1-201),  anti-HDAC1  (Cell  Signaling  Technology,  #5356),  HDAC2  (Cell  Signaling

Technology, #5113) 및 anti-GAPDH (Santacruz, sc-47724) 항체들로 면역블랏팅을 수행하였다. 향상된 화학형

광분석을 사용하여, 웨스턴 블랏들을 검출하였다. 단백질 밴드들의 세기는 ImageJ Gel Analysis program을 사용

하여 정량화하였다.

6. 크로마틴 면역침전 분석[0039]

크로마틴  면역침전(Chromatic  immunoprecipitation;  ChIP)  분석은  Pierce  Magnetic  ChIP  Kit  (Thermo[0040]

Scientific, Pierce™ Magnetic ChIP Kit, #26157)를 사용하여 제조사의 지시에 따라 수행하였다. 간단히 설명

하면, HEK293T 세포를 1% 포름알데히드로 고정하여, 10 nM 로미뎁신으로 72시간 동안 처리하였다. 세포 용해

후, 제조사의 지시에 따라 MNase  절단을 수행하였다. 다음으로, 용해물을 20  s  펄스로 3번 초음파처리하여,

200-1000 bp 길이의 DNA 단편으로 잘라냈다. 키트에 포함된 Anti-normal rabbit IgG 또는 anti-acetyl-histone

H3 Lys9 (Upstate, #06-942) 항체를 사용하여, DNA-단백질 복합체를 침전시켰다. 면역침전된 DNA를 qPCR로 시
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험하였다. 

7. 표적 위치 정보 및 프라이머 정보[0041]

본 발명에 사용된 표적 위치정보(표 1) 및 프라이머 정보(표 2 및 표 3)는 다음과 같다.[0042]

표 1

[0043]
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표 2

[0044]
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표 3

[0045]

<실시예> [0046]

로미뎁신(Romidepsin)이 ABE7.10의 아데닌 염기교정 효율을 향상시키는지 확인하기 위해, 세포내 표적 위치 16[0047]

개에 대하여 실험을 수행하였다. HEK293T 세포에서 형질감염한 후 로미뎁신을 처리하고 3일 후 NGS를 이용하여

염기교정 효율을 측정한 결과, 대부분의 세포내 표적위치에서 유의미하게 ABE7.10의 아데닌 염기교정 효율을 향

상시키는 것을 확인하였다(도 1).

로미뎁신(Romidepsin)이 아데닌 염기교정 뿐만 아니라 시토신 염기교정 효율을 향상시키는지 확인하기 위해, 세[0048]

포내 표적 위치 12개에 대하여 BE3를 이용하여 시토신 염기교정 실험을 수행하였다. HEK293T 세포에서 형질감염

한 후 로미뎁신을 처리하고 3일 후 NGS를 이용하여 염기교정 효율을 측정한 결과, 대부분의 세포내 표적위치에

서 유의미하게 BE3의 시토신 염기교정 효율을 향상시키는 것을 확인하였다(도 2).

로미뎁신(Romidepsin)이 염기교정 뿐 아니라 Cas9의 효율을 향상시키는지 확인하기 위해, 세포내 표적 위치 11[0049]

개에 대하여 실험을 수행하였다. HEK293T 세포에서 형질감염한 후 로미뎁신을 처리하고 3일 후 NGS를 이용하여

Cas9에 의해 도입된 indel 효율을 측정한 결과, 대부분의 세포내 표적위치에서 유의미하게 Cas9의 효율을 향상

시키는 것을 확인하였다(도 3).

기존의 ABE7.10 과 BE3의 성능을 향상시킨 구조물 ABEmax 와 BE4max가 보고된 바 있다. 이는 세포 내 단백질 발[0050]

현효율을 높이고 핵 내로의 전달효율을 높인 구조물이다. 로미뎁신(Romidepsin)이 이들 향상된 염기교정 기술의

효율도 증가시키는지 확인하기 위해 실험을 수행하였다. HEK293T 세포에서 형질감염한 후 로미뎁신을 처리하고

3일 후 NGS를 이용하여 염기교정 효율을 측정한 결과, 일부 표적 위치 (4개 중 3개)에서 염기교정 효율을 향상

시키는 것을 확인하였다.

현재까지 개발된 시토신 염기교정기술은 표적위치 내의 시토신을 티민으로 바꾸는 것을 유도하지만, 원치않게[0051]

아데닌이나 구아닌으로 바꾸기도 하는데, 일반적으로 시토신을 구아닌으로 바꾸는 사례가 많이 알려져 있다. 염

기교정 기술의 성능 중 원하는 염기교정을 정확히 일으켰는지를 확인하는 척도를 산물 정확도(product purity)

로 표기하며 아래와 같이 정의된다. 

- 표적 위치 내 시토신 위치에서 티민 / (티민+아데닌+구아닌) 의 비율[0052]

한편, 아데닌 염기교정기술은 대부분의 아데닌을 구아닌으로 바꾸어 산물 정확도(product purity)가 매우높아[0053]

정확도(purity)가 문제가 되는 사례는 많지 않다.

로미뎁신(Romidepsin)이 시토신 염기교정기술의 효율뿐 아니라 산물 정확도(product purity)도 높이는지 확인하[0054]

기 위해, 산물 정확도(product purity)가 낮은 HEK2, RNF2, CCR5 site에서 정확도(purity)를 분석하였다. 앞서

말한 바와 같이 HEK293T 세포에서 형질감염한 후 로미뎁신을 처리하고 3일 후 NGS를 이용하여 결과를 얻고 분석

하였으며, 그 결과 모든 위치에서 산물 정확도(product purity)를 향상시키는 것을 확인하였다(도 4).

시토신 염기교정 기술의 향상된 구조물로 알려진 BE4, BE4max, AncBE4max에 대하여 로미뎁신의 효과를 확인한[0055]

결과, 서로 다른 시토신 염기교정기술에서 모두 산물 정확도(product purity)를 향상시키는 것을 확인하였다.
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로미뎁신은 HDAC1과 HDAC2의 억제제로 알려져 있다. 트리코스타틴 A(Trichostatin A; TSA)는 모든 HDAC 을 억

제하는 pan-HDAC 억제제로 알려져 있으며, 퀴시노스타트(Quisinostat)은 HDAC1 억제제로 알려져 있다. 이들은

구조적으로 전혀 다른 약물이다. 서로 다른 HDAC 억제제가 시토신 염기교정기술의 산물 정확도(product purit

y)를 향상시키는지 확인하기 위해, HEK293T 세포에서 HEK2 위치에 대해 동일한 방법으로 실험을 수행하였고, 그

결과 로미뎁신 뿐 아니라 TSA 와 퀴시노스타트 또한 시토신 염기교정 기술의 산물 정확도(product purity)를 향

상시키는 것을 확인하였다(도 5).

ABE의 효율 향상 또한 여러 HDAC  억제제에 대해 동일하게 나타나는 결과임을 확인하기 위해 아벡시노스타트[0056]

(Abexinistat),  퀴시노스타트(Quisinostat),  보리노스타트(vorinostat),  트리코스타틴 A(Trichostatin  A)  등

여러 약물에 대해 실험을 수행하였고, 실제 여러 HDAC 억제제가 모두 아데닌 염기교정 기술의 효율을 향상시키

는 것을 확인하였다(도 6).

HDAC 억제제의 아데닌 염기교정 효율의 향상이 HEK293T 세포에 한정된 것이 아님을 확인하기 위해, 다른 세포주[0057]

에서 추가 검증 실험을 수행하였다. HeLa 세포에서 아데닌 염기교정기술의 성능 향상 확인 실험을 수행하였고,

이전 방법과 동일하게 세포 내 ABE7.10과 표적 gRNA 를 발현하는 플라스미드를 형질감염하고 로미뎁신 약물을

처리하였다. 3일 후 NGS를 이용하여 아데닌 염기교정 효율을 분석한 결과, HeLa 세포주에서도 로미뎁신이 염기

교정 효율을 향상시키는 것을 확인하였다(도 7).

Cas9이나 염기교정기술 (ABE, CBE)를 발현하는 플라스미드는 모두 CMV 프로모터 하에서 단백질이 발현되도록 설[0058]

계되어 있다. 본 발명의 HDAC 억제제의 효과가 CMV 프로모터에 국한되는 것인지를 확인하기 위해, 여러 프로모

터 (EF1alpha short promoter, hPGK promoter)에서도 효과가 있는지 확인하기 위한 실험을 수행하였고, 그 결

과 여러 가지 프로모터에 대해서도 동일하게 HDAC 억제제가 아데닌 염기교정 기술의 효율을 향상시키는 것을 확

인하였다(도 8).

위에서 보여준 결과와 같이, 여러 가지 HDAC 억제제가 염기교정 효율을 향상시키는 것으로 확인되었고, 이러한[0059]

효과가 약물의 표적 유전자의 억제에 의한 것임을 검증하기 위해, 여러 약물들의 공통된 표적인 HDAC1 과 HDAC2

를 억제하였을 때 염기교정 효율이 향상되는지 확인하는 실험을 수행하였다. shRNA를 이용하여 HDAC1 과 HDAC2

가 각각 발현이 억제된 세포주를 만들고, 이를 웨스턴 블랏으로 확인하였다. 이 세포주들에 대해 ABE7.10과 표

적 gRNA를 발현하는 플라스미드를 형질감염하고, 3일 후 NGS를 이용하여 염기교정 효율을 분석한 결과, 야생형

(wildtype) HEK293T 에 비해 HDAC1 녹다운(knockdown) 세포주와 HDAC2 녹다운(knockdown) 세포주에서 현저하게

아데닌 염기교정 효율이 향상되는 것을 확인하였다. 이를 통해 HDAC1 또는 HDAC2 유전자를 억제함으로써 염기교

정기술의 효율을 향상시킬 수 있음을 검증하였다(도 9).

HDAC 억제제가 실제로 어떻게 아데닌 염기교정 기술의 효율을 증가시키는지 확인하기 위한 실험을 수행하였다.[0060]

앞서 말한 것처럼 HDAC 억제제가 프로모터에 영향을 주므로 실제 발현에 영향을 주는지 확인하였고, 그 결과

ABE7.10 단백질과 gRNA 발현 모두 로미뎁신에 의해 증가됨을 확인하였다. HDAC 억제제는 실제로 게놈(genome)

상의 크로마틴 상태(chromatin state)도 바꾸는 것으로 알려져 있는데 실제로 gRNA의 표적위치에서 히스톤 3 아

세틸화(Histone 3 acetylation)를 증가시켜 크로마틴 상태도 바꾸는 것을 확인하였다(도 10).

결론적으로, 로미뎁신을 포함한 다양한 HDAC 억제제는 그 표적 유전자인 HDAC1 과 HDAC2를 억제함으로써, Cas9[0061]

의 효율과 ABE, CBE의 염기교정 효율을 향상시켰다. 이는 HDAC 억제제가 단백질과 gRNA의 발현을 증가시키고

gRNA 표적위치의 히스톤 3 아세틸화를 증가시켜 크로마틴 상태를 변화시키기 때문이다. 특히 HDAC 억제제는 시

토신 염기교정 기술의 효율을 향상시킬 뿐 아니라 기존에 문제점으로 지적된 산물 정확도(product purity)를 향

상시킴으로써 약물처리로 손쉽게 효율과 정확도를 향상시킬 수 있음을 확인하였다. 

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0062]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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