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본 개시 내용은 세포에 헤르페스바이러스 단백질, 특히 생체 내에서 복합체를 형성하는 단백질의 전달에 대한 플

랫폼을 제공한다. 일부 구체예에서, 그것들이 형성하는 이 단백질 및 복합체는 효능 있는 중화 항체를 유도한다.

따라서, 개시된 플랫폼을 사용하는 헤르페스바이러스 단백질의 제공은 백신 개발에 유용한 광범위하고 효능 있는

면역 반응의 발생을 허용한다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

a.

MRPGLPSYLIILAVCLFSHLLSSRYGAEAVSEPLDKAFHLLLNTYGRPIRFLRENTTQCTYNSSLRNSTVVRENAISFNFFQSYNQYYVFHMPRCLFAGPLA

EQFLNQVDLTETLERYQQRLNTYALVSKDLASYRSFSQQLKAQDSLGEQPTTVPPPIDLSIPHVWMPPQTTPHGWTESHTTSGLHRPHFNQTCILFDGHDLL

FSTVTPCLHQGFYLIDELRYVKITLTEDFFVVTVSIDDDTPMLLIFGHLPRVLFKAPYQRDNFILRQTEKHELLVLVKKDQLNRHSYLKDPDFLDAALDFNY

LDLSALLRNSFHRYAVDVLKSGRCQMLDRRTVEMAFAYALALFAAARQEEAGAQVSVPRALDRQAALLQIQEFMITCLSQTPPRTTLLLYPTAVDLAKRALW

TPNQITDITSLVRLVYILSKQNQQHLIPQWALRQIADFALKLHKTHLASFLSAFARQELYLMGSLVHSMLVHTTERREIFIVETGLCSLAELSHFTQLLAHP

HHEYLSDLYTPCSSSGRRDHSLERLTRLFPDATVPATVPAALSILSTMQPSTLETFPDLFCLPLGESFSALTVSEHVSYIVTNQYLIKGISYPVSTTVVGQS

LIITQTDSQTKCELTRNMHTTHSITVALNISLENCAFCQSALLEYDDTQGVINIMYMHDSDDVLFALDPYNEVVVSSPRTHYLMLLKNGTVLEVTDVVVDAT

DSRLLMMSVYALSAIIGIYLLYRMLKTC--  또는

MRPGLPSYLIILAVCLFSHLLSSRYGAEAVSEPLDKAFHLLLNTYGRPIRFLRENTTQCTYNSSLRNSTVVRENAISFNFFQSYNQYYVFHMPRCLFAGPLA

EQFLNQVDLTETLERYQQRLNTYALVSKDLASYRSFSQQLKAQDSLGEQPTTVPPPIDLSIPHVWMPPQTTPHGWTESHTTSGLHRPHFNQTCILFDGHDLL

FSTVTPCLHQGFYLIDELRYVKITLTEDFFVVTVSIDDDTPMLLIFGHLPRVLFKAPYQRDNFILRQTEKHELLVLVKKDQLNRHSYLKDPDFLDAALDFNY

LDLSALLRNSFHRYAVDVLKSGRCQMLDRRTVEMAFAYALALFAAARQEEAGAQVSVPRALDRQAALLQIQEFMITCLSQTPPRTTLLLYPTAVDLAKRALW

TPNQITDITSLVRLVYILSKQNQQHLIPQWALRQIADFALKLHKTHLASFLSAFARQELYLMGSLVHSMLVHTTERREIFIVETGLCSLAELSHFTQLLAHP

HHEYLSDLYTPCSSSGRRDHSLERLTRLFPDATVPATVPAALSILSTMQPSTLETFPDLFCLPLGESFSALTVSEHVSYIVTNQYLIKGISYPVSTTVVGQS

LIITQTDSQTKCELTRNMHTTHSITVALNISLENCAFCQSALLEYDDTQGVINIMYMHDSDDVLFALDPYNEVVVSSPRTHYLMLLKNGTVLEVTDVVVDAT

D--의 서열로 구성되는 CMV gH 단백질을 암호화하는 첫 번째 뉴클레오티드 서열; 

b.

MCRRPDCGFSFSPGPVILLWCCLLLPIVSSAAVSVAPTAAEKVPAECPELTRRCLLGEVFEGDKYESWLRPLVNVTGRDGPLSQLIRYRPVTPEAANSVLLD

EAFLDTLALLYNNPDQLRALLTLLSSDTAPRWMTVMRGYSECGDGSPAVYTCVDDLCRGYDLTRLSYGRSIFTEHVLGFELVPPSLFNVVVAIRNEATRTNR

AVRLPVSTAAAPEGITLFYGLYNAVKEFCLRHQLDPPLLRHLDKYYAGLPPELKQTRVNLPAHSRYGPQAVDAR--의  서열로  구성되는  CMV  gL

단백질을 암호화하는 두 번째 뉴클레오티드 서열;

c.

MSPKDLTPFLTTLWLLLGHSRVPRVRAEECCEFINVNHPPERCYDFKMCNRFTVALRCPDGEVCYSPEKTAEIRGIVTTMTHSLTRQVVHNKLTSCNYNPLY

LEADGRIRCGKVNDKAQYLLGAAGSVPYRWINLEYDKITRIVGLDQYLESVKKHKRLDVCRAKMGYMLQ--의 서열로 구성되는 CMV UL128 단

백질을 암호화하는 세 번째 뉴클레오티드 서열;

d.

MLRLLLRHHFHCLLLCAVWATPCLASPWSTLTANQNPSPPWSKLTYSKPHDAATFYCPFLYPSPPRSPLQFSGFQRVSTGPECRNETLYLLYNREGQTLVER

SSTWVKKVIWYLSGRNQTILQRMPRTASKPSDGNVQISVEDAKIFGAHMVPKQTKLLRFVVNDGTRYQMCVMKLESWAHVFRDYSVSFQVRLTFTEANNQTY

TFCTHPNLIV--의 서열로 구성되는 CMV UL130 단백질을 암호화하는 네 번째 뉴클레오티드 서열; 및

e.

MRLCRVWLSVCLCAVVLGQCQRETAEKNDYYRVPHYWDACSRALPDQTRYKYVEQLVDLTLNYHYDASHGLDNFDVLKRINVTEVSLLISDFRRQNRRGGTN

KRTTFNAAGSLAPHARSLEFSVRLFAN--의 서열로 구성되는 CMV UL131 단백질을 암호화하는 다섯 번째 뉴클레오티드 서

열

을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하며, 

첫 번째, 두 번째, 세 번째, 네 번째 및 다섯 번째 뉴클레오티드 서열들은 자가 복제 RNA 분자가 세포 내로 도

입될 때, CMV gH, CMV gL, CMV UL128, CMV UL130 및 CMV UL131 단백질들이 발현되고 펜타머 복합체를 형성하도

록 프로모터, 바이러스 2A 부위 및 IRES로부터 선택된 조절 요소와 각각 작동 가능하게 연결되는 자가 복제 RNA

분자.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 자가 복제 RNA 분자는 알파바이러스 레플리콘인 것을 특징으로 하는 자가 복제 RNA 분자.
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청구항 3 

제 1항에 있어서, 자가 복제 RNA 분자는 

ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGC

GGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGG

AGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGG

AAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCG

TCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCAGGATGTATACGCGG

TTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAGTCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTG

GAGCATATCCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAG

GGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCT

GGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTA

TCAGTCCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAAGTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGG

TCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTACATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAACTGCTGG

TTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGT

GGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGA

TAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGAGA

TCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCATTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATG

AGGCTAAGGAGGTGCGTGAAGCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGAAGCCGATGTAGACTTGATGT

TACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTC

CGCAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGG

AACCATACCATGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATTGTGTACAACGAACGTG

AGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGCGCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCG

AATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCG

CCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTGTATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCG

CAGTCACCAAAAAAGATCTAGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAGGGCTGGACGTCAATGCCAGAA

CTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAG

CCATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCA

CACAAGTCTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAAAAATGAGAACGACGAATCCGA

AAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAAGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAG

ATTACAAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACG

CACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACACTGACTGCCA

AGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCC

AGAATAAGGCAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTG

AAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCACTGTTC

CGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAAC

TGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGC

CTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAAAAGT

TGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATG

ACATAATATTTGTTAATGTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCATGTTGACCAAGAAAGCTTGTC

TGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTT

CCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTT

CATCAACCTTGACCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAG

GAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCG

AAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGT

TGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCAGTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAG

ATCGACTAACCCAATCATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGAAATGGGAAATGACTCTCA

AGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGA

GTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAA

TTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAG

AGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAA
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TTACTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGT

ATATTCATCCAAGGAAGTATCTCGTGGAAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAACAACCAC

CACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCC

ACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTAT

CCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTGGCGCGACCGG

TGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACAAGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAG

TTTCCACCCCGCCAGGCGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTGG

TCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTT

CCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCC

CGCGCCTCGACCAAGAAAAAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACA

TGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGT

ATTCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTA

TTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGA

AACACTCCTATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCTGCCACAAAAAGAAATTGCAATG

TCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAG

AAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATA

TGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGG

TGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACAC

TGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTG

AGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCAT

CAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCG

CAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAG

ACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCG

TGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGG

CATTGCATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAG

TTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGT

CTAGTCCGCCAAGATGAGGCCTGGCCTGCCCTCCTACCTGATCATCCTGGCCGTGTGCCTGTTCAGCCACCTGCTGTCCAGCAGATACGGCGCCGAGGCCGT

GAGCGAGCCCCTGGACAAGGCTTTCCACCTGCTGCTGAACACCTACGGCAGACCCATCCGGTTTCTGCGGGAGAACACCACCCAGTGCACCTACAACAGCAG

CCTGCGGAACAGCACCGTCGTGAGAGAGAACGCCATCAGCTTCAACTTTTTCCAGAGCTACAACCAGTACTACGTGTTCCACATGCCCAGATGCCTGTTTGC

CGGCCCTCTGGCCGAGCAGTTCCTGAACCAGGTGGACCTGACCGAGACACTGGAAAGATACCAGCAGCGGCTGAATACCTACGCCCTGGTGTCCAAGGACCT

GGCCAGCTACCGGTCCTTTAGCCAGCAGCTCAAGGCTCAGGATAGCCTCGGCGAGCAGCCTACCACCGTGCCCCCTCCCATCGACCTGAGCATCCCCCACGT

GTGGATGCCTCCCCAGACCACCCCTCACGGCTGGACCGAGAGCCACACCACCTCCGGCCTGCACAGACCCCACTTCAACCAGACCTGCATCCTGTTCGACGG

CCACGACCTGCTGTTTAGCACCGTGACCCCCTGCCTGCACCAGGGCTTCTACCTGATCGACGAGCTGAGATACGTGAAGATCACCCTGACCGAGGATTTCTT

CGTGGTCACCGTGTCCATCGACGACGACACCCCCATGCTGCTGATCTTCGGCCACCTGCCCAGAGTGCTGTTCAAGGCCCCCTACCAGCGGGACAACTTCAT

CCTGCGGCAGACCGAGAAGCACGAGCTGCTGGTGCTGGTCAAGAAGGACCAGCTGAACCGGCACTCCTACCTGAAGGACCCCGACTTCCTGGACGCCGCCCT

GGACTTCAACTACCTGGACCTGAGCGCCCTGCTGAGAAACAGCTTCCACAGATACGCCGTGGACGTGCTGAAGTCCGGACGGTGCCAGATGCTCGATCGGCG

GACCGTGGAGATGGCCTTCGCCTATGCCCTCGCCCTGTTCGCCGCTGCCAGACAGGAAGAGGCTGGCGCCCAGGTGTCAGTGCCCAGAGCCCTGGATAGACA

GGCCGCCCTGCTGCAGATCCAGGAATTCATGATCACCTGCCTGAGCCAGACCCCCCCTAGAACCACCCTGCTGCTGTACCCCACAGCCGTGGATCTGGCCAA

GAGGGCCCTGTGGACCCCCAACCAGATCACCGACATCACAAGCCTCGTGCGGCTCGTGTACATCCTGAGCAAGCAGAACCAGCAGCACCTGATCCCCCAGTG

GGCCCTGAGACAGATCGCCGACTTCGCCCTGAAGCTGCACAAGACCCATCTGGCCAGCTTTCTGAGCGCCTTCGCCAGGCAGGAACTGTACCTGATGGGCAG

CCTGGTCCACAGCATGCTGGTGCATACCACCGAGCGGCGGGAGATCTTCATCGTGGAGACAGGCCTGTGTAGCCTGGCCGAGCTGTCCCACTTTACCCAGCT

GCTGGCCCACCCTCACCACGAGTACCTGAGCGACCTGTACACCCCCTGCAGCAGCAGCGGCAGACGGGACCACAGCCTGGAACGGCTGACCAGACTGTTCCC

CGATGCCACCGTGCCTGCTACAGTGCCTGCCGCCCTGTCCATCCTGTCCACCATGCAGCCCAGCACCCTGGAAACCTTCCCCGACCTGTTCTGCCTGCCCCT

GGGCGAGAGCTTTAGCGCCCTGACCGTGTCCGAGCACGTGTCCTACATCGTGACCAATCAGTACCTGATCAAGGGCATCAGCTACCCCGTGTCCACCACAGT

CGTGGGCCAGAGCCTGATCATCACCCAGACCGACAGCCAGACCAAGTGCGAGCTGACCCGGAACATGCACACCACACACAGCATCACCGTGGCCCTGAACAT

CAGCCTGGAAAACTGCGCTTTCTGTCAGTCTGCCCTGCTGGAATACGACGATACCCAGGGCGTGATCAACATCATGTACATGCACGACAGCGACGACGTGCT

GTTCGCCCTGGACCCCTACAACGAGGTGGTGGTGTCCAGCCCCCGGACCCACTACCTGATGCTGCTGAAGAACGGCACCGTGCTGGAAGTGACCGACGTGGT

GGTGGACGCCACCGACAGCAGACTGCTGATGATGAGCGTGTACGCCCTGAGCGCCATCATCGGCATCTACCTGCTGTACCGGATGCTGAAAACCTGCTGATA

ATCTAGAGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGTGCAGAAGGCCCGACTGCGGCTTCAGCTTCAG

CCCTGGACCCGTGATCCTGCTGTGGTGCTGCCTGCTGCTGCCTATCGTGTCCTCTGCCGCCGTGTCTGTGGCCCCTACAGCCGCCGAGAAGGTGCCAGCCGA

GTGCCCCGAGCTGACCAGAAGATGCCTGCTGGGCGAGGTGTTCGAGGGCGACAAGTACGAGAGCTGGCTGCGGCCCCTGGTCAACGTGACCGGCAGAGATGG
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CCCCCTGAGCCAGCTGATCCGGTACAGACCCGTGACCCCCGAGGCCGCCAATAGCGTGCTGCTGGACGAGGCCTTCCTGGATACCCTGGCCCTGCTGTACAA

CAACCCCGACCAGCTGAGAGCCCTGCTGACCCTGCTGTCCAGCGACACCGCCCCCAGATGGATGACCGTGATGCGGGGCTACAGCGAGTGTGGAGATGGCAG

CCCTGCCGTGTACACCTGCGTGGACGACCTGTGCAGAGGCTACGACCTGACCAGACTGAGCTACGGCCGGTCCATCTTCACAGAGCACGTGCTGGGCTTCGA

GCTGGTGCCCCCCAGCCTGTTCAACGTGGTGGTGGCCATCCGGAACGAGGCCACCAGAACCAACAGAGCCGTGCGGCTGCCTGTGTCTACAGCCGCTGCACC

TGAGGGCATCACACTGTTCTACGGCCTGTACAACGCCGTGAAAGAGTTCTGCCTCCGGCACCAGCTGGATCCCCCCCTGCTGAGACACCTGGACAAGTACTA

CGCCGGCCTGCCCCCAGAGCTGAAGCAGACCAGAGTGAACCTGCCCGCCCACAGCAGATATGGCCCTCAGGCCGTGGACGCCAGATGATAACGCCGGCGGCC

CCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGAGCCCCAAGGACCTGACCCCCTTCCTGACAACCCTGTGGCTGC

TCCTGGGCCATAGCAGAGTGCCTAGAGTGCGGGCCGAGGAATGCTGCGAGTTCATCAACGTGAACCACCCCCCCGAGCGGTGCTACGACTTCAAGATGTGCA

ACCGGTTCACCGTGGCCCTGAGATGCCCCGACGGCGAAGTGTGCTACAGCCCCGAGAAAACCGCCGAGATCCGGGGCATCGTGACCACCATGACCCACAGCC

TGACCCGGCAGGTGGTGCACAACAAGCTGACCAGCTGCAACTACAACCCCCTGTACCTGGAAGCCGACGGCCGGATCAGATGCGGCAAAGTGAACGACAAGG

CCCAGTACCTGCTGGGAGCCGCCGGAAGCGTGCCCTACCGGTGGATCAACCTGGAATACGACAAGATCACCCGGATCGTGGGCCTGGACCAGTACCTGGAAA

GCGTGAAGAAGCACAAGCGGCTGGACGTGTGCAGAGCCAAGATGGGCTACATGCTGCAGCTGTTGAATTTTGACCTTCTTAAGCTTGCGGGAGACGTCGAGT

CCAACCCCGGGCCCATGCTGCGGCTGCTGCTGAGACACCACTTCCACTGCCTGCTGCTGTGTGCCGTGTGGGCCACCCCTTGTCTGGCCAGCCCTTGGAGCA

CCCTGACCGCCAACCAGAACCCTAGCCCCCCTTGGTCCAAGCTGACCTACAGCAAGCCCCACGACGCCGCCACCTTCTACTGCCCCTTTCTGTACCCCAGCC

CTCCCAGAAGCCCCCTGCAGTTCAGCGGCTTCCAGAGAGTGTCCACCGGCCCTGAGTGCCGGAACGAGACACTGTACCTGCTGTACAACCGGGAGGGCCAGA

CACTGGTGGAGCGGAGCAGCACCTGGGTGAAAAAAGTGATCTGGTATCTGAGCGGCCGGAACCAGACCATCCTGCAGCGGATGCCCAGAACCGCCAGCAAGC

CCAGCGACGGCAACGTGCAGATCAGCGTGGAGGACGCCAAAATCTTCGGCGCCCACATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTGAGATTCGTGGTCAACGACG

GCACCAGATATCAGATGTGCGTGATGAAGCTGGAAAGCTGGGCCCACGTGTTCCGGGACTACTCCGTGAGCTTCCAGGTCCGGCTGACCTTCACCGAGGCCA

ACAACCAGACCTACACCTTCTGCACCCACCCCAACCTGATCGTGCTGCTGAACTTCGACCTGCTGAAGCTGGCCGGCGACGTGGAGAGCAACCCCGGCCCCC

ATATGCGGCTGTGCAGAGTGTGGCTGTCCGTGTGCCTGTGTGCCGTGGTGCTGGGCCAGTGCCAGAGAGAGACAGCCGAGAAGAACGACTACTACCGGGTGC

CCCACTACTGGGATGCCTGCAGCAGAGCCCTGCCCGACCAGACCCGGTACAAATACGTGGAGCAGCTCGTGGACCTGACCCTGAACTACCACTACGACGCCA

GCCACGGCCTGGACAACTTCGACGTGCTGAAGCGGATCAACGTGACCGAGGTGTCCCTGCTGATCAGCGACTTCCGGCGGCAGAACAGAAGAGGCGGCACCA

ACAAGCGGACCACCTTCAACGCCGCTGGCTCTCTGGCCCCTCACGCCAGATCCCTGGAATTCAGCGTGCGGCTGTTCGCCAACTGATAACGTTGCATCCTGC

AGGATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGA

TTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGA

AGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGCCACGTTTAAACGCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTAC

TGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAA

ATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCT

ACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGAC

CTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGGCTGCACCGGTGCGT

CAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGC

GGAGATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGGCAAAGCCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACG

AAATCTGACGCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCTGGCGGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTT

TCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCGGGTAGGCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTATGC

ACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAAGACATGCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTG

GTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACTGCGCTCCTCCAAGCCAGTTACCTCGG

TTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGAAAAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAGACCAAAACGATCTCAA

GAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTT

TTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTATTAGAAAAATTCATCCAGCAGACGATAAAACGCAATA

CGCTGGCTATCCGGTGCCGCAATGCCATACAGCACCAGAAAACGATCCGCCCATTCGCCGCCCAGTTCTTCCGCAATATCACGGGTGGCCAGCGCAATATCC

TGATAACGATCCGCCACGCCCAGACGGCCGCAATCAATAAAGCCGCTAAAACGGCCATTTTCCACCATAATGTTCGGCAGGCACGCATCACCATGGGTCACC

ACCAGATCTTCGCCATCCGGCATGCTCGCTTTCAGACGCGCAAACAGCTCTGCCGGTGCCAGGCCCTGATGTTCTTCATCCAGATCATCCTGATCCACCAGG

CCCGCTTCCATACGGGTACGCGCACGTTCAATACGATGTTTCGCCTGATGATCAAACGGACAGGTCGCCGGGTCCAGGGTATGCAGACGACGCATGGCATCC

GCCATAATGCTCACTTTTTCTGCCGGCGCCAGATGGCTAGACAGCAGATCCTGACCCGGCACTTCGCCCAGCAGCAGCCAATCACGGCCCGCTTCGGTCACC

ACATCCAGCACCGCCGCACACGGAACACCGGTGGTGGCCAGCCAGCTCAGACGCGCCGCTTCATCCTGCAGCTCGTTCAGCGCACCGCTCAGATCGGTTTTC

ACAAACAGCACCGGACGACCCTGCGCGCTCAGACGAAACACCGCCGCATCAGAGCAGCCAATGGTCTGCTGCGCCCAATCATAGCCAAACAGACGTTCCACC

CACGCTGCCGGGCTACCCGCATGCAGGCCATCCTGTTCAATCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGA

TACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAAT

TCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTG

GCCGCTACAGGGCGCTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGTTTCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGG

ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACACGCGTAATACGACTCACTATAG; 
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ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGC

GGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGG

AGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGG

AAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCG

TCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCAGGATGTATACGCGG

TTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAGTCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTG

GAGCATATCCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAG

GGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCT

GGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTA

TCAGTCCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAAGTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGG

TCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTACATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAACTGCTGG

TTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGT

GGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGA

TAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGAGA

TCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCATTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATG

AGGCTAAGGAGGTGCGTGAAGCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGAAGCCGATGTAGACTTGATGT

TACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTC

CGCAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGG

AACCATACCATGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATTGTGTACAACGAACGTG

AGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGCGCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCG

AATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCG

CCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTGTATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCG

CAGTCACCAAAAAAGATCTAGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAGGGCTGGACGTCAATGCCAGAA

CTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAG

CCATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCA

CACAAGTCTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAAAAATGAGAACGACGAATCCGA

AAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAAGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAG

ATTACAAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACG

CACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACACTGACTGCCA

AGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCC

AGAATAAGGCAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTG

AAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCACTGTTC

CGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAAC

TGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGC

CTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAAAAGT

TGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATG

ACATAATATTTGTTAATGTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCATGTTGACCAAGAAAGCTTGTC

TGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTT

CCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTT

CATCAACCTTGACCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAG

GAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCG

AAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGT

TGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCAGTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAG

ATCGACTAACCCAATCATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGAAATGGGAAATGACTCTCA

AGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGA

GTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAA

TTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAG

AGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAA

TTACTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGT

ATATTCATCCAAGGAAGTATCTCGTGGAAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAACAACCAC

CACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCC
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ACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTAT

CCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTGGCGCGACCGG

TGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACAAGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAG

TTTCCACCCCGCCAGGCGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTGG

TCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTT

CCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCC

CGCGCCTCGACCAAGAAAAAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACA

TGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGT

ATTCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTA

TTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGA

AACACTCCTATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCTGCCACAAAAAGAAATTGCAATG

TCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAG

AAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATA

TGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGG

TGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACAC

TGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTG

AGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCAT

CAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCG

CAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAG

ACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCG

TGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGG

CATTGCATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAG

TTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGT

CTAGTCCGCCAAGATGAGGCCTGGCCTGCCCTCCTACCTGATCATCCTGGCCGTGTGCCTGTTCAGCCACCTGCTGTCCAGCAGATACGGCGCCGAGGCCGT

GAGCGAGCCCCTGGACAAGGCTTTCCACCTGCTGCTGAACACCTACGGCAGACCCATCCGGTTTCTGCGGGAGAACACCACCCAGTGCACCTACAACAGCAG

CCTGCGGAACAGCACCGTCGTGAGAGAGAACGCCATCAGCTTCAACTTTTTCCAGAGCTACAACCAGTACTACGTGTTCCACATGCCCAGATGCCTGTTTGC

CGGCCCTCTGGCCGAGCAGTTCCTGAACCAGGTGGACCTGACCGAGACACTGGAAAGATACCAGCAGCGGCTGAATACCTACGCCCTGGTGTCCAAGGACCT

GGCCAGCTACCGGTCCTTTAGCCAGCAGCTCAAGGCTCAGGATAGCCTCGGCGAGCAGCCTACCACCGTGCCCCCTCCCATCGACCTGAGCATCCCCCACGT

GTGGATGCCTCCCCAGACCACCCCTCACGGCTGGACCGAGAGCCACACCACCTCCGGCCTGCACAGACCCCACTTCAACCAGACCTGCATCCTGTTCGACGG

CCACGACCTGCTGTTTAGCACCGTGACCCCCTGCCTGCACCAGGGCTTCTACCTGATCGACGAGCTGAGATACGTGAAGATCACCCTGACCGAGGATTTCTT

CGTGGTCACCGTGTCCATCGACGACGACACCCCCATGCTGCTGATCTTCGGCCACCTGCCCAGAGTGCTGTTCAAGGCCCCCTACCAGCGGGACAACTTCAT

CCTGCGGCAGACCGAGAAGCACGAGCTGCTGGTGCTGGTCAAGAAGGACCAGCTGAACCGGCACTCCTACCTGAAGGACCCCGACTTCCTGGACGCCGCCCT

GGACTTCAACTACCTGGACCTGAGCGCCCTGCTGAGAAACAGCTTCCACAGATACGCCGTGGACGTGCTGAAGTCCGGACGGTGCCAGATGCTCGATCGGCG

GACCGTGGAGATGGCCTTCGCCTATGCCCTCGCCCTGTTCGCCGCTGCCAGACAGGAAGAGGCTGGCGCCCAGGTGTCAGTGCCCAGAGCCCTGGATAGACA

GGCCGCCCTGCTGCAGATCCAGGAATTCATGATCACCTGCCTGAGCCAGACCCCCCCTAGAACCACCCTGCTGCTGTACCCCACAGCCGTGGATCTGGCCAA

GAGGGCCCTGTGGACCCCCAACCAGATCACCGACATCACAAGCCTCGTGCGGCTCGTGTACATCCTGAGCAAGCAGAACCAGCAGCACCTGATCCCCCAGTG

GGCCCTGAGACAGATCGCCGACTTCGCCCTGAAGCTGCACAAGACCCATCTGGCCAGCTTTCTGAGCGCCTTCGCCAGGCAGGAACTGTACCTGATGGGCAG

CCTGGTCCACAGCATGCTGGTGCATACCACCGAGCGGCGGGAGATCTTCATCGTGGAGACAGGCCTGTGTAGCCTGGCCGAGCTGTCCCACTTTACCCAGCT

GCTGGCCCACCCTCACCACGAGTACCTGAGCGACCTGTACACCCCCTGCAGCAGCAGCGGCAGACGGGACCACAGCCTGGAACGGCTGACCAGACTGTTCCC

CGATGCCACCGTGCCTGCTACAGTGCCTGCCGCCCTGTCCATCCTGTCCACCATGCAGCCCAGCACCCTGGAAACCTTCCCCGACCTGTTCTGCCTGCCCCT

GGGCGAGAGCTTTAGCGCCCTGACCGTGTCCGAGCACGTGTCCTACATCGTGACCAATCAGTACCTGATCAAGGGCATCAGCTACCCCGTGTCCACCACAGT

CGTGGGCCAGAGCCTGATCATCACCCAGACCGACAGCCAGACCAAGTGCGAGCTGACCCGGAACATGCACACCACACACAGCATCACCGTGGCCCTGAACAT

CAGCCTGGAAAACTGCGCTTTCTGTCAGTCTGCCCTGCTGGAATACGACGATACCCAGGGCGTGATCAACATCATGTACATGCACGACAGCGACGACGTGCT

GTTCGCCCTGGACCCCTACAACGAGGTGGTGGTGTCCAGCCCCCGGACCCACTACCTGATGCTGCTGAAGAACGGCACCGTGCTGGAAGTGACCGACGTGGT

GGTGGACGCCACCGACAGCAGACTGCTGATGATGAGCGTGTACGCCCTGAGCGCCATCATCGGCATCTACCTGCTGTACCGGATGCTGAAAACCTGCTGATA

ATCTAGAGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGTGCAGAAGGCCCGACTGCGGCTTCAGCTTCAG

CCCTGGACCCGTGATCCTGCTGTGGTGCTGCCTGCTGCTGCCTATCGTGTCCTCTGCCGCCGTGTCTGTGGCCCCTACAGCCGCCGAGAAGGTGCCAGCCGA

GTGCCCCGAGCTGACCAGAAGATGCCTGCTGGGCGAGGTGTTCGAGGGCGACAAGTACGAGAGCTGGCTGCGGCCCCTGGTCAACGTGACCGGCAGAGATGG

CCCCCTGAGCCAGCTGATCCGGTACAGACCCGTGACCCCCGAGGCCGCCAATAGCGTGCTGCTGGACGAGGCCTTCCTGGATACCCTGGCCCTGCTGTACAA

CAACCCCGACCAGCTGAGAGCCCTGCTGACCCTGCTGTCCAGCGACACCGCCCCCAGATGGATGACCGTGATGCGGGGCTACAGCGAGTGTGGAGATGGCAG

CCCTGCCGTGTACACCTGCGTGGACGACCTGTGCAGAGGCTACGACCTGACCAGACTGAGCTACGGCCGGTCCATCTTCACAGAGCACGTGCTGGGCTTCGA
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GCTGGTGCCCCCCAGCCTGTTCAACGTGGTGGTGGCCATCCGGAACGAGGCCACCAGAACCAACAGAGCCGTGCGGCTGCCTGTGTCTACAGCCGCTGCACC

TGAGGGCATCACACTGTTCTACGGCCTGTACAACGCCGTGAAAGAGTTCTGCCTCCGGCACCAGCTGGATCCCCCCCTGCTGAGACACCTGGACAAGTACTA

CGCCGGCCTGCCCCCAGAGCTGAAGCAGACCAGAGTGAACCTGCCCGCCCACAGCAGATATGGCCCTCAGGCCGTGGACGCCAGATGATAACGCCGGCGGCC

CCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGAGCCCCAAGGACCTGACCCCCTTCCTGACAACCCTGTGGCTGC

TCCTGGGCCATAGCAGAGTGCCTAGAGTGCGGGCCGAGGAATGCTGCGAGTTCATCAACGTGAACCACCCCCCCGAGCGGTGCTACGACTTCAAGATGTGCA

ACCGGTTCACCGTGGCCCTGAGATGCCCCGACGGCGAAGTGTGCTACAGCCCCGAGAAAACCGCCGAGATCCGGGGCATCGTGACCACCATGACCCACAGCC

TGACCCGGCAGGTGGTGCACAACAAGCTGACCAGCTGCAACTACAACCCCCTGTACCTGGAAGCCGACGGCCGGATCAGATGCGGCAAAGTGAACGACAAGG

CCCAGTACCTGCTGGGAGCCGCCGGAAGCGTGCCCTACCGGTGGATCAACCTGGAATACGACAAGATCACCCGGATCGTGGGCCTGGACCAGTACCTGGAAA

GCGTGAAGAAGCACAAGCGGCTGGACGTGTGCAGAGCCAAGATGGGCTACATGCTGCAGTGATAAGGCGCGCCAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATA

AGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCC

TAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGC

GACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTG

CCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGG

ATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAA

AACACGATAATATGCTGCGGCTGCTGCTGAGACACCACTTCCACTGCCTGCTGCTGTGTGCCGTGTGGGCCACCCCTTGTCTGGCCAGCCCTTGGAGCACCC

TGACCGCCAACCAGAACCCTAGCCCCCCTTGGTCCAAGCTGACCTACAGCAAGCCCCACGACGCCGCCACCTTCTACTGCCCCTTTCTGTACCCCAGCCCTC

CCAGAAGCCCCCTGCAGTTCAGCGGCTTCCAGAGAGTGTCCACCGGCCCTGAGTGCCGGAACGAGACACTGTACCTGCTGTACAACCGGGAGGGCCAGACAC

TGGTGGAGCGGAGCAGCACCTGGGTGAAAAAAGTGATCTGGTATCTGAGCGGCCGGAACCAGACCATCCTGCAGCGGATGCCCAGAACCGCCAGCAAGCCCA

GCGACGGCAACGTGCAGATCAGCGTGGAGGACGCCAAAATCTTCGGAGCCCACATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTGAGATTCGTGGTCAACGACGGCA

CCAGATATCAGATGTGCGTGATGAAGCTGGAAAGCTGGGCCCACGTGTTCCGGGACTACTCCGTGAGCTTCCAGGTCCGGCTGACCTTCACCGAGGCCAACA

ACCAGACCTACACCTTCTGCACCCACCCCAACCTGATCGTGTGATAAGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATACCCCCTCCCTGATTTGCAACTTAGAAGCAAC

GCAAACCAGATCAATAGTAGGTGTGACATACCAGTCGCATCTTGATCAAGCACTTCTGTATCCCCGGACCGAGTATCAATAGACTGTGCACACGGTTGAAGG

AGAAAACGTCCGTTACCCGGCTAACTACTTCGAGAAGCCTAGTAACGCCATTGAAGTTGCAGAGTGTTTCGCTCAGCACTCCCCCCGTGTAGATCAGGTCGA

TGAGTCACCGCATTCCCCACGGGCGACCGTGGCGGTGGCTGCGTTGGCGGCCTGCCTATGGGGTAACCCATAGGACGCTCTAATACGGACATGGCGTGAAGA

GTCTATTGAGCTAGTTAGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCTAACTGCGGAGCACATACCCTTAATCCAAAGGGCAGTGTGTCGTAACGGGCAA

CTCTGCAGCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCTTTTTATTCTTGTATTGGCTGCTTATGGTGACAATTAAAGAATTGTTACCATATAGCTATTGG

ATTGGCCATCCAGTGTCAAACAGAGCTATTGTATATCTCTTTGTTGGATTCACACCTCTCACTCTTGAAACGTTACACACCCTCAATTACATTATACTGCTG

AACACGAAGCGCATATGCGGCTGTGCAGAGTGTGGCTGTCCGTGTGCCTGTGTGCCGTGGTGCTGGGCCAGTGCCAGAGAGAGACAGCCGAGAAGAACGACT

ACTACCGGGTGCCCCACTACTGGGATGCCTGCAGCAGAGCCCTGCCCGACCAGACCCGGTACAAATACGTGGAGCAGCTCGTGGACCTGACCCTGAACTACC

ACTACGACGCCAGCCACGGCCTGGACAACTTCGACGTGCTGAAGCGGATCAACGTGACCGAGGTGTCCCTGCTGATCAGCGACTTCCGGCGGCAGAACAGAA

GAGGCGGCACCAACAAGCGGACCACCTTCAACGCCGCTGGCTCTCTGGCCCCTCACGCCAGATCCCTGGAATTCAGCGTGCGGCTGTTCGCCAACTGATAAC

GTTGCATCCTGCAGGATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTCTTTTCTT

TTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGAC

CTGGGCATCCGAAGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGCCACGTTTAAACGCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACAC

CCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGC

TTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCA

ACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTT

CACGAGGCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGGCT

GCACCGGTGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCT

TACGAACGGGGCGGAGATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGGCAAAGCCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTG

ACAAGCATCACGAAATCTGACGCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCTGGCGGCTCCCTCGTGCGCTCTCC

TGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCGGGTAGGCAGTTCGCTCCAAGC

TGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAAGACATGCAAAAGCACCACTGG

CAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACTGCGCTCCTCCAAGC

CAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGAAAAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAGACCA

AAACGATCTCAAGAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTC

ACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTATTAGAAAAATTCATCCAGCAGACGA

TAAAACGCAATACGCTGGCTATCCGGTGCCGCAATGCCATACAGCACCAGAAAACGATCCGCCCATTCGCCGCCCAGTTCTTCCGCAATATCACGGGTGGCC

AGCGCAATATCCTGATAACGATCCGCCACGCCCAGACGGCCGCAATCAATAAAGCCGCTAAAACGGCCATTTTCCACCATAATGTTCGGCAGGCACGCATCA

CCATGGGTCACCACCAGATCTTCGCCATCCGGCATGCTCGCTTTCAGACGCGCAAACAGCTCTGCCGGTGCCAGGCCCTGATGTTCTTCATCCAGATCATCC

TGATCCACCAGGCCCGCTTCCATACGGGTACGCGCACGTTCAATACGATGTTTCGCCTGATGATCAAACGGACAGGTCGCCGGGTCCAGGGTATGCAGACGA
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CGCATGGCATCCGCCATAATGCTCACTTTTTCTGCCGGCGCCAGATGGCTAGACAGCAGATCCTGACCCGGCACTTCGCCCAGCAGCAGCCAATCACGGCCC

GCTTCGGTCACCACATCCAGCACCGCCGCACACGGAACACCGGTGGTGGCCAGCCAGCTCAGACGCGCCGCTTCATCCTGCAGCTCGTTCAGCGCACCGCTC

AGATCGGTTTTCACAAACAGCACCGGACGACCCTGCGCGCTCAGACGAAACACCGCCGCATCAGAGCAGCCAATGGTCTGCTGCGCCCAATCATAGCCAAAC

AGACGTTCCACCCACGCTGCCGGGCTACCCGCATGCAGGCCATCCTGTTCAATCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGT

CTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTAAATTGTAAGCGTTAATA

TTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGA

TAGGGTTGAGTGGCCGCTACAGGGCGCTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGTTTCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCT

GGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACACGCGTAATACGACTCACTATAG; 

ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGC

GGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGG

AGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGG

AAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCG

TCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCAGGATGTATACGCGG

TTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAGTCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTG

GAGCATATCCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAG

GGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCT

GGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTA

TCAGTCCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAAGTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGG

TCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTACATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAACTGCTGG

TTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGT

GGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGA

TAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGAGA

TCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCATTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATG

AGGCTAAGGAGGTGCGTGAAGCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGAAGCCGATGTAGACTTGATGT

TACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTC

CGCAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGG

AACCATACCATGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATTGTGTACAACGAACGTG

AGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGCGCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCG

AATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCG

CCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTGTATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCG

CAGTCACCAAAAAAGATCTAGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAGGGCTGGACGTCAATGCCAGAA

CTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAG

CCATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCA

CACAAGTCTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAAAAATGAGAACGACGAATCCGA

AAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAAGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAG

ATTACAAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACG

CACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACACTGACTGCCA

AGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCC

AGAATAAGGCAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTG

AAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCACTGTTC

CGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAAC

TGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGC

CTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAAAAGT

TGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATG

ACATAATATTTGTTAATGTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCATGTTGACCAAGAAAGCTTGTC

TGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTT

CCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTT

CATCAACCTTGACCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAG

GAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCG

AAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGT
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TGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCAGTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAG

ATCGACTAACCCAATCATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGAAATGGGAAATGACTCTCA

AGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGA

GTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAA

TTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAG

AGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAA

TTACTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGT

ATATTCATCCAAGGAAGTATCTCGTGGAAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAACAACCAC

CACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCC

ACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTAT

CCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTGGCGCGACCGG

TGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACAAGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAG

TTTCCACCCCGCCAGGCGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTGG

TCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTT

CCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCC

CGCGCCTCGACCAAGAAAAAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACA

TGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGT

ATTCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTA

TTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGA

AACACTCCTATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCTGCCACAAAAAGAAATTGCAATG

TCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAG

AAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATA

TGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGG

TGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACAC

TGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTG

AGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCAT

CAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCG

CAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAG

ACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCG

TGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGG

CATTGCATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAG

TTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGT

CTAGTCCGCCAAGATGAGGCCTGGCCTGCCCTCCTACCTGATCATCCTGGCCGTGTGCCTGTTCAGCCACCTGCTGTCCAGCAGATACGGCGCCGAGGCCGT

GAGCGAGCCCCTGGACAAGGCTTTCCACCTGCTGCTGAACACCTACGGCAGACCCATCCGGTTTCTGCGGGAGAACACCACCCAGTGCACCTACAACAGCAG

CCTGCGGAACAGCACCGTCGTGAGAGAGAACGCCATCAGCTTCAACTTTTTCCAGAGCTACAACCAGTACTACGTGTTCCACATGCCCAGATGCCTGTTTGC

CGGCCCTCTGGCCGAGCAGTTCCTGAACCAGGTGGACCTGACCGAGACACTGGAAAGATACCAGCAGCGGCTGAATACCTACGCCCTGGTGTCCAAGGACCT

GGCCAGCTACCGGTCCTTTAGCCAGCAGCTCAAGGCTCAGGATAGCCTCGGCGAGCAGCCTACCACCGTGCCCCCTCCCATCGACCTGAGCATCCCCCACGT

GTGGATGCCTCCCCAGACCACCCCTCACGGCTGGACCGAGAGCCACACCACCTCCGGCCTGCACAGACCCCACTTCAACCAGACCTGCATCCTGTTCGACGG

CCACGACCTGCTGTTTAGCACCGTGACCCCCTGCCTGCACCAGGGCTTCTACCTGATCGACGAGCTGAGATACGTGAAGATCACCCTGACCGAGGATTTCTT

CGTGGTCACCGTGTCCATCGACGACGACACCCCCATGCTGCTGATCTTCGGCCACCTGCCCAGAGTGCTGTTCAAGGCCCCCTACCAGCGGGACAACTTCAT

CCTGCGGCAGACCGAGAAGCACGAGCTGCTGGTGCTGGTCAAGAAGGACCAGCTGAACCGGCACTCCTACCTGAAGGACCCCGACTTCCTGGACGCCGCCCT

GGACTTCAACTACCTGGACCTGAGCGCCCTGCTGAGAAACAGCTTCCACAGATACGCCGTGGACGTGCTGAAGTCCGGACGGTGCCAGATGCTCGATCGGCG

GACCGTGGAGATGGCCTTCGCCTATGCCCTCGCCCTGTTCGCCGCTGCCAGACAGGAAGAGGCTGGCGCCCAGGTGTCAGTGCCCAGAGCCCTGGATAGACA

GGCCGCCCTGCTGCAGATCCAGGAATTCATGATCACCTGCCTGAGCCAGACCCCCCCTAGAACCACCCTGCTGCTGTACCCCACAGCCGTGGATCTGGCCAA

GAGGGCCCTGTGGACCCCCAACCAGATCACCGACATCACAAGCCTCGTGCGGCTCGTGTACATCCTGAGCAAGCAGAACCAGCAGCACCTGATCCCCCAGTG

GGCCCTGAGACAGATCGCCGACTTCGCCCTGAAGCTGCACAAGACCCATCTGGCCAGCTTTCTGAGCGCCTTCGCCAGGCAGGAACTGTACCTGATGGGCAG

CCTGGTCCACAGCATGCTGGTGCATACCACCGAGCGGCGGGAGATCTTCATCGTGGAGACAGGCCTGTGTAGCCTGGCCGAGCTGTCCCACTTTACCCAGCT

GCTGGCCCACCCTCACCACGAGTACCTGAGCGACCTGTACACCCCCTGCAGCAGCAGCGGCAGACGGGACCACAGCCTGGAACGGCTGACCAGACTGTTCCC

CGATGCCACCGTGCCTGCTACAGTGCCTGCCGCCCTGTCCATCCTGTCCACCATGCAGCCCAGCACCCTGGAAACCTTCCCCGACCTGTTCTGCCTGCCCCT

GGGCGAGAGCTTTAGCGCCCTGACCGTGTCCGAGCACGTGTCCTACATCGTGACCAATCAGTACCTGATCAAGGGCATCAGCTACCCCGTGTCCACCACAGT

CGTGGGCCAGAGCCTGATCATCACCCAGACCGACAGCCAGACCAAGTGCGAGCTGACCCGGAACATGCACACCACACACAGCATCACCGTGGCCCTGAACAT
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CAGCCTGGAAAACTGCGCTTTCTGTCAGTCTGCCCTGCTGGAATACGACGATACCCAGGGCGTGATCAACATCATGTACATGCACGACAGCGACGACGTGCT

GTTCGCCCTGGACCCCTACAACGAGGTGGTGGTGTCCAGCCCCCGGACCCACTACCTGATGCTGCTGAAGAACGGCACCGTGCTGGAAGTGACCGACGTGGT

GGTGGACGCCACCGACAGCAGACTGCTGATGATGAGCGTGTACGCCCTGAGCGCCATCATCGGCATCTACCTGCTGTACCGGATGCTGAAAACCTGCTGATA

ATCTAGAGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGTGCAGAAGGCCCGACTGCGGCTTCAGCTTCAG

CCCTGGACCCGTGATCCTGCTGTGGTGCTGCCTGCTGCTGCCTATCGTGTCCTCTGCCGCCGTGTCTGTGGCCCCTACAGCCGCCGAGAAGGTGCCAGCCGA

GTGCCCCGAGCTGACCAGAAGATGCCTGCTGGGCGAGGTGTTCGAGGGCGACAAGTACGAGAGCTGGCTGCGGCCCCTGGTCAACGTGACCGGCAGAGATGG

CCCCCTGAGCCAGCTGATCCGGTACAGACCCGTGACCCCCGAGGCCGCCAATAGCGTGCTGCTGGACGAGGCCTTCCTGGATACCCTGGCCCTGCTGTACAA

CAACCCCGACCAGCTGAGAGCCCTGCTGACCCTGCTGTCCAGCGACACCGCCCCCAGATGGATGACCGTGATGCGGGGCTACAGCGAGTGTGGAGATGGCAG

CCCTGCCGTGTACACCTGCGTGGACGACCTGTGCAGAGGCTACGACCTGACCAGACTGAGCTACGGCCGGTCCATCTTCACAGAGCACGTGCTGGGCTTCGA

GCTGGTGCCCCCCAGCCTGTTCAACGTGGTGGTGGCCATCCGGAACGAGGCCACCAGAACCAACAGAGCCGTGCGGCTGCCTGTGTCTACAGCCGCTGCACC

TGAGGGCATCACACTGTTCTACGGCCTGTACAACGCCGTGAAAGAGTTCTGCCTCCGGCACCAGCTGGATCCCCCCCTGCTGAGACACCTGGACAAGTACTA

CGCCGGCCTGCCCCCAGAGCTGAAGCAGACCAGAGTGAACCTGCCCGCCCACAGCAGATATGGCCCTCAGGCCGTGGACGCCAGATGATAACGCCGGCGGCC

CCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGAGCCCCAAGGACCTGACCCCCTTCCTGACAACCCTGTGGCTGC

TCCTGGGCCATAGCAGAGTGCCTAGAGTGCGGGCCGAGGAATGCTGCGAGTTCATCAACGTGAACCACCCCCCCGAGCGGTGCTACGACTTCAAGATGTGCA

ACCGGTTCACCGTGGCCCTGAGATGCCCCGACGGCGAAGTGTGCTACAGCCCCGAGAAAACCGCCGAGATCCGGGGCATCGTGACCACCATGACCCACAGCC

TGACCCGGCAGGTGGTGCACAACAAGCTGACCAGCTGCAACTACAACCCCCTGTACCTGGAAGCCGACGGCCGGATCAGATGCGGCAAAGTGAACGACAAGG

CCCAGTACCTGCTGGGAGCCGCCGGAAGCGTGCCCTACCGGTGGATCAACCTGGAATACGACAAGATCACCCGGATCGTGGGCCTGGACCAGTACCTGGAAA

GCGTGAAGAAGCACAAGCGGCTGGACGTGTGCAGAGCCAAGATGGGCTACATGCTGCAGTGATAAGGCGCGCCGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGA

ATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGCTGCGGCTGCTGCTGAGACACCACTTCCACTGCCTGCTGCTGTGTGCCGTGTGGGCCACCCCTTGTCTG

GCCAGCCCTTGGAGCACCCTGACCGCCAACCAGAACCCTAGCCCCCCTTGGTCCAAGCTGACCTACAGCAAGCCCCACGACGCCGCCACCTTCTACTGCCCC

TTTCTGTACCCCAGCCCTCCCAGAAGCCCCCTGCAGTTCAGCGGCTTCCAGAGAGTGTCCACCGGCCCTGAGTGCCGGAACGAGACACTGTACCTGCTGTAC

AACCGGGAGGGCCAGACACTGGTGGAGCGGAGCAGCACCTGGGTGAAAAAAGTGATCTGGTATCTGAGCGGCCGGAACCAGACCATCCTGCAGCGGATGCCC

AGAACCGCCAGCAAGCCCAGCGACGGCAACGTGCAGATCAGCGTGGAGGACGCCAAAATCTTCGGAGCCCACATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTGAGA

TTCGTGGTCAACGACGGCACCAGATATCAGATGTGCGTGATGAAGCTGGAAAGCTGGGCCCACGTGTTCCGGGACTACTCCGTGAGCTTCCAGGTCCGGCTG

ACCTTCACCGAGGCCAACAACCAGACCTACACCTTCTGCACCCACCCCAACCTGATCGTGTGATAAGCGGCCGCGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTG

AATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGCGGCTGTGCAGAGTGTGGCTGTCCGTGTGCCTGTGTGCCGTGGTGCTGGGCCAGTGCCAGAGAGAGAC

AGCCGAGAAGAACGACTACTACCGGGTGCCCCACTACTGGGATGCCTGCAGCAGAGCCCTGCCCGACCAGACCCGGTACAAATACGTGGAGCAGCTCGTGGA

CCTGACCCTGAACTACCACTACGACGCCAGCCACGGCCTGGACAACTTCGACGTGCTGAAGCGGATCAACGTGACCGAGGTGTCCCTGCTGATCAGCGACTT

CCGGCGGCAGAACAGAAGAGGCGGCACCAACAAGCGGACCACCTTCAACGCCGCTGGCTCTCTGGCCCCTCACGCCAGATCCCTGGAATTCAGCGTGCGGCT

GTTCGCCAACTGATAACGTTGCATCCTGCAGGATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTAT

TTTATTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGCATGGCATCTCCA

CCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGCCACGTTTAAACGCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTG

AATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATT

TTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCA

AAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGA

GTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTG

GCAGGAGAAAAAAGGCTGCACCGGTGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGC

GGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGCGGAGATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGGCAAAGCCGTTTTTCCA

TAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGAAATCTGACGCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCTGGCGGC

TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCGGGTA

GGCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAAGACA

TGCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTG

ACTGCGCTCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGAAAAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAG

AGATTACGCGCAGACCAAAACGATCTCAAGAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGAT

TATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTATTAGAAAA

ATTCATCCAGCAGACGATAAAACGCAATACGCTGGCTATCCGGTGCCGCAATGCCATACAGCACCAGAAAACGATCCGCCCATTCGCCGCCCAGTTCTTCCG

CAATATCACGGGTGGCCAGCGCAATATCCTGATAACGATCCGCCACGCCCAGACGGCCGCAATCAATAAAGCCGCTAAAACGGCCATTTTCCACCATAATGT

TCGGCAGGCACGCATCACCATGGGTCACCACCAGATCTTCGCCATCCGGCATGCTCGCTTTCAGACGCGCAAACAGCTCTGCCGGTGCCAGGCCCTGATGTT

CTTCATCCAGATCATCCTGATCCACCAGGCCCGCTTCCATACGGGTACGCGCACGTTCAATACGATGTTTCGCCTGATGATCAAACGGACAGGTCGCCGGGT

CCAGGGTATGCAGACGACGCATGGCATCCGCCATAATGCTCACTTTTTCTGCCGGCGCCAGATGGCTAGACAGCAGATCCTGACCCGGCACTTCGCCCAGCA

GCAGCCAATCACGGCCCGCTTCGGTCACCACATCCAGCACCGCCGCACACGGAACACCGGTGGTGGCCAGCCAGCTCAGACGCGCCGCTTCATCCTGCAGCT
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CGTTCAGCGCACCGCTCAGATCGGTTTTCACAAACAGCACCGGACGACCCTGCGCGCTCAGACGAAACACCGCCGCATCAGAGCAGCCAATGGTCTGCTGCG

CCCAATCATAGCCAAACAGACGTTCCACCCACGCTGCCGGGCTACCCGCATGCAGGCCATCCTGTTCAATCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCA

TTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTA

AATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATC

AAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGGCCGCTACAGGGCGCTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGTTTCGGTGCGGGCCTCT

TCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACACGCGTAATACGACTCACTATA

G; 

ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGC

GGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGG

AGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGG

AAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCG

TCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCAGGATGTATACGCGG

TTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAGTCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTG

GAGCATATCCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAG

GGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCT

GGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTA

TCAGTCCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAAGTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGG

TCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTACATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAACTGCTGG

TTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGT

GGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGA

TAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGAGA

TCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCATTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATG

AGGCTAAGGAGGTGCGTGAAGCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGAAGCCGATGTAGACTTGATGT

TACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTC

CGCAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGG

AACCATACCATGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATTGTGTACAACGAACGTG

AGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGCGCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCG

AATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCG

CCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTGTATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCG

CAGTCACCAAAAAAGATCTAGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAGGGCTGGACGTCAATGCCAGAA

CTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAG

CCATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCA

CACAAGTCTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAAAAATGAGAACGACGAATCCGA

AAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAAGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAG

ATTACAAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACG

CACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACACTGACTGCCA

AGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCC

AGAATAAGGCAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTG

AAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCACTGTTC

CGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAAC

TGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGC

CTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAAAAGT

TGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATG

ACATAATATTTGTTAATGTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCATGTTGACCAAGAAAGCTTGTC

TGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTT

CCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTT

CATCAACCTTGACCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAG

GAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCG

AAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGT

TGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCAGTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAG
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ATCGACTAACCCAATCATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGAAATGGGAAATGACTCTCA

AGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGA

GTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAA

TTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAG

AGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAA

TTACTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGT

ATATTCATCCAAGGAAGTATCTCGTGGAAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAACAACCAC

CACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCC

ACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTAT

CCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTGGCGCGACCGG

TGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACAAGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAG

TTTCCACCCCGCCAGGCGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTGG

TCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTT

CCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCC

CGCGCCTCGACCAAGAAAAAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACA

TGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGT

ATTCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTA

TTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGA

AACACTCCTATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCTGCCACAAAAAGAAATTGCAATG

TCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAG

AAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATA

TGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGG

TGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACAC

TGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTG

AGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCAT

CAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCG

CAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAG

ACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCG

TGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGG

CATTGCATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAG

TTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGT

CTAGTCCGCCAAGATGAGGCCTGGCCTGCCCTCCTACCTGATCATCCTGGCCGTGTGCCTGTTCAGCCACCTGCTGTCCAGCAGATACGGCGCCGAGGCCGT

GAGCGAGCCCCTGGACAAGGCTTTCCACCTGCTGCTGAACACCTACGGCAGACCCATCCGGTTTCTGCGGGAGAACACCACCCAGTGCACCTACAACAGCAG

CCTGCGGAACAGCACCGTCGTGAGAGAGAACGCCATCAGCTTCAACTTTTTCCAGAGCTACAACCAGTACTACGTGTTCCACATGCCCAGATGCCTGTTTGC

CGGCCCTCTGGCCGAGCAGTTCCTGAACCAGGTGGACCTGACCGAGACACTGGAAAGATACCAGCAGCGGCTGAATACCTACGCCCTGGTGTCCAAGGACCT

GGCCAGCTACCGGTCCTTTAGCCAGCAGCTCAAGGCTCAGGATAGCCTCGGCGAGCAGCCTACCACCGTGCCCCCTCCCATCGACCTGAGCATCCCCCACGT

GTGGATGCCTCCCCAGACCACCCCTCACGGCTGGACCGAGAGCCACACCACCTCCGGCCTGCACAGACCCCACTTCAACCAGACCTGCATCCTGTTCGACGG

CCACGACCTGCTGTTTAGCACCGTGACCCCCTGCCTGCACCAGGGCTTCTACCTGATCGACGAGCTGAGATACGTGAAGATCACCCTGACCGAGGATTTCTT

CGTGGTCACCGTGTCCATCGACGACGACACCCCCATGCTGCTGATCTTCGGCCACCTGCCCAGAGTGCTGTTCAAGGCCCCCTACCAGCGGGACAACTTCAT

CCTGCGGCAGACCGAGAAGCACGAGCTGCTGGTGCTGGTCAAGAAGGACCAGCTGAACCGGCACTCCTACCTGAAGGACCCCGACTTCCTGGACGCCGCCCT

GGACTTCAACTACCTGGACCTGAGCGCCCTGCTGAGAAACAGCTTCCACAGATACGCCGTGGACGTGCTGAAGTCCGGACGGTGCCAGATGCTCGATCGGCG

GACCGTGGAGATGGCCTTCGCCTATGCCCTCGCCCTGTTCGCCGCTGCCAGACAGGAAGAGGCTGGCGCCCAGGTGTCAGTGCCCAGAGCCCTGGATAGACA

GGCCGCCCTGCTGCAGATCCAGGAATTCATGATCACCTGCCTGAGCCAGACCCCCCCTAGAACCACCCTGCTGCTGTACCCCACAGCCGTGGATCTGGCCAA

GAGGGCCCTGTGGACCCCCAACCAGATCACCGACATCACAAGCCTCGTGCGGCTCGTGTACATCCTGAGCAAGCAGAACCAGCAGCACCTGATCCCCCAGTG

GGCCCTGAGACAGATCGCCGACTTCGCCCTGAAGCTGCACAAGACCCATCTGGCCAGCTTTCTGAGCGCCTTCGCCAGGCAGGAACTGTACCTGATGGGCAG

CCTGGTCCACAGCATGCTGGTGCATACCACCGAGCGGCGGGAGATCTTCATCGTGGAGACAGGCCTGTGTAGCCTGGCCGAGCTGTCCCACTTTACCCAGCT

GCTGGCCCACCCTCACCACGAGTACCTGAGCGACCTGTACACCCCCTGCAGCAGCAGCGGCAGACGGGACCACAGCCTGGAACGGCTGACCAGACTGTTCCC

CGATGCCACCGTGCCTGCTACAGTGCCTGCCGCCCTGTCCATCCTGTCCACCATGCAGCCCAGCACCCTGGAAACCTTCCCCGACCTGTTCTGCCTGCCCCT

GGGCGAGAGCTTTAGCGCCCTGACCGTGTCCGAGCACGTGTCCTACATCGTGACCAATCAGTACCTGATCAAGGGCATCAGCTACCCCGTGTCCACCACAGT

CGTGGGCCAGAGCCTGATCATCACCCAGACCGACAGCCAGACCAAGTGCGAGCTGACCCGGAACATGCACACCACACACAGCATCACCGTGGCCCTGAACAT

CAGCCTGGAAAACTGCGCTTTCTGTCAGTCTGCCCTGCTGGAATACGACGATACCCAGGGCGTGATCAACATCATGTACATGCACGACAGCGACGACGTGCT
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GTTCGCCCTGGACCCCTACAACGAGGTGGTGGTGTCCAGCCCCCGGACCCACTACCTGATGCTGCTGAAGAACGGCACCGTGCTGGAAGTGACCGACGTGGT

GGTGGACGCCACCGACTGATAATCTAGAGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGTGCAGAAGGCC

CGACTGCGGCTTCAGCTTCAGCCCTGGACCCGTGATCCTGCTGTGGTGCTGCCTGCTGCTGCCTATCGTGTCCTCTGCCGCCGTGTCTGTGGCCCCTACAGC

CGCCGAGAAGGTGCCAGCCGAGTGCCCCGAGCTGACCAGAAGATGCCTGCTGGGCGAGGTGTTCGAGGGCGACAAGTACGAGAGCTGGCTGCGGCCCCTGGT

CAACGTGACCGGCAGAGATGGCCCCCTGAGCCAGCTGATCCGGTACAGACCCGTGACCCCCGAGGCCGCCAATAGCGTGCTGCTGGACGAGGCCTTCCTGGA

TACCCTGGCCCTGCTGTACAACAACCCCGACCAGCTGAGAGCCCTGCTGACCCTGCTGTCCAGCGACACCGCCCCCAGATGGATGACCGTGATGCGGGGCTA

CAGCGAGTGTGGAGATGGCAGCCCTGCCGTGTACACCTGCGTGGACGACCTGTGCAGAGGCTACGACCTGACCAGACTGAGCTACGGCCGGTCCATCTTCAC

AGAGCACGTGCTGGGCTTCGAGCTGGTGCCCCCCAGCCTGTTCAACGTGGTGGTGGCCATCCGGAACGAGGCCACCAGAACCAACAGAGCCGTGCGGCTGCC

TGTGTCTACAGCCGCTGCACCTGAGGGCATCACACTGTTCTACGGCCTGTACAACGCCGTGAAAGAGTTCTGCCTCCGGCACCAGCTGGATCCCCCCCTGCT

GAGACACCTGGACAAGTACTACGCCGGCCTGCCCCCAGAGCTGAAGCAGACCAGAGTGAACCTGCCCGCCCACAGCAGATATGGCCCTCAGGCCGTGGACGC

CAGATGATAACGCCGGCGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGAGCCCCAAGGACCTGACCCCCT

TCCTGACAACCCTGTGGCTGCTCCTGGGCCATAGCAGAGTGCCTAGAGTGCGGGCCGAGGAATGCTGCGAGTTCATCAACGTGAACCACCCCCCCGAGCGGT

GCTACGACTTCAAGATGTGCAACCGGTTCACCGTGGCCCTGAGATGCCCCGACGGCGAAGTGTGCTACAGCCCCGAGAAAACCGCCGAGATCCGGGGCATCG

TGACCACCATGACCCACAGCCTGACCCGGCAGGTGGTGCACAACAAGCTGACCAGCTGCAACTACAACCCCCTGTACCTGGAAGCCGACGGCCGGATCAGAT

GCGGCAAAGTGAACGACAAGGCCCAGTACCTGCTGGGAGCCGCCGGAAGCGTGCCCTACCGGTGGATCAACCTGGAATACGACAAGATCACCCGGATCGTGG

GCCTGGACCAGTACCTGGAAAGCGTGAAGAAGCACAAGCGGCTGGACGTGTGCAGAGCCAAGATGGGCTACATGCTGCAGTGATAAGGCGCGCCAACGTTAC

TGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCC

TGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTG

AAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGC

AAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCA

GAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGG

GGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATATGCTGCGGCTGCTGCTGAGACACCACTTCCACTGCCTGCTGCTGTGTGCCGTGTGGGCCACCCCTTGTC

TGGCCAGCCCTTGGAGCACCCTGACCGCCAACCAGAACCCTAGCCCCCCTTGGTCCAAGCTGACCTACAGCAAGCCCCACGACGCCGCCACCTTCTACTGCC

CCTTTCTGTACCCCAGCCCTCCCAGAAGCCCCCTGCAGTTCAGCGGCTTCCAGAGAGTGTCCACCGGCCCTGAGTGCCGGAACGAGACACTGTACCTGCTGT

ACAACCGGGAGGGCCAGACACTGGTGGAGCGGAGCAGCACCTGGGTGAAAAAAGTGATCTGGTATCTGAGCGGCCGGAACCAGACCATCCTGCAGCGGATGC

CCAGAACCGCCAGCAAGCCCAGCGACGGCAACGTGCAGATCAGCGTGGAGGACGCCAAAATCTTCGGAGCCCACATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTGA

GATTCGTGGTCAACGACGGCACCAGATATCAGATGTGCGTGATGAAGCTGGAAAGCTGGGCCCACGTGTTCCGGGACTACTCCGTGAGCTTCCAGGTCCGGC

TGACCTTCACCGAGGCCAACAACCAGACCTACACCTTCTGCACCCACCCCAACCTGATCGTGTGATAAGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATACCCCCTCCCT

GATTTGCAACTTAGAAGCAACGCAAACCAGATCAATAGTAGGTGTGACATACCAGTCGCATCTTGATCAAGCACTTCTGTATCCCCGGACCGAGTATCAATA

GACTGTGCACACGGTTGAAGGAGAAAACGTCCGTTACCCGGCTAACTACTTCGAGAAGCCTAGTAACGCCATTGAAGTTGCAGAGTGTTTCGCTCAGCACTC

CCCCCGTGTAGATCAGGTCGATGAGTCACCGCATTCCCCACGGGCGACCGTGGCGGTGGCTGCGTTGGCGGCCTGCCTATGGGGTAACCCATAGGACGCTCT

AATACGGACATGGCGTGAAGAGTCTATTGAGCTAGTTAGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCTAACTGCGGAGCACATACCCTTAATCCAAAGG

GCAGTGTGTCGTAACGGGCAACTCTGCAGCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCTTTTTATTCTTGTATTGGCTGCTTATGGTGACAATTAAAGAA

TTGTTACCATATAGCTATTGGATTGGCCATCCAGTGTCAAACAGAGCTATTGTATATCTCTTTGTTGGATTCACACCTCTCACTCTTGAAACGTTACACACC

CTCAATTACATTATACTGCTGAACACGAAGCGCATATGCGGCTGTGCAGAGTGTGGCTGTCCGTGTGCCTGTGTGCCGTGGTGCTGGGCCAGTGCCAGAGAG

AGACAGCCGAGAAGAACGACTACTACCGGGTGCCCCACTACTGGGATGCCTGCAGCAGAGCCCTGCCCGACCAGACCCGGTACAAATACGTGGAGCAGCTCG

TGGACCTGACCCTGAACTACCACTACGACGCCAGCCACGGCCTGGACAACTTCGACGTGCTGAAGCGGATCAACGTGACCGAGGTGTCCCTGCTGATCAGCG

ACTTCCGGCGGCAGAACAGAAGAGGCGGCACCAACAAGCGGACCACCTTCAACGCCGCTGGCTCTCTGGCCCCTCACGCCAGATCCCTGGAATTCAGCGTGC

GGCTGTTCGCCAACTGATAACGTTGCATCCTGCAGGATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTT

TTATTTTATTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGCATGGCATC

TCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGCCACGTTTAAACGCTAGAGCAAGACGTTTCCC

GTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGA

GATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAA

AGCAAAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGT

ATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCA

TGTGGCAGGAGAAAAAAGGCTGCACCGGTGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGA

CTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGCGGAGATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGGCAAAGCCGTTTT

TCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGAAATCTGACGCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCTGG

CGGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCG

GGTAGGCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAA

GACATGCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTT
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GGTGACTGCGCTCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGAAAAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAG

CAAGAGATTACGCGCAGACCAAAACGATCTCAAGAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATG

AGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTATTAG

AAAAATTCATCCAGCAGACGATAAAACGCAATACGCTGGCTATCCGGTGCCGCAATGCCATACAGCACCAGAAAACGATCCGCCCATTCGCCGCCCAGTTCT

TCCGCAATATCACGGGTGGCCAGCGCAATATCCTGATAACGATCCGCCACGCCCAGACGGCCGCAATCAATAAAGCCGCTAAAACGGCCATTTTCCACCATA

ATGTTCGGCAGGCACGCATCACCATGGGTCACCACCAGATCTTCGCCATCCGGCATGCTCGCTTTCAGACGCGCAAACAGCTCTGCCGGTGCCAGGCCCTGA

TGTTCTTCATCCAGATCATCCTGATCCACCAGGCCCGCTTCCATACGGGTACGCGCACGTTCAATACGATGTTTCGCCTGATGATCAAACGGACAGGTCGCC

GGGTCCAGGGTATGCAGACGACGCATGGCATCCGCCATAATGCTCACTTTTTCTGCCGGCGCCAGATGGCTAGACAGCAGATCCTGACCCGGCACTTCGCCC

AGCAGCAGCCAATCACGGCCCGCTTCGGTCACCACATCCAGCACCGCCGCACACGGAACACCGGTGGTGGCCAGCCAGCTCAGACGCGCCGCTTCATCCTGC

AGCTCGTTCAGCGCACCGCTCAGATCGGTTTTCACAAACAGCACCGGACGACCCTGCGCGCTCAGACGAAACACCGCCGCATCAGAGCAGCCAATGGTCTGC

TGCGCCCAATCATAGCCAAACAGACGTTCCACCCACGCTGCCGGGCTACCCGCATGCAGGCCATCCTGTTCAATCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGA

AGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCA

CCTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATA

AATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGGCCGCTACAGGGCGCTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGTTTCGGTGCGGGC

CTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACACGCGTAATACGACTCACT

ATAG; 및

ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGC

GGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGAAACGG

AGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGG

AAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCG

TCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCAGGATGTATACGCGG

TTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAGTCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTG

GAGCATATCCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAG

GGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCT

GGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTA

TCAGTCCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAAGTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGG

TCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTACATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAACTGCTGG

TTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGT

GGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGA

TAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGAGA

TCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCATTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATG

AGGCTAAGGAGGTGCGTGAAGCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGAAGCCGATGTAGACTTGATGT

TACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTC

CGCAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGG

AACCATACCATGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATTGTGTACAACGAACGTG

AGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGCGCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCG

AATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCG

CCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTGTATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCG

CAGTCACCAAAAAAGATCTAGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAGGGCTGGACGTCAATGCCAGAA

CTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAG

CCATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCA

CACAAGTCTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAAAAATGAGAACGACGAATCCGA

AAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAAGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAG

ATTACAAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACG

CACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACACTGACTGCCA

AGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCC

AGAATAAGGCAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTG

AAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCACTGTTC

CGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAAC

TGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGC
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CTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAAAAGT

TGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATG

ACATAATATTTGTTAATGTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCATGTTGACCAAGAAAGCTTGTC

TGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTT

CCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTT

CATCAACCTTGACCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAG

GAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCG

AAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGT

TGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCAGTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAG

ATCGACTAACCCAATCATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGAAATGGGAAATGACTCTCA

AGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGA

GTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAA

TTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAG

AGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAA

TTACTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGT

ATATTCATCCAAGGAAGTATCTCGTGGAAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAACAACCAC

CACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCC

ACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTAT

CCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTGGCGCGACCGG

TGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACAAGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAG

TTTCCACCCCGCCAGGCGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTGG

TCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTT

CCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCC

CGCGCCTCGACCAAGAAAAAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACA

TGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGT

ATTCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTA

TTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGA

AACACTCCTATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCTGCCACAAAAAGAAATTGCAATG

TCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAG

AAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATA

TGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGG

TGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACAC

TGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTG

AGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCAT

CAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCG

CAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAG

ACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCG

TGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGG

CATTGCATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAG

TTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGT

CTAGTCCGCCAAGATGAGGCCTGGCCTGCCCTCCTACCTGATCATCCTGGCCGTGTGCCTGTTCAGCCACCTGCTGTCCAGCAGATACGGCGCCGAGGCCGT

GAGCGAGCCCCTGGACAAGGCTTTCCACCTGCTGCTGAACACCTACGGCAGACCCATCCGGTTTCTGCGGGAGAACACCACCCAGTGCACCTACAACAGCAG

CCTGCGGAACAGCACCGTCGTGAGAGAGAACGCCATCAGCTTCAACTTTTTCCAGAGCTACAACCAGTACTACGTGTTCCACATGCCCAGATGCCTGTTTGC

CGGCCCTCTGGCCGAGCAGTTCCTGAACCAGGTGGACCTGACCGAGACACTGGAAAGATACCAGCAGCGGCTGAATACCTACGCCCTGGTGTCCAAGGACCT

GGCCAGCTACCGGTCCTTTAGCCAGCAGCTCAAGGCTCAGGATAGCCTCGGCGAGCAGCCTACCACCGTGCCCCCTCCCATCGACCTGAGCATCCCCCACGT

GTGGATGCCTCCCCAGACCACCCCTCACGGCTGGACCGAGAGCCACACCACCTCCGGCCTGCACAGACCCCACTTCAACCAGACCTGCATCCTGTTCGACGG

CCACGACCTGCTGTTTAGCACCGTGACCCCCTGCCTGCACCAGGGCTTCTACCTGATCGACGAGCTGAGATACGTGAAGATCACCCTGACCGAGGATTTCTT

CGTGGTCACCGTGTCCATCGACGACGACACCCCCATGCTGCTGATCTTCGGCCACCTGCCCAGAGTGCTGTTCAAGGCCCCCTACCAGCGGGACAACTTCAT

CCTGCGGCAGACCGAGAAGCACGAGCTGCTGGTGCTGGTCAAGAAGGACCAGCTGAACCGGCACTCCTACCTGAAGGACCCCGACTTCCTGGACGCCGCCCT

GGACTTCAACTACCTGGACCTGAGCGCCCTGCTGAGAAACAGCTTCCACAGATACGCCGTGGACGTGCTGAAGTCCGGACGGTGCCAGATGCTCGATCGGCG

GACCGTGGAGATGGCCTTCGCCTATGCCCTCGCCCTGTTCGCCGCTGCCAGACAGGAAGAGGCTGGCGCCCAGGTGTCAGTGCCCAGAGCCCTGGATAGACA
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GGCCGCCCTGCTGCAGATCCAGGAATTCATGATCACCTGCCTGAGCCAGACCCCCCCTAGAACCACCCTGCTGCTGTACCCCACAGCCGTGGATCTGGCCAA

GAGGGCCCTGTGGACCCCCAACCAGATCACCGACATCACAAGCCTCGTGCGGCTCGTGTACATCCTGAGCAAGCAGAACCAGCAGCACCTGATCCCCCAGTG

GGCCCTGAGACAGATCGCCGACTTCGCCCTGAAGCTGCACAAGACCCATCTGGCCAGCTTTCTGAGCGCCTTCGCCAGGCAGGAACTGTACCTGATGGGCAG

CCTGGTCCACAGCATGCTGGTGCATACCACCGAGCGGCGGGAGATCTTCATCGTGGAGACAGGCCTGTGTAGCCTGGCCGAGCTGTCCCACTTTACCCAGCT

GCTGGCCCACCCTCACCACGAGTACCTGAGCGACCTGTACACCCCCTGCAGCAGCAGCGGCAGACGGGACCACAGCCTGGAACGGCTGACCAGACTGTTCCC

CGATGCCACCGTGCCTGCTACAGTGCCTGCCGCCCTGTCCATCCTGTCCACCATGCAGCCCAGCACCCTGGAAACCTTCCCCGACCTGTTCTGCCTGCCCCT

GGGCGAGAGCTTTAGCGCCCTGACCGTGTCCGAGCACGTGTCCTACATCGTGACCAATCAGTACCTGATCAAGGGCATCAGCTACCCCGTGTCCACCACAGT

CGTGGGCCAGAGCCTGATCATCACCCAGACCGACAGCCAGACCAAGTGCGAGCTGACCCGGAACATGCACACCACACACAGCATCACCGTGGCCCTGAACAT

CAGCCTGGAAAACTGCGCTTTCTGTCAGTCTGCCCTGCTGGAATACGACGATACCCAGGGCGTGATCAACATCATGTACATGCACGACAGCGACGACGTGCT

GTTCGCCCTGGACCCCTACAACGAGGTGGTGGTGTCCAGCCCCCGGACCCACTACCTGATGCTGCTGAAGAACGGCACCGTGCTGGAAGTGACCGACGTGGT

GGTGGACGCCACCGACGGCAGCGGATCTGGGTCCCACCATCACCATCACCATTGATAATCTAGAGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTA

CGACATAGTCTAGTCCGCCAAGATGTGCAGAAGGCCCGACTGCGGCTTCAGCTTCAGCCCTGGACCCGTGATCCTGCTGTGGTGCTGCCTGCTGCTGCCTAT

CGTGTCCTCTGCCGCCGTGTCTGTGGCCCCTACAGCCGCCGAGAAGGTGCCAGCCGAGTGCCCCGAGCTGACCAGAAGATGCCTGCTGGGCGAGGTGTTCGA

GGGCGACAAGTACGAGAGCTGGCTGCGGCCCCTGGTCAACGTGACCGGCAGAGATGGCCCCCTGAGCCAGCTGATCCGGTACAGACCCGTGACCCCCGAGGC

CGCCAATAGCGTGCTGCTGGACGAGGCCTTCCTGGATACCCTGGCCCTGCTGTACAACAACCCCGACCAGCTGAGAGCCCTGCTGACCCTGCTGTCCAGCGA

CACCGCCCCCAGATGGATGACCGTGATGCGGGGCTACAGCGAGTGTGGAGATGGCAGCCCTGCCGTGTACACCTGCGTGGACGACCTGTGCAGAGGCTACGA

CCTGACCAGACTGAGCTACGGCCGGTCCATCTTCACAGAGCACGTGCTGGGCTTCGAGCTGGTGCCCCCCAGCCTGTTCAACGTGGTGGTGGCCATCCGGAA

CGAGGCCACCAGAACCAACAGAGCCGTGCGGCTGCCTGTGTCTACAGCCGCTGCACCTGAGGGCATCACACTGTTCTACGGCCTGTACAACGCCGTGAAAGA

GTTCTGCCTCCGGCACCAGCTGGATCCCCCCCTGCTGAGACACCTGGACAAGTACTACGCCGGCCTGCCCCCAGAGCTGAAGCAGACCAGAGTGAACCTGCC

CGCCCACAGCAGATATGGCCCTCAGGCCGTGGACGCCAGATGATAACGCCGGCGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCT

AGTCCGCCAAGATGAGCCCCAAGGACCTGACCCCCTTCCTGACAACCCTGTGGCTGCTCCTGGGCCATAGCAGAGTGCCTAGAGTGCGGGCCGAGGAATGCT

GCGAGTTCATCAACGTGAACCACCCCCCCGAGCGGTGCTACGACTTCAAGATGTGCAACCGGTTCACCGTGGCCCTGAGATGCCCCGACGGCGAAGTGTGCT

ACAGCCCCGAGAAAACCGCCGAGATCCGGGGCATCGTGACCACCATGACCCACAGCCTGACCCGGCAGGTGGTGCACAACAAGCTGACCAGCTGCAACTACA

ACCCCCTGTACCTGGAAGCCGACGGCCGGATCAGATGCGGCAAAGTGAACGACAAGGCCCAGTACCTGCTGGGAGCCGCCGGAAGCGTGCCCTACCGGTGGA

TCAACCTGGAATACGACAAGATCACCCGGATCGTGGGCCTGGACCAGTACCTGGAAAGCGTGAAGAAGCACAAGCGGCTGGACGTGTGCAGAGCCAAGATGG

GCTACATGCTGCAGTGATAAGGCGCGCCAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCC

GTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAA

TGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCT

CTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTC

CTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTC

GAGGTTAAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATATGCTGCGGCTGCTGCTGAGACACCACTTCCACT

GCCTGCTGCTGTGTGCCGTGTGGGCCACCCCTTGTCTGGCCAGCCCTTGGAGCACCCTGACCGCCAACCAGAACCCTAGCCCCCCTTGGTCCAAGCTGACCT

ACAGCAAGCCCCACGACGCCGCCACCTTCTACTGCCCCTTTCTGTACCCCAGCCCTCCCAGAAGCCCCCTGCAGTTCAGCGGCTTCCAGAGAGTGTCCACCG

GCCCTGAGTGCCGGAACGAGACACTGTACCTGCTGTACAACCGGGAGGGCCAGACACTGGTGGAGCGGAGCAGCACCTGGGTGAAAAAAGTGATCTGGTATC

TGAGCGGCCGGAACCAGACCATCCTGCAGCGGATGCCCAGAACCGCCAGCAAGCCCAGCGACGGCAACGTGCAGATCAGCGTGGAGGACGCCAAAATCTTCG

GAGCCCACATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTGAGATTCGTGGTCAACGACGGCACCAGATATCAGATGTGCGTGATGAAGCTGGAAAGCTGGGCCCACG

TGTTCCGGGACTACTCCGTGAGCTTCCAGGTCCGGCTGACCTTCACCGAGGCCAACAACCAGACCTACACCTTCTGCACCCACCCCAACCTGATCGTGTGAT

AAGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATACCCCCTCCCTGATTTGCAACTTAGAAGCAACGCAAACCAGATCAATAGTAGGTGTGACATACCAGTCGCATCTTGA

TCAAGCACTTCTGTATCCCCGGACCGAGTATCAATAGACTGTGCACACGGTTGAAGGAGAAAACGTCCGTTACCCGGCTAACTACTTCGAGAAGCCTAGTAA

CGCCATTGAAGTTGCAGAGTGTTTCGCTCAGCACTCCCCCCGTGTAGATCAGGTCGATGAGTCACCGCATTCCCCACGGGCGACCGTGGCGGTGGCTGCGTT

GGCGGCCTGCCTATGGGGTAACCCATAGGACGCTCTAATACGGACATGGCGTGAAGAGTCTATTGAGCTAGTTAGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTA

ATCCTAACTGCGGAGCACATACCCTTAATCCAAAGGGCAGTGTGTCGTAACGGGCAACTCTGCAGCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCTTTTTA

TTCTTGTATTGGCTGCTTATGGTGACAATTAAAGAATTGTTACCATATAGCTATTGGATTGGCCATCCAGTGTCAAACAGAGCTATTGTATATCTCTTTGTT

GGATTCACACCTCTCACTCTTGAAACGTTACACACCCTCAATTACATTATACTGCTGAACACGAAGCGCATATGCGGCTGTGCAGAGTGTGGCTGTCCGTGT

GCCTGTGTGCCGTGGTGCTGGGCCAGTGCCAGAGAGAGACAGCCGAGAAGAACGACTACTACCGGGTGCCCCACTACTGGGATGCCTGCAGCAGAGCCCTGC

CCGACCAGACCCGGTACAAATACGTGGAGCAGCTCGTGGACCTGACCCTGAACTACCACTACGACGCCAGCCACGGCCTGGACAACTTCGACGTGCTGAAGC

GGATCAACGTGACCGAGGTGTCCCTGCTGATCAGCGACTTCCGGCGGCAGAACAGAAGAGGCGGCACCAACAAGCGGACCACCTTCAACGCCGCTGGCTCTC

TGGCCCCTCACGCCAGATCCCTGGAATTCAGCGTGCGGCTGTTCGCCAACTGATAACGTTGCATCCTGCAGGATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACAT

AGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGG

AGAGCCACGTTTAAACGCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATG
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ATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCA

CGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCA

CTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTA

TGTTGGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGGCTGCACCGGTGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCT

TCCTCGCTCACTGACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGCGGAGATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTT

AACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGGCAAAGCCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGAAATCTGACGCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACC

CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCTGGCGGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGTTATGGCC

GCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCGGGTAGGCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGCCT

TATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAAGACATGCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCA

TGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACTGCGCTCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGAA

AAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAGACCAAAACGATCTCAAGAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAG

TGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAA

AGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTATTAGAAAAATTCATCCAGCAGACGATAAAACGCAATACGCTGGCTATCCGGTGCCGCAATGCCATACAGC

ACCAGAAAACGATCCGCCCATTCGCCGCCCAGTTCTTCCGCAATATCACGGGTGGCCAGCGCAATATCCTGATAACGATCCGCCACGCCCAGACGGCCGCAA

TCAATAAAGCCGCTAAAACGGCCATTTTCCACCATAATGTTCGGCAGGCACGCATCACCATGGGTCACCACCAGATCTTCGCCATCCGGCATGCTCGCTTTC

AGACGCGCAAACAGCTCTGCCGGTGCCAGGCCCTGATGTTCTTCATCCAGATCATCCTGATCCACCAGGCCCGCTTCCATACGGGTACGCGCACGTTCAATA

CGATGTTTCGCCTGATGATCAAACGGACAGGTCGCCGGGTCCAGGGTATGCAGACGACGCATGGCATCCGCCATAATGCTCACTTTTTCTGCCGGCGCCAGA

TGGCTAGACAGCAGATCCTGACCCGGCACTTCGCCCAGCAGCAGCCAATCACGGCCCGCTTCGGTCACCACATCCAGCACCGCCGCACACGGAACACCGGTG

GTGGCCAGCCAGCTCAGACGCGCCGCTTCATCCTGCAGCTCGTTCAGCGCACCGCTCAGATCGGTTTTCACAAACAGCACCGGACGACCCTGCGCGCTCAGA

CGAAACACCGCCGCATCAGAGCAGCCAATGGTCTGCTGCGCCCAATCATAGCCAAACAGACGTTCCACCCACGCTGCCGGGCTACCCGCATGCAGGCCATCC

TGTTCAATCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAA

ATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTT

TTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGGCCGCTACAGGGCGCTCCCATTCGCCATTCAGG

CTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGTTTCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCC

AGGGTTTTCCCAGTCACACGCGTAATACGACTCACTATAG  으로  구성된 그룹으로부터 선택된 폴리뉴클레오티드 서열에 의해

암호화된 것을 특징으로 하는 자가 복제 RNA 분자.

청구항 4 

제 1항 내지 제 3항 중 어느 한 항의 자가 복제 RNA 분자와, 리포솜, 폴리머 나노입자 또는 수중유 양이온성 나

노에멀젼으로부터 선택된 전달 시스템을 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 5 

제 4항에 있어서, 전달 시스템은 수중유 양이온성 나노에멀젼인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 6 

제 4항에 있어서, 전달 시스템은 리포솜인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

삭제

청구항 11 
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삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

등록특허 10-2162111

- 20 -



삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 
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삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

이 출원은 2010년 10월 11일 출원된, 미국 가특허 출원 번호 61/391, 960의 이익을 주장하며, 이것의 전체 교시[0002]

내용은 본원에 참고로 포함된다. 

배 경 기 술

배경기술[0003]

헤르페스바이러스는 널리 퍼져있고 최악의 경우에, 주로 면역력이 약화된 개인 (예를 들어, 이식 수령체 및[0004]

HIV-감염된 개인)에서, 실질적인 발병률 및 사망률로 이어질 수 있는 사람에서 다양한 질환을 유발한다. 사람은

적어도 8 가지의 헤르페스바이러스에 의한 감염에 민감하다. 단순 헤르페스바이러스-1 (Herpes simplex virus-

1; HSV-1, HHV-1), 단순 헤르페스바이러스-2 (Herpes simplex virus-2; HSV-2, HHV-2) 및 수두 대상 포진 바이

러스  (Varicella  zoster  virus;  VZV,  HHV-3)는  알파-서브패밀리  바이러스이고,  시토메갈로바이러스

(cytomegalovirus; CMV, HHV-5) 및 로세올로바이러스 (Roseolovirus; HHV-6 및 HHV-7)는 베타-서브패밀리 바이

러스이고,  엡스타인-바 바이러스 (Epstein-Barr  virus;  EBV,  HHV-4)  및 카포시 육종-관련 헤르페스바이러스

(Kaposi's sarcoma-associated herpes virus; KSHV, HHV-8)는 사람을 감염시키는 감마-서브패밀리 바이러스이

다. 

CMV 감염은 면역력이 약화된 개인 (예를 들어, 이식 수령체 및 HIV-감염된 개인)에서 실질적인 발병률 및 사망[0005]

률로 이어지고 선천적 감염은 신생아의 신경 발달에 치명적 결함을 발생시킬 수 있다. CMV 외피 당단백질 gB,

gH, gL, gM 및 gN은 그것들이 바이러스 표면 상에 발현되고 보호 바이러스-중화 체액성 면역 반응을 유도할 수

있기 때문에 매력적인 백신 후보물질을 나타낸다. 일부 CMV 백신 전략은 주요 표면 당단백질 B (gB)를 표적화하

였으며, 이것은 우성 항체 반응을 유발할 수 있다 (Go and Pollard, JID 197: 1631-1633 (2008)). CMV 당단백

질 gB는 중화 항체 반응을 유발할 수 있고, CMV-양성 환자의 혈청에서 섬유아세포의 감염을 중화시키는 항체의

큰 분획은 gB로 향한다 (Britt 1990). 유사하게, gH 및 gM/gN은 자연 감염에 대한 면역 반응의 표적이다 (Urban

et al (1996) J. Gen. Virol. 77 (Pt. 7): 1537-47; Mach et al (2000) J. Virol. 74(24): 11881-92). 

CMV 단백질의 복합체는 또한 그것들이 바이러스의 생활 주기에서 중요한 과정에 수반되는 것으로 보이기 때문에[0006]

매력적인 백신 후보물질이다. 예를 들어, gH/gL/gO 복합체는 섬유아세포 및 상피/내피 세포 유입에 중요한 역할

을 갖는 것으로 보인다. 일반적인 모델은 gH/gL/gO 복합체가 섬유아세포의 감염을 매개한다는 것을 제안한다.

hCMV gO-눌 (null) 돌연변이는 섬유아세포 상에 작은 플라크 및 아주 낮은 역가의 바이러스를 생성하며, 유입시

역할을 나타낸다 (Dunn (2003), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:14223-28; Hobom (2000) J. Virol. 74:7720-

29). 최근 연구는 gO가 gH/gL을 갖는 비리온에 포합되지 않지만, 분자 샤페론 (chaperone)으로 작용할 수도 있

으며,  ER에서 골지체로의 gH/gL  유출 및 비리온에 포함을 증가시킨다는 것을 제안한다 (Ryckman  (2009)  J.

Virol 82:60-70). 파동 추적 실험 (pulse-chase experiment)을 통해, 소량의 gO가 장기간 동안 gH/gL에 결합된

것을 유지하지만 그것이 세포 외 비리온에서 발견되지 않거나 세포 내로부터 분비되지 않기 때문에, 대부분의

gO는 gH/gL/gO 복합체와 분리되고 및/또는 이로부터 분해된다는 것으로 나타났다. gO가 CMV의 임상적 균주 (T

R)로부터 삭제되었을 때 그들 바이러스 입자들은 비리온에 포함된 gH/gL의 양을 크게 감소시켰다. 추가적으로,
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TR 바이러스로부터 삭제된 gO는 또한 상피 및 내피 세포 내로의 유입을 억제하였으며, gH/gL이 또한 상피/내피

세포 유입에 필요하다는 것을 제안한다 (Wille (2010) J. Virol. 84(5):2585-96).

CMV gH/gL은 또한 UL128, UL130, 및 UL131A (여기에서 UL131로 나타남)와 연관될 수 있고 상피 세포, 내피 세[0007]

포, 수지상세포를 포함하는, 다수의 세포 타입으로의 유입에 필요한 펜타머 복합체를 형성한다 (Hahn  et  al

(2004) J. Virol. 78(18): 10023-33; Wang and Shenk (2005) Proc. Natl. Acad. Sci USA 102(50): 18153-8;

Gerna et al (2005). J. Gen. Virol. 84(Pt 6): 1431-6; Ryckman et al (2008) J. Virol. 82:60-70). 반대로,

이 복합체는 섬유아세포의 감염에 필요하지 않다. 연구실 hCMV 분리체는 UL128-UL131 자리에 돌연변이를 갖고

있고, 돌연변이는 배양된 섬유아세포의 단지 몇 번의 계대 후 임상 분리체에서 발생한다 (Akter et al (2003)

J. Gen. Virol. 84(Pt 5): 1117-22). 자연 감염 동안, 펜타머 복합체는 매우 높은 효능으로 상피 세포, 내피

세포 (및 펜타머 복합체가 바이러스의 유입을 매개하는 일부 다른 세포 타입)의 감염을 중화시키는 항체를 유도

한다 (Macagno et al (2010) J. Virol. 84(2): 1005-13). 또한 이 복합체에 대한 항체는 사람 혈청의 상피 세

포의 감염을 중화시키는 능력에 크게 기여하는 것으로 보인다 (Genini et al (2011) J. Clin. Virol. 52(2):

113-8). 

US 5,767,250은 gH 및 gL을 함유하는 특정 CMV 단백질 복합체를 만드는 방법을 개시한다. 복합체는 gH 및 gL이[0008]

동시발현되도록 gH를 암호화하는 DNA 구조 및 gL을 암호화하는 DNA 구조물을 세포 내로 도입함으로써 생성된다. 

WO 2004/076645는 CMV 단백질을 암호화하는 재조합 DNA 분자를 설명한다. 이 문서에 따라, 다른 CMV 단백질을[0009]

암호화하는 별개의 DNA  분자의 조합이 암호화된 CMV  단백질의 동시발현을 유발하도록 세포 내로 도입될 수

있다. gM 및 gN이 이 방법으로 동시발현되었을 때, 그것들은 이황화 결합 복합체를 형성하였다. gM/gN 복합체를

생산하는  DNA  구조물  또는  gB를  암호화하는  DNA  구조물로  면역화된  토끼는  등량의  중화  항체  반응을

생산하였다. 

둘 이상의 헤르페스바이러스 단백질을 암호화하는 핵산에 대한, 같은 세포에서 둘 이상의 헤르페스바이러스 단[0010]

백질을 발현하는 방법에 대한, 및 더 양호한 면역 반응을 생산하는 면역화 방법에 대한 필요가 존재한다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 세포에 둘 이상의 헤르페스 단백질, 특히 생체 내에서 복합체를 형성하는 단백질, 예를 들어, 시토메[0011]

갈로바이러스 (CMV) 단백질의 동시전달을 위한 플랫폼과 관련된다. 한 양태에서, 본 발명은 첫 번째 헤르페스바

이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 첫 번째 서열, 및 두 번째 헤르페스바이러스

(예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 두 번째 서열을 함유하는 재조합 폴리시스트론성 핵산

분자이다.

예를 들어, 본 발명은 a) 헤르페스바이러스의 첫 번째 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 첫 번째 뉴클레오[0012]

티드 서열; 및 b) 헤르페스바이러스로부터 두 번째 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 두 번째 뉴클레오티

드 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 자가 복제 RNA 분자를 제공한다. 첫 번째 뉴클레오티드 서열

및 두 번째 뉴클레오티드 서열은 자가 복제 RNA 분자가 적합한 세포 내로 도입될 때, 첫 번째 및 두 번째 헤르

페스바이러스 단백질 또는 이들의 단편이 첫 번째 및 두 번째 단백질 또는 단편을 함유하는 세포에서 복합체의

형성에 충분한 양으로 생산되도록 하나 이상의 조절 요소와 작동 가능하게 연결된다. 바람직하게, 첫 번째 단백

질 및 두 번째 단백질은 같은 단백질 또는 같은 단백질의 단편이 아니고, 첫 번째 단백질은 두 번째 단백질의

단편이 아니고 두 번째 단백질은 첫 번째 단백질의 단편이 아니다. 첫 번째 뉴클레오티드 서열은 첫 번째 조절

요소와 작동 가능하게 연결될 수 있고 두 번째 뉴클레오티드 서열은 두 번째 조절 요소와 작동 가능하게 연결될

수 있다. 

자가 복제 RNA 분자는 상기 헤르페스바이러스의 세 번째 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 세 번째 뉴클레[0013]

오티드 서열, 임의로 상기 헤르페스바이러스의 네 번째 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 네 번째 뉴클레

오티드 서열; 및 임의로 상기 헤르페스바이러스의 다섯 번째 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 다섯 번째

뉴클레오티드 서열을 추가로 포함할 수 있다. 헤르페스바이러스의 추가적 단백질 또는 단편을 암호화하는 서열

(즉, 세 번째, 네 번째 및 다섯 번째 뉴클레오티드 서열)이 존재할 때, 그것들은 하나 이상의 조절 요소와 작동

가능하게 연결된다. 펜타시스트론성 구조물의 한 예에서, 첫 번째 뉴클레오티드 서열은 첫 번째 조절 요소와 작

동 가능하게 연결되고, 두 번째 뉴클레오티드 서열은 두 번째 조절 요소와 작동 가능하게 연결되고, 세 번째 뉴
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클레오티드 서열은 세 번째 조절 요소와 작동 가능하게 연결되고, 네 번째 뉴클레오티드 서열은 네 번째 조절

요소와 작동 가능하게 연결되고, 다섯 번째 뉴클레오티드 서열은 다섯 번째 조절 요소와 작동 가능하게 연결된

다. 구조물에 존재하는 조절 요소 (예를 들어, 첫 번째, 두 번째, 세 번째, 네 번째 및 다섯 번째 조절 요소)는

서브게놈 프로모터, IRES, 및 바이러스 (예를 들어, FMDV) 2A 부위로 구성된 그룹으로부터 독립적으로 선택될

수 있다. 

헤르페스바이러스는 HSV-1, 1, HSV-2, VZV, EBV 타입 1, EBV 타입 2, CMV, HHV-6 타입 A, HHV-6 타입 B, HHV-7[0014]

및 HHV-8일 수 있다. 일부 구체예에서, 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자 (예를 들어, 자가 복제 RNA)는 이 헤

르페스바이러스 중 어느 하나의 gH 또는 이들의 단편 및 gL 또는 이들의 단편을 암호화한다. 더 특정 구체예에

서, 헤르페스바이러스는 CMV 또는 VZV이다. 

재조합 폴리시스트론성 핵산 분자 (예를 들어, 자가 복제 RNA)가 둘 이상의 VZV 단백질을 암호화할 때, 단백질[0015]

은 gB, gE, gH, gI, gL 및 이들의 단편 (예를 들어, 적어도 10개의 아미노산 중)으로 구성된 그룹으로부터 선택

될 수 있다. 일부 구체예에서, 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자 (예를 들어, 자가 복제 RNA)는 VZV gH 또는 이

들의 단편 및 VZV gL 또는 이들의 단편을 암호화한다. 

특정 예에서, 본 발명은 a) 첫 번째 시토메갈로바이러스 (CMV) 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 첫 번째[0016]

서열; 및 b) 두 번째 CMV 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 두 번째 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를

포함하는 자가 복제 RNA 분자를 제공한다. 첫 번째 서열 및 두 번째 서열은 자가 복제 RNA 분자가 적합한 세포

내로 도입될 때, 첫 번째 및 두 번째 CMV 단백질이 첫 번째 및 두 번째 CMV 단백질 또는 단편을 함유하는 세포

에서 복합체의 형성에 충분한 양으로 생산되도록 하나 이상의 조절 요소와 작동 가능하게 연결된다.

첫 번째 CMV 단백질 및 두 번째 CMV 단백질은 gB, gH, gL; gO; gM, gN; UL128, UL130, UL131, 및 전술된 것들[0017]

중 어느 하나의 단편으로 구성된 그룹으로부터 독립적으로 선택된다. 바람직하게는, 첫 번째 CMV 단백질 및 두

번째 CMV 단백질은 같은 단백질 또는 같은 단백질의 단편이 아니며, 첫 번째, CMV 단백질은 두 번째 CMV 단백질

의 단편이 아니고, 두 번째 CMV 단백질은 첫 번째 CMV 단백질의 단편이 아니다. 원하는 경우, 자가 복제 RNA 분

자는 세 번째 CMV 단백질을 암호화하는 세 번째 서열을 추가로 포함할 수 있으며, 세 번째 서열은 조절 요소와

작동 가능하게 연결된다. 유사하게, 추가적 CMV 단백질을 암호화하는 추가적 서열 (예를 들어, 네 번째 CMV 단

백질을 암호화하는 네 번째 서열, 다섯 번째 CMV 단백질을 암호화하는 다섯 번째 서열)이 포함될 수 있다. 조절

요소는 서브게놈 프로모터, 및 IRES, 및 바이러스 2A 부위로 구성된 그룹으로부터 독립적으로 선택될 수 있다. 

일부 구체예에서, 자가 복제 핵산 분자는 CMV 단백질 gH 및 gL을 암호화한다. 다른 구체예에서, 자가 복제 RNA[0018]

분자는 CMV 단백질 gH, gL, 및 gO를 암호화한다. 다른 구체예에서, 자가 복제 RNA 분자는 CMV 단백질 gH, gL,

UL128, UL130 및 UL131을 암호화한다. 

자가 복제 RNA 분자는 알파바이러스 레플리콘일 수 있다. 이러한 예에서, 알파바이러스 레플리콘은 알파바이러[0019]

스 레플리콘 입자 (VRP)의 형태로 전달될 수 있다. 자가 복제 RNA 분자는 또한 "노출 (naked)" RNA 분자의 형태

일 수 있다. 

본 발명은 여기에 설명된 바와 같dl 자가 복제 RNA 분자를 암호화하는 재조합 DNA 분자와 관련된다. 일부 구체[0020]

예에서, 재조합 DNA 분자는 플라스미드이다. 일부 구체예에서, 재조합 DNA 분자는 암호화된 자가 복제 RNA 분자

의 전사를 구동하는 포유동물 프로모터를 포함한다.

본 발명은 또한 여기에 설명된 바와 같dl 자가 복제 RNA 분자 및 약학적으로 허용 가능한 비히클을 포함하는 조[0021]

성물과 관련된다. 자가 복제 RNA 분자는 "노출"될 수 있다. 일부 구체예에서, 조성물은 CMV 단백질 gH 및 gL을

암호화하는 자가 복제 RNA 분자를 포함한다. 다른 구체예에서, 조성물은 CMV 단백질 gB를 암호화하는 자가 복제

RNA 분자를 더 포함한다. 조성물은 또한 리포솜, 폴리머 나노파티클, 수중유 양이온성 나노에멀젼 또는 이들의

조합과 같은 RNA 전달 시스템을 함유할 수 있다. 예를 들어, 자가 복제 RNA 분자는 리포솜에서 캡슐화될 수 있

다. 

특정 구체예에서, 조성물은 둘 이상의 CMV 단백질을 암호화하는 알파 바이러스 레플리콘을 함유하는 VRP를 포함[0022]

한다. 일부 구체예에서, VRP는 CMV gH 및 gL을 암호화하는 레플리콘을 포함한다. 원하는 경우, 조성물은 CMV gB

를 암호화하는 레플리콘을 함유하는 두 번째 VRP를 추가로 포함할 수 있다. 조성물은 또한 보조제를 포함할 수

있다. 

본 발명은 또한 CMV 단백질 복합체를 형성하는 방법과 관련된다. 일부 구체예에서, 둘 이상의 단백질을 암호화[0023]

하는 자가 복제 RNA가 세포에 전달되고, 세포는 CMV 단백질의 발현에 적합한 조건 하에 유지되며, CMV 단백질
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복합체가 형성된다. 다른 구체예에서, 둘 이상의 CMV 단백질을 암호화하는 자가 복제 RNA를 함유하는 VRP가 세

포에 전달되고, 세포는 CMV 단백질의 발현에 적합한 조건 하에 유지되며, CMV 단백질 복합체가 형성된다. 방법

은 생체 내 세포에서 CMV 단백질 복합체를 형성하기 위해 이용될 수 있다. 

본 발명은 또한 개인의 면역 반응을 유발하는 방법과 관련된다. 일부 구체예에서, 둘 이상의 CMV 단백질을 암호[0024]

화하는 자가 복제 RNA가 개인에게 투여된다. 자가 복제 RNA 분자는 리포솜과 같이, RNA 전달 시스템을 함유하는

조성물로서 투여될 수 있다. 다른 구체예에서, 둘 이상의 CMV 단백질을 암호화하는 자가 복제 RNA를 함유하는

VRP가 개인에게 투여된다. 바람직한 구체예에서, 자가 복제 RNA 분자는 CMV 단백질 gH 및 gL을 암호화한다. 바

람직하게, 유발된 면역 반응은 중화 항-CMV 항체의 생산을 포함한다. 더 바람직하게는, 중화 항체는 보체-독립

적이다. 

본 발명은 또한 세포를 gH 및 gL과 같은 둘 이상의 CMV 단백질을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자와 접촉시키는[0025]

단계를 포함하는, 세포 내로 CMV 유입을 억제하는 방법과 관련된다. 세포는 상피 세포, 내피 세포, 섬유아세포

및 이들의 조합으로 구성된 그룹으로부터 선택될 수 있다. 일부 구체예에서, 세포는 둘 이상의 CMV 단백질을 암

호화하는 자가 복제 RNA를 함유하는 VRP와 접촉된다. 

본 발명은 또한 면역 반응을 유발하기 위해 또는 세포 내로 CMV 유입을 억제하기 위해, 세포의 CMV 단백질 복합[0026]

체를 형성하는 둘 이상의 CMV 단백질을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 (예를 들어, VRP, 자가 복제 RNA 분자

및 리포솜을 포함하는 조성물)의 이용과 관련된다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 표적 세포 내로의 CMV 유입에 수반되는 알려진 당단백질 복합체를 확인하는 CMV의 개략도이다. 외피 당[0027]

단백질은 그것들이 바이러스 표면 상에 발현되고 보호 및 지속성 바이러스-중화 체액 면역 반응을 유발할 수 있

기 때문에 매력적인 백신 후보물질을 대표한다. 이 과정을 매개하는 구조 당단백질은 두 개의 클래스로 분류될

수 있다; 헤르페스바이러스 패밀리를 통해 보존되는 것들 및 그렇지 않은 것들. 보존되는 것들 중에는 gB, gH,

gL, gM 및 gN이 있다. 이 당단백질 중 대부분은 바이러스 표면에 국부화을 용이하게 하고 바이러스의 부착, 유

입  및  세포  융합시  그것들의  기능을  수행하기  위해  서로  복합체를  형성한다  (gH/gL/±gO;

gH/gL/UL128/UL130/UL131; gM/gN).

도 2a-2f는 CMV 구조의 개략도이다. 도 2a, 실시예 1에서 설명된 gB 구조 ("gB FL", 전체 길이 gB; 가용성 gB

"gB sol 750" 및 "gB sol 692")의 개략도. 두 개의 다른 가용성 버전의 gB가 구성되었다; gB sol 750은 막통과

스패닝 (spanning)  도메인 및 세포질 도메인이 없고, gB  sol  692는 또한 소수성 영역이 없고 Reap  et  al.

(2007) Clin. Vacc. Immunol. 14:748-55에 설명된 gB sol과 유사하다. 도 2b, 바이러스 복제 입자 (VRP)를 생

산하기 위해 이용된 gB 레플리콘 벡터의 개략도. 도 2c, 실시예 1에서 설명된 gH 구조 ("gH FL", 전체 길이 gH;

가용성 gH "gH sol")의 개략도. 단일 가용성 버전의 gH가 구성되었으며 이것은 막통과 스패닝 도메인이 없다.

도  2d,  VRP를  생산하기  위해  이용된  gH  레플리콘 벡터의 개략도.  도  2e,  실시예 1에서  설명된 gL  구조의

개략도.  도  2f,  VRP를  생산하기 위해 이용된 gL  레플리콘 벡터의 개략도.  도  2b,  2d  및  2f에서,  "NSP1",

"NSP2", "NSP3", 및 "NSP4"는 각각 바이러스의 복제에 필요한 알파바이러스 비구조 단백질 1-4이다. 

도 3a 및 3b는 gB (FL, sol 750, sol 692) 또는 gH (FL, sol) VRP로 면역화된 마우스가 기니피그 보체의 존재

시 중화시키는 항체 반응을 유발하였다는 것을 나타낸다. ARPE-19 상피 세포의 감염 전에 마우스 혈청 및 기니

피그  보체와  함께  CMV  바이러스  균주  TB40UL32E-GFP  (이것은  향상된  녹색  형광  단백질-GFP를  암호화한다,

Sampaio et al (2005) J. Virol. 79(5):2754-67)를 사전 배양함으로써 중화 검정을 수행하였다. 감염 5일 후,

GFP 양성 세포의 수를 결정하였다. 도 3a, 보체의 존재시 ARPE-19 세포에서 분석된 모든 혈청에 대한 혈청 희석

곡선. 도 3b, 혈청 샘플에 대한 50% 중화 역가. 사전 면역 혈청과 함께 배양된 바이러스는 낮은 희석배수에서

낮은 중화를 수득하였다 (1:40-1:80). gB (FL, sol 750, sol 692) 혈청은 1:1800-1:2100에서 50% 중화 역가로

아주 강한 중화 활성을 갖고 있었다. 모든 gB 면역화된 마우스는 유사한 중화 프로파일을 수득하였다. gH (FL,

sol) 혈청은 약 1:160에서 50% 중화 역가로 중화 활성을 가졌다. 실시예 1 참조.

도 4a는 녹색 형광 단백질 (GFP) 또는 적색 형광 단백질 (mCherry)를 암호화하는 모노시스트론성 레플리콘 및

GFP 및 mCherry를 암호화하는 바이시스트론성 레플리콘의 개략도이다. "NSP1", "NSP2", "NSP3", 및 "NSP4"는

각각 알파바이러스 비구조 단백질 1-4이다. 폴리시스트론성 알파바이러스 레플리콘 시스템은 원하는 유전자를

구동하는 다수의 서브게놈 프로모터를 수용하도록 기존 알파바이러스 레플리콘 시스템을 수정함으로써 설계되었

다.
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도 4b는 모노-및 바이시스트론성 RNA를 함유하는 VRP로 감염된 BHKV 세포의 FACS 분석을 나타내는 형광 발광 플

롯이다. 폴리시스트론성 알파바이러스 VRP는 GFP VRP + mCherry VRP (26.30%)의 동시감염보다, 거의 같은 양으

로 원하는 유전자 둘 다를 발현하는 더 많은 (GFP 및 mCherry; 72.48%) 세포를 수득한다. 실시예 2 참조.

도 5a는 gH/gL 및 gH/gL/gO를 암호화하는 폴리시스트론성 알파바이러스 레플리콘 구조의 개략도이다. 

도 5b는 gH/gL가 시험관 내에서 복합체를 형성한다는 것을 나타낸다. gH, gL, gO, gH/gL 또는 gH/gL/gO를 암호

화하는 레플리콘을 함유하는 VRP가 BHKV 세포에서 생산되었다. 결과의 VRP는 시험관 내에서 복합체 형성을 입증

하기 위해 ARPE-19 세포를 감염시키는데 이용되었다. 알파바이러스 감염된 ARPE-19 세포는 gH 및 gL이 존재하는

동안 수확되었고 분석되었다. gH/gL을 암호화하는 VRP로 감염된 ARPE-19 세포는 gH/gL의 이황화 결합된 복합체

를 생산하였다 (DTT의 부재시, 열 참조). gO는 gH/gL 결합을 검출 가능하게 변화시키지 않았다. 왼쪽 블롯은 gH

단백질의 발현을 나타낸다. 오른쪽 블롯은 gL 단백질의 발현을 나타낸다. 분자량 마커는 블롯들 사이에 표시된

다. ● = 모노머 gH, ●● = 모노머 gL, < = 헤테로다이머 (gH + gL), * = 헤테로다이머의 다이머

도 5c는 VRP로 감염된 BHKV 세포의 gH 및 gH/gL 복합체의 면역 침강을 나타낸다. 면역 침강은 대조군 (레인 2,

4, 7, 및 10)으로 마우스 IgG 항체 또는 gH를 면역 침강하기 위해서 (레인 3, 5, 8, 및 11) 마우스 항-gH 항체

(Genway)를 이용하여 수행되었다. 웨스턴 블롯은 풀 (pool) 토끼 항-gL 항체 및 토끼 항-gH 항체를 이용하여 수

행되었다. 레인 1, 6, 및 9는 참고로 gH 단백질 (75 kDa 정도의 높은 밴드) 및 gL 단백질 (30 kDa 정도의 낮은

밴드)를 나타낸다. 레인 2 및 3은 gH-VRP로 감염된 용해물이다. 레인 2는 대조군 항체가 gH를 면역 침강하지 않

았다는 것을 나타낸다. 레인 3은 항-gH 항체가 gH를 면역 침강했다는 것을 나타낸다. 레인 4 및 5는 gL-VRP만으

로 감염된 용해물이다. gH 단백질은 면역 침강되지 않았다. 레인 7 및 8은 바이시스트론성 gH/gL-VRP로 감염된

용해물이다. 레인 8은 gL이 gH 항체를 이용하여 면역 침강 되었다는 것을 나타낸다. (별표 참조). 레인 10 및

11은 트리시스트론성 gH/gL/gO-VRP로 감염된 용해물이다. 레인 11은 gL이 gH 항체를 이용하여 면역 침강 되었다

는 것을 나타낸다. (별표 참조). 분자량 마커가 또한 나타난다 (MW). 실시예 3 참조.

도 6은 시험관 내에서 gH/gL 복합체 형성에 영향을 미치는 VRP가 gB VRP에 대한 반응보다 질적으로 및 양적으로

우수한 CMV에 대한 효능 있는 면역 반응을 유발한다는 것을 나타낸다. 도 6a 및 도 6b는 보체의 존재시 (도 6a)

또는 부재시 (도 6b)  ARPE-19  세포의 TB40-UL32-EGFP  감염의 중화시 gH, gL,  gO,  gH  +  gL, gH + gL + gO,

gH/gL 및 gH/gL/gO VRP-면역화된 마우스에 대한 혈청 희석 곡석을 나타낸다. 기니피그 보체의 존재시 또는 부재

시 다양한 희석의 혈청은 TB40UL32E-GFP와 함께 사전 배양되었고 ARPE-19 상피 세포에 추가되었다. 바이러스로

감염 5일 후, GFP-양성 세포를 계산하였다. 도 6c는 보체의 존재시 또는 부재시 얻은 50% 중화 역가를 나타내는

그래프이다. "3wp3", 세 번째 면역화 3주 후. 단일 CMV 단백질을 발현하는 VRP (gH, gL, gO VRP 또는 동시투여

된 gH, gL 및 gO VRP)는 gH 단독의 그것 너머로 중화 활성을 향상시키지 않았다. 반대로, 바이시스트론성 gH/gL

또는 트리시스트론성 gH/gL/gO VRP로 면역화된 마우스의 혈청은 효능 있는 중화 반응을 입증하였다. 게다가, 효

능 있는 중화 반응은 기니피그 보체의 존재시 및 부재시 유사하였고, 폴리시스트론성 VRP는 성공적으로 보체-독

립적인 면역 반응을 유발하였다는 것을 나타낸다. 실시예 4 참조.

도 7은 시험관 내에서 gH/gL 복합체 형성에 영향을 미치는 VRP가 MRC-5 섬유아세포의 감염을 효능있게 중화시키

는 항체를 유발하였다는 것을 나타낸다. 도 7a는 보체의 부재시 MRC-5 세포의 gH, gL, gO, gH + gL, gH + gL +

gO, gH/gL 및 gH/gL/gO VRP-면역화된 마우스에 대한 혈청 희석 곡선을 나타낸다. 다양한 희석의 혈청은 기니피

그 보체의 존재시 또는 부재시 TB40GFP로 사전 배양되었고 MRC-5 섬유아세포에 추가되었다. 바이러스로 감염 5

일 후, GFP-양성 세포를 계산하였다. 도 7b는 보체의 부재시 MRC-5 섬유아세포 모델에서 얻은 50% 중화 역가를

나타내는 그래프이다. "3wp3", 세 번째 면역화 3주 후. 단일 CMV 단백질을 발현하는 VRP (gH, gL, gO VRP 또는

동시투여된 gH, gL 및 gO VRP)는 gH 단독의 그것 이상으로 중화 활성을 향상시키지 않았다. 반대로 바이시스트

론성 gH/gL 또는 트리시스트론성 gH/gL/gO VRP로 면역화된 마우스의 혈청은 매우 효능 있는 중화 반응을 입증하

였다. 실시예 4 참조.

도 8a 및 8b는 폴리시스트론성 VRP의 전달에 의해 유발된 중화 항체가 항체를 교차-중화하였다는 것을 나타내는

그래프이다. gH/gL  및 gH/gL/gO  VRP로 면역화된 마우스의 혈청은 IE-1  중화 검정시 기니피그 보체의 부재시

ARPE-19 상피 세포 (도 8a) 및 MRC-5 섬유아세포 (도 8b) 둘 다에서 CMV의 TB4OUL32E-GFP 및 VR1814 임상적 균

주를 중화할 수 있었다. 

도 9는 gH FL/gL에 대하여 유도된 중화 항체가 보체-독립적이고 역가에서 자연 면역력과 유사하다는 것을 나타

내는 그래프이다. 마우스는 1 x 10
6
 IU의 gB FL 또는 gH FL/gL VRP로, 최종 채혈 전 3주 간격으로 3번 면역화되
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었다. 혈청은 중화 검정에서 기니피그 보체의 존재시 및 부재시 ARPE-19 세포의 TB40UL32E-EGFP CMV 감염을 중

화하는 능력에 대하여 분석되었다. gB에 의해 유도된 항체와 달리, gH FL/gL에 의해 유도된 항체는 보체-독립적

이다. 게다가, 이 백신 접종된 마우스에서 gH FL/gL 항체는 자연 감염된 사람 대상체에서 발견된 것들에 대한

역가와 비슷했다. 

도 10은 pVCR 변형된 gH-SGPgL-SGPgO에 대한 플라스미드 지도를 나타낸다. 

도 11은 pVCR 변형된 gH-SGPgL에 대한 플라스미드 지도를 나타낸다. 

도 12는 pVCR 변형된 gH sol-SGPgL에 대한 플라스미드 지도를 나타낸다. 

도 13은 pVCR 변형된 gH sol-SGPgL-SGPgO에 대한 플라스미드 지도를 나타낸다. 

도 14a-14g는 CMV 표면 당단백질 H (gH) 및 CMV 표면 당단백질 L (gL)을 암호화하는 A160 자가 복제 RNA 분자

를 암호화하는 플라스미드의 뉴클레오티드 서열 (SEQ ID NO:83)을 나타낸다. gH 및 gL을 암호화하는 뉴클레오티

드 서열은 밑줄쳐져 있다.

도 15a-15h는 CMV 표면 당단백질 H (gHsol) 및 CMV 표면 당단백질 L (gL)의 가용성 형태를 암호화하는 A322 자

가 복제 RNA 분자를 암호화하는 플라스미드의 뉴클레오티드 서열 (SEQ ID NO:84)을 나타낸다. gHsol 및 gL을 암

호화하는 뉴클레오티드 서열은 밑줄쳐져 있다.

도 16a-16h는 CMV 표면 당단백질 B (gB)를 암호화하는 A323 자가 복제 RNA 분자를 암호화하는 플라스미드의 뉴

클레오티드 서열 (SEQ ID NO:85)을 나타낸다. gB를 암호화하는 뉴클레오티드 서열은 밑줄쳐져 있다.

도 17a 및 도 17b는 VRP 또는 자가 복제 RNA로 면역화된 마우스의 혈청의 50% 중화 역가를 나타내는 막대그래프

이다. 도 17a는 ARPE-19 세포에서 사람 CMV 균주 TB40UL32E-EGFP ("TB40)에 대하여 50% 중화 역가를 나타내고,

도 17b는 ARPE-19 세포에서 사람 CMV 균주 8819에 대하여 50% 중화 역가를 나타낸다. 

도 18은 다섯 개의 CMV 단백질을 암호화하는, 페타시스트론성 RNA 레플리콘, A526(SEQ ID NO:56), A527(SEQ ID

NO:57), A554(SEQ ID NO:65), A555(SEQ ID NO:66) 및 A556(SEQ ID NO:67)의 개략도이다. 서브게놈 프로모터는

화살표로 나타나고, 다른 대조군 요소가 표시된다. 

도 19는 A527 RNA 레플리콘으로 트랜스펙션된 BHKV 세포가 gH/gL/UL128/UL130/UL131 펜타머 복합체를 발현한다

는 것을 나타내는 형광 발광 막대 그래프이다. 펜타머 복합체 상에 존재하는 구조 에피토프와 결합하는 항체를

이용하여 세포 염색을 수행하였다 (Macagno (2010) J. Virol. 84(2): 1005-13).

도 20은 개략도 및 그래프이다. 개략도는 CMV gH 및 gL을 암호화하는, 바이시스트론성 RNA 레플리콘, A160 및

A531-A537을 나타낸다. 그래프는 레플리콘을 함유한 VRP로 면역화된 마우스의 면역 혈청의 중화 활성을 나타낸

다. 

도 21은 VZV 단백질을 암호화하는 모노시스트론성 RNA 레플리콘 또는 VZV gE 및 gI, 또는 gH 및 gL을 암호화하

는 바이시스트론성 RNA 레플리콘으로 면역화된 마우스의 면역 혈청에서 항-VZV 단백질 항체 반응을 나타낸다.

마우스는 CNE로 조제된 7 μg RNA로 면역화되었다 (실시예 7 참조). 

도 22는 VZV 단백질을 암호화하는 모노시스트론성 RNA 레플리콘 또는 VZV gE 및 gI, 또는 gH 및 gL을 암호화하

는 바이시스트론성 RNA 레플리콘으로 면역화된 마우스의 면역 혈청에서 항-VZV 단백질 항체 반응을 나타낸다.

마우스는 CNE로 조제된 1 μg RNA로 면역화되었다 (실시예 7 참조). 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 세포에 시토메갈로 바이러스 (CMV) 단백질과 같이, 헤르페스바이러스 단백질, 특히 생체 내에서 복합[0028]

체를 형성하는 단백질의 동시전달을 위한 플랫폼을 제공한다. 일부 구체예에서, 이 단백질 및 그것들이 형성하

는 복합체는 효능 있는 중화 항체를 유도한다. 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질, 특히 생체 내에서

복합체를 형성하는 것들 (예를 들어, gH/gL)의 동시전달에 의해 생산된 면역 반응은 다른 접근법을 이용하여 생

산된 면역 반응보다 더 뛰어날 수 있다. 예를 들어, CMV의 gH 및 gL을 암호화하는 RNA 분자 (예를 들어, 레플리

콘)는 gB를 암호화하는 RNA 분자, gH를 암호화하는 RNA 분자, gL을 암호화하는 RNA 분자 또는 개별적으로 gH 또

는 gL을 암호화하는 RNA  분자의 혼합물과 비교하여 더 양호한 중화 역가 및/또는 보호 면역력을 유발할 수

있다. 게다가, gH/gL/UL128/UL130/UL131을 암호화하는 레플리콘은 gH/gL만을 암호화하는 것들보다 더 뛰어난 반

응을 제공할 수 있다. 
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일반적인 양태에서, 본 발명은 세포에 둘 이상의 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질의 전달을 위한 플[0029]

랫폼과 관련된다. 플랫폼은 첫 번째 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는

첫 번째 서열, 및 두 번째 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 두 번째

서열을 함유하는 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자를 포함한다. 원하는 경우, 추가적 단백질, 예를 들어, 세 번

째 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편, 네 번째 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV)

단백질 또는 이들의 단편, 다섯 번째 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편 등을 암호화

하는 하나 이상의 추가적인 서열은 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자에 존재할 수 있다. 헤르페스바이러스 (예

를 들어, CMV) 단백질 또는 단편이 재조합 폴리시스트론성 핵산을 함유하는 세포에 의해 생산되도록 헤르페스바

이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 서열은 하나 이상의 적합한 대조군 요소와 작

동 가능하게 연결되었다. 

여기에 설명된 폴리시스트론성 핵산에서, 암호화된 첫 번째 및 두 번째 헤르페스바이러스 단백질 또는 단편, 및[0030]

암호화된 세 번째, 네 번째, 및 다섯 번째 헤르페스바이러스 단백질 또는 단편은, 존재하면, 일반적으로 및 바

람직하게 같은 헤르페스바이러스의 것이다. 특정 예에서, 폴리시스트론성 벡터에 의해 암호화된 모든 헤르페스

바이러스 단백질 또는 단편은 CMV 단백질 또는 VZV 단백질이다. 

여기에 설명된 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자는 세포에 둘 이상의 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백[0031]

질을 암호화하는 서열의 전달, 및 생체 내에서 둘 이상의 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질을 함유하

는 단백질 복합체의 형성을 일으키기 위해 충분한 수준으로 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질의 발현

의 구동의 이점을 제공한다. 이 접근법을 이용하여, 둘 이상의 암호화된 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단

백질은 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 복합체 (예를 들어, gH/gL)의 형성에 충분한 세포 내 수준으

로 발현될 수 있다. 예를 들어, 암호화된 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는 이들의 단편은 실질

적으로 같은 수준으로, 또는 원하는 경우, 적절한 발현 조절 서열 (예를 들어, 프로모터, IRES, 2A 부위 등)을

선택함으로써 다른 수준으로 발현될 수 있다. 이것은 비효율적이고 매우 가변적일 수 있는, 같은 세포에 다른

헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV)를 암호화하는 둘 이상의 개개의 DNA 분자를 동시전달하는 것보다 생체 내에

서 단백질 복합체를 생산하기 위해 훨씬 더 효율적인 방법이다. 예를 들어, WO 2004/076645 참조.

재조합 폴리시스트론성 핵산 분자는 DNA (예를 들어, 플라스미드 또는 바이러스 DNA) 또는 RNA와 같이 어떤 원[0032]

하는 핵산에도 기초할 수 있다. 어떤 적합한 DNA 또는 RNA는 헤르페스바이러스 (예를 들어, CMV) 단백질 또는

이들의 단편을 암호화하는 오픈 리딩 프레임을 갖고 있는 핵산 벡터로서 이용될 수 있다. 적합한 핵산 벡터는

하나 이상의 단백질 유전자를 운반하고 이의 발현을 구동하는 능력을 갖는다. 이러한 핵산 벡터는 업계에 알려

져 있고, 예를 들어, 플라스미드, 우두 바이러스 (vaccinia virus) 벡터 (예를 들어, NYVAC, 미국 5,494,807

참조), 수두 바이러스 (poxvirus) 벡터 (예를 들어, ALVAC 카나리폭스 벡터, Sanofi Pasteur)와 같이, DNA 바

이러스로부터 얻어진 DNA, 및 알파바이러스와 같이 적합한 RNA 바이러스로부터 얻어진 RNA를 포함한다. 원하는

경우, 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자는 변형될 수 있다, 예를 들어, 추가로 여기에 설명된 바와 같이 변형된

핵염기 및/또는 결합을 함유할 수 있다. 바람직하게는, 폴리시스트론성 핵산 분자는 RNA 분자이다. 

일부 양태에서, 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자는 플라스미드 DNA와 같은 DNA 분자이다. 이러한 DNA 분자는,[0033]

예를 들어, 폴리시스트론성 레플리콘을 암호화하고 레플리콘의 전사를 구동하는 포유동물 프로모터를 함유할 수

있다. 재조합 폴리시스트론성 핵산 분자 또는 이 타입은 포유동물에 투여될 수 있고 이후 헤르페스바이러스 단

백질을 발현하는 폴리시스트론성 레플리콘을 생산하기 위해 제자리에서 전사될 수 있다. 

일부 양태에서, 본 발명은 헤르페스바이러스 gH 또는 이들의 단편, 및 헤르페스바이러스 gL 또는 이들의 단편을[0034]

암호화하는 서열을 함유하는 폴리시스트론성 핵산 분자이다. gH 및 gL 단백질, 또는 이들의 단편은 어떤 원하는

헤르페스바이러스, 예를 들어, HSV-1, HSV-2, VZV, EBV 타입 1, EBV 타입 2, CMV, HHV-6 타입 A, HHV-6 타입

B, HHV-7, KSHV, 등의 것일 수도 있다. 바람직하게는, 헤르페스바이러스는 VZV, HSV-2, HSV-1, EBV (타입 1 또

는 타입 2) 또는 CMV이다. 더 바람직하게는, 헤르페스바이러스는 VZV, HSV-2 또는 CMV이다. 더 바람직하게, 헤

르페스바이러스는 CMV이다. gH 및 gL 단백질의 서열 및 이 바이러스로부터 단백질을 암호화하는 핵산의 서열은

업계에 잘 알려져 있다. 전형적인 서열은 표 1에서 확인된다. 폴리시스트론성 핵산 분자는 표 1에 개시된 gH 단

백질을 암호화하는 첫 번째 서열, 또는 이들의 단편, 또는 그것과 적어도 약 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98%, 또는 99% 동일한 서열을 함유할 수 있다. 폴리시스트론성 핵산 분자는 또한 표 1에 개시된 gL

단백질을 암호화하는 두 번째 서열, 또는 이들의 단편, 또는 그것과 적어도 약 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98%, 또는 99% 동일한 서열을 함유할 수 있다.
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[0035]

본 발명의 이 설명에서, 핵산의 뚜렷한 설명을 용이하게 하기 위해서, 특정 서열 성분은 "첫 번째 서열", "두[0036]

번째 서열" 등으로 나타난다. 첫 번째 및 두 번째 서열은 어떤 원하는 순서 또는 방향으로도 나타날 수 있고,

특정 순서 또는 방향은 단어 "첫 번째", "두 번째 등에 의해 의도되지 않는 것으로 이해될 것이다. 유사하게,

단백질 복합체는 복합체, 예를 들어, gH/gL에 존재하는 단백질을 나열함으로써 나타난다. 이것은 복합체에 존재

하는 단백질에 의해 복합체를 설명하기 위한 것이고 단백질의 상대적인 양 또는 재조합 핵산에서 단백질을 암호

화하는 서열의 순서 또는 방향을 나타내기 위한 것이 아니다. 

알파바이러스 VRP 및 CMV 단백질을 암호화하는 서열을 함유하는 자가 복제 RNA와 같이, 특정 바람직한 구체예는[0037]

여기에 추가로 설명된다. 이러한 바람직한 구체예에서, CMV 단백질을 암호화하는 서열은 다른 헤르페스바이러스

의 gH 및 gL과 같이, 단백질을 암호화할 수 있는 서열로 대체될 수 있는 것으로 생각된다. 

알파바이러스 VRP 플랫폼[0038]

일부 구체예에서, CMV 단백질은 하기 설명된 바와 같이 폴리시스트론성 레플리콘 (또는 벡터)을 이용하는 알파[0039]

바이러스 레플리콘 입자 (VRP)를 이용하여 세포에 전달된다. 여기에 이용된 바와 같이, "폴리시스트론성"은 바

이시스트론성 벡터 뿐만 아니라 셋 이상의 시스트론을 포함하는 벡터를 포함한다. 폴리시스트론성 벡터의 시스

트론은 같은 CMV 균주로부터 또는 다른 CMV 균주로부터 CMV 단백질을 암호화할 수 있다. 시스트론은 어떤 5'-3'

순서의 방향도 될 수 있다. CMV 단백질을 암호화하는 어떤 뉴클레오티드 서열은 단백질을 생산하기 위해 이용될

수 있다. 둘 이상의 CMV 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 폴리시스트론성 핵산의 제조에 유용한 전형적인

서열이 여기에 설명된다. 

여기에 이용된 바와 같이,  용어  "알파바이러스"는 업계에서 그것의 통상적인 의미를 갖고 다양한 종,  예를[0040]

들어, 베네수엘라 말 뇌염 바이러스 (Venezuelan equine encephalitis virus; VEE; 예를 들어, 트리니다드 당

나귀, TC83CR,  등),  셈리키 포레스트 바이러스 (Semliki  Forest  virus;  SFV),  신드비스 바이러스 (Sindbis

virus),  로스 리버 바이러스 (Ross  River  virus),  웨스턴 말 뇌염 바이러스 (Western  equine  encephalitis

virus),  이스턴 말 뇌염 바이러스 (Eastern  equine  encephalitis  virus),  치쿤군야 바이러스 (Chikungunya

virus), S.A. AR86 바이러스, 에버글레이드 바이러스 (Everglades virus), 무캄보 바이러스 (Mucambo virus),

바마 포레스트 바이러스 (Barmah Forest virus), 미델부르크 바이러스 (Middelburg virus), 픽수나 바이러스

(Pixuna virus), 오뇽뇽 바이러스 (O'nyong-nyong virus), 게타 바이러스 (Getah virus), 사기야마 바이러스

(Sagiyama  virus),  베바루 바이러스 (Bebaru  virus),  마야로 바이러스 (Mayaro  virus),  우나 바이러스 (Una

virus),  아우라 바이러스 (Aura  virus),  화타로아 바이러스 (Whataroa  virus),  반반키 바이러스 (Banbanki

virus), 키질라가크 바이러스 (Kyzylagach virus), 하이랜드 제이 바이러스 (highlands J virus), 포트 모건

바이러스 (Fort Morgan virus), 은두무 바이러스 (Ndumu virus), 및 버기 크릭 바이러스 (Buggy Creek virus)

를 포함한다. 용어 알파바이러스는 또한 하나 이상의 알파바이러스의 게놈 서열을 함유하는 키메라 알파바이러

스 (예를 들어, Perri et al, (2003) J. Virol. 77(19): 10394-403에 의해 설명된 바와 같은)를 포함할 수도

있다.

"알파바이러스 레플리콘 입자" (VRP) 또는 "레플리콘 입자"는 알파바이러스 구조 단백질로 둘러싸인 알파바이러[0041]

스 레플리콘이다. 
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"알파바이러스 레플리콘" (또는 "레플리콘")은 표적 세포의 생체 내에서 자체의 증폭을 지시할 수 있는 RNA 분[0042]

자이다. 레플리콘은 RNA 증폭을 촉진하는 폴리머라제(들) (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4)을 암호화하고 암호화된 폴

리머라제에 의해 인식되고 이용되는, 복제에 필요한 씨스 RNA 서열을 함유한다. 알파바이러스 레플리콘은 전형

적으로 다음 순서의 요소를 함유한다: 씨스에서 복제에 필요한 5' 바이러스 서열, 생물학적 활성 알파바이러스

비구조 단백질 (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4)을 암호화하는 서열, 씨스에서 복제에 필요한 3' 바이러스 서열, 및 폴

리아데닐레이트 구역. 알파바이러스 레플리콘은 또한 이종 기원 뉴클레오티드 서열의 발현을 지시하는, 하나 이

상의 바이러스 서브게놈 "접합 영역" 프로모터를 함유할 수도 있으며, 특정 구체예에서, 이것은 발현되는 서브

게놈 단편 및 이종 기원 서열(들)의 바이러스 전사를 증가시키거나 감소시키기 위해 변형될 수도 있다. 하기 설

명된 바와 같이, 다른 조절 요소들이 이용될 수 있다. 

CMV 단백질을 암호화시키는 알파바이러스 레플리콘은 VRP를 생산하기 위해 이용된다. 이러한 알파바이러스 레플[0043]

리콘은 적어도 두 개의 CMV 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 서열을 포함한다. 이 서열은 서브게놈 프로

모터, IRES (예를 들어, EMCV, EV71), 및 바이러스 2A 부위와 같은, 하나 이상의 적합한 조절 요소와 작동 가능

하게 연결되며, 이것은 같거나 다를 수 있다. 여기에 설명된 폴리시스트론성 벡터를 이용하여 이 복합체의 성분

의 전달은 원하는 상대적인 양으로 둘 이상의 CMV 단백질을 암호화하는 핵산 서열을 제공하는 효율적인 방법이

다; 반면에 다수의 알파바이러스 구조물이 복합체 형성을 위해 개개의 CMV 단백질을 전달하는데 이용되는 경우,

VRP의 효율적인 동시전달이 필요할 것이다. 

적합한 조절 요소의 어떤 조합은 어떤 순서로도 이용될 수 있다. 한 예에서, 단일 서브게놈 프로모터는 두 개의[0044]

다른 CMV 단백질을 암호화하는 두 개의 서열과 작동 가능하게 연결되고, IRES는 두 개의 암호화 서열 사이에 위

치한다. 또 다른 예에서, 두 개의 다른 CMV 단백질을 암호화하는 두 개의 서열은 별도의 프로모터와 작동 가능

하게 연결된다. 또 다른 예에서, 두 개의 다른 CMV 단백질을 암호화하는 두 개의 서열은 단일 프로모터와 작동

가능하게 연결된다. 두 개의 다른 CMV 단백질을 암호화하는 두 개의 서열은 바이러스 2A 부위를 암호화하는 뉴

클레오티드 서열을 통해 서로 연결되고, 따라서 CMV 단백질 둘 다의 아미노산 서열을 함유하는 단일 아미노산

사슬을 암호화한다. 이 맥락에서 바이러스 2A 부위는 암호화된 다단백질로부터 두 개의 CMV 단백질을 발생시키

는데 이용된다. 

서브게놈 프로모터[0045]

접합 영역 프로모터로도 알려진 서브게놈 프로모터는 단백질 발현을 조절하는데 이용될 수 있다. 알파바이러스[0046]

서브게놈 프로모터는 알파바이러스 구조 단백질의 발현을 조절한다. Strauss and Strauss, "The alphaviruses:

gene expression, replication, and evolution", Microbiol Rev. 1994 Sep;58(3):491-562 참조. 폴리시스트론

성 폴리뉴클레오티드는 어떤 알파바이러스의 서브게놈 프로모터도 포함할 수 있다. 둘 이상의 서브게놈 프로모

터는 폴리시스트론성 폴리뉴클레오티드에 존재하고, 프로모터는 같거나 다를 수 있다. 예를 들어, 서브게놈 프

로모터는 서열 CTCTCTACGGCTAACCTGAATGGA (SEQ ID NO:1)을 갖는다. 특정 구체예에서, 서브게놈 프로모터는 단

백질의 바이러스 전사를 증가시키거나 감소시키기 위해 변형될 수 있다. 미국 특허 번호 6,592,874 참조.

내부 리보솜 유입점 (Internal Ribosomal Entry Site; IRES)[0047]

일부 구체예에서, 하나 이상의 조절 요소는 내부 리보솜 유입점 (IRES)이다. 리보솜이 각각의 IRES에 결합하고[0048]

정상적으로 진핵세포의 단백질의 번역을 개시하는데 필요한 5'-캡의 부재시 다수의 단백질이 번역을 개시하기

때문에, IRES는 단일 mRNA  전사로부터 만들어지는 것을 허용한다. 예를 들어, IRES는 EV71  또는 EMCV일 수

있다. 

바이러스 2A 부위[0049]

FMDV 2A 단백질은 비구조 단백질로부터 FMDV의 구조 단백질을 분리하기 위해 제공하는 짧은 펩티드이다 (FMDV[0050]

2B). 이 펩티드에 대한 초기 연구는 그것이 자가 촉매 프로테아제로서 작용하는 것을 제안하였지만, 다른 작업

(예를 들어, Donnelly et al, (2001), J.Gen.Virol. 82, 1013-1025)은 이 짧은 서열 및 FMDV 2B (Gly)의 다음

단일 아미노산이 번역 중단-시작으로서 작용하는 것을 제안한다. 정확한 작용의 방식에 관계없이, 서열은 두 개

의 폴리펩티드 사이에 삽입될 수 있고, 단일 오픈 리딩 프레임으로부터 다수의 개개의 폴리펩티드의 생산에 영

향을 미칠 수 있다. 본 발명의 맥락에서, FMDV 2A 서열은 적어도 두 개의 CMV 단백질을 암호화하는 서열들 사이

에 삽입될 수 있고, 단일 오픈 리딩 프레임의 일부로서 그것들의 합성이 생각된다. 예를 들어, 오픈 리딩 프레

임은 바이러스 2A 부위를 암호화하는 서열에 의해 분리된 gH 단백질 및 gL 단백질을 암호화할 수도 있다. 어떤

적합한 바이러스 2A 서열도 이용될 수 있다. 종종, 바이러스 2A 부위는 공통 서열 Asp-Val/Ile-Glu-X-Asn-Pro-
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Gly-Pro을 포함하며, 여기에서 X는 어떤 아미노산 (SEQ ID NO:2)일 수도 있다. 예를 들어, 구제역 (Foot and

Mouth Disease) 바이러스 2A 펩티드 서열은 DVESNPGP (SEQ ID NO:3)이다. Trichas et al, "Use of the viral

2A peptide for bicistronic expression in transgenic mice", BMC Biol. 2008 Sep 15;6:40, 및 Halpin et

al,  "Self-processing  2A-polyproteins--a  system  for  co-ordinate  expression  of  multiple  proteins  in

transgenic plants", Plant J. 1999 Feb;17(4):453-9 참조.

일부 구체예에서, 알파바이러스 레플리콘은 VEE-신드비스 키메라 레플리콘 (VCR) 또는 VEE 균주 TC83 레플리콘[0051]

(TC83R) 또는 TC83-신드비스 키메라 레플리콘 (TC83CR)과 같은, 키메라 레플리콘이다. 일부 구체예에서, VCR은

nsP3의 서열의 위치에서 및 VEE 레플리콘의 3' 말단에서 패키징 시그날 및 신드비스 레플리콘의 3' UTR을 함유

한다; Perri et al, J. Virol. 77, 10394-403, 2003 참조. 일부 구체예에서, TC83CR은 패키징 시그날 및 nsP3

의 서열의 위치에서 및 VEE 균주 TC83레플리콘의 3' 말단에서 신드비스 레플리콘의 3' UTR을 함유한다. 

VRP 생산[0052]

VRP를 제조하는 방법은 업계에 잘 알려져 있다. 일부 구체예에서, 알파바이러스는 패키징 세포를 이용하여 VRP[0053]

로 조립된다. "알파바이러스 패키징 세포" (또는 "패키징 세포")는 하나 이상의 알파바이러스 구조 단백질 발현

카세트를 함유하고 알파바이러스 레플리콘, 진핵세포층 벡터 개시 시스템 (예를 들어, 미국 특허 5,814,482),

또는 재조합 알파바이러스 입자의 도입 후 재조합 알파바이러스 입자를 생산하는 세포이다. 하나 이상의 다른

알파바이러스 구조 단백질 카세트는 알파바이러스 구조 단백질을 제공함으로써 "헬퍼"의 역할을 한다. "알파바

이러스 구조 단백질 카세트"는 하나 이상의 알파바이러스 구조 단백질을 암호화하는 발현 카세트이고 알파바이

러스 레플리카제 인식 서열의 적어도 하나 및 최대 다섯 개의 카피 (즉, 1, 2, 3, 4, 또는 5)를 포함한다. 구조

단백질 발현 카세트는 전형적으로, 5'에서 3'으로, 알파바이러스 RNA의 전사를 개시하는 5' 서열, 임의의 알파

바이러스 서브게놈 영역 프로모터, 알파바이러스 구조 단백질을 암호화하는 뉴클레오티드 서열, 3' 번역되지 않

은 영역 (이것은 또한 RNA 전사를 지시한다), 폴리A 구역을 포함한다. 예를 들어, WO 2010/019437 참조. 

바람직한 구체예에서, 두 개의 다른 알파바이러스 구조 단백질 카세트 ("분할" 결핍 헬퍼)는 복제-성분 바이러[0054]

스를 생산할 수 있는 재조합 이벤트를 최소화하기 위해 패키징 세포에서 이용된다. 일부 구체예에서, 알파바이

러스 구조 단백질 카세트는 캡시드 단백질 (C)을 암호화하지만 당단백질 (E2 및 E1) 중 어느 것도 암호화하지

않는다. 일부 구체예에서, 알파바이러스 구조 단백질 카세트는 캡시드 단백질 및 E1 또는 E2 당단백질 (하지만

둘 다는 아님)을 암호화한다. 일부 구체예에서 알파바이러스 구조 단백질 카세트는 E2 및 E1 당단백질을 암호화

하지만 캡시드 단백질은 아니다. 일부 구체예에서, 알파바이러스 구조 단백질 카세트는 E1 또는 E2 당단백질

(하지만 둘 다는 아님)을 암호화하지만 캡시드 단백질은 아니다. 

일부 구체예에서, VRP는 레플리콘 및 헬퍼 RNA의 다양한 근원의 세포 내로 동시의 도입에 의해 생산된다. 예를[0055]

들어, 이 조건 하에 BHKV 세포 (1 x 10
7
)는, 예를 들어, 220 볼트, 1000 μF, 10 μg 레플리콘 RNA:6 μg 결핍

된 헬퍼 Cap RNA:10 μg 결핍된 헬퍼 Gly RNA로 2번 수동 펄스로 전기 천공되고, 알파바이러스를 함유하는 상층

액은 약  24  시간  후  수거된다.  레플리콘 및/또는 헬퍼는 또한 트랜스펙션된 세포 내에 적합한 RNA를  론치

(launch)하는 DNA 형태로 도입될 수 있다. 

패키징 세포는 포유동물 세포 또는 곤충 (예를 들어, SF9) 또는 조류 세포 (1차 병아리 또는 오리 섬유아세포[0056]

또는 섬유아세포 세포주)와 같은 비포유동물 세포일 수도 있다. 미국 특허 7,445,924 참조. 조류 근원의 세포는

EB66® (VIVALIS)와 같은 조류 배아 줄기 세포; EBx® 세포와 같은 닭 배아 줄기 세포를 포함하는 닭 세포, 닭

배아 섬유아세포 및 닭 배아 생식 세포; 예를 들어, Vaccine 27:4975-4982 (2009) 및 WO2005/042728에 설명된

AGE1.CR 및 AGE1.CR.pIX 세포주 (ProBioGen)과 같은 오리 세포; 및 거위 세포를 포함하지만, 이에 제한되지 않

는다. 일부 구체예에서, 패키징 세포는 1차 오리 섬유아세포 또는 AGE.CR (PROBIOGEN)과 같은 오리 망막 세포주

이다.

동시 핵산 도입에 대한 포유동물 근원의 세포 및/또는 패키징 세포는 WO 01/38362 및 WO 02/40665에 설명되는[0057]

PerC6 (PER.C6) 세포 (CRUCELL N.V.) 뿐만 아니라 ECACC 수탁 번호 96022940 하에 기탁된 것들; MRC-5 (ATCC

CCL-171); WI-38 (ATCC CCL-75); 태아 붉은털원숭이 폐 세포 (ATCC CL-160); 사람 배아 신장 세포 (예를 들어,

293 cells, 전형적으로 전단된 아데노바이러스 타입 5 DNA로 트랜스펙션됨); 원숭이 신장의 VERO 세포; 말, 소,

(예를 들어, MDBK 세포), 양, 개 (예를 들어, 개 신장의 MDCK 세포, ATCC CCL34 MDCK (NBL2) 또는 MDCK 33016,

WO 97/37001에 설명된 바와 같은 수탁 번호 DSM ACC 2219)의 세포; 고양이, 쥐 (예를 들어, BHK21-F, 및 HKCC

세포와 같은 햄스터 세포, 또는 중국 햄스터 난소 (CHO) 세포)의 세포를 포함하는, 사람 또는 비-사람 영장류

세포를 포함하지만, 이에 제한되지 않고, 예를 들어, 성인, 신생아, 태아, 및 배아를 포함하는 다양한 발달 단
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계로부터 얻어질 수도 있다.

일부 구체예에서, 패키징 세포는 하나 이상의 구조 단백질 발현 카세트(들)로 안정하게 트랜스펙션된다. 구조[0058]

단백질 발현 카세트는 트랜스페린-다가 양이온-매개 DNA 전이, 노출된 또는 캡슐화된 핵산으로 트랜스펙션, 리

포솜-매개 세포 융합, 바이러스 감염, 전기 천공, "유전자 총 (gene gun)" 방법, 및 DEAE-또는 인산 칼슘-매개

트랜스펙션을 포함하는, 표준 재조합 DNA 기술을 이용하여 세포 내로 도입될 수 있다. 구조 단백질 발현 카세트

는 전형적으로 DNA 분자로서 숙주 세포 내로 도입되지만, 또한 시험관 내-전사된 RNA로서 도입될 수 있다. 각각

의 발현 카세트는 별도로 또는 실질적으로 동시에 도입될 수 있다. 

일부 구체예에서, 안정한 알파바이러스 패키징 세포주는 재조합 알파바이러스 입자를 생산하는데 이용된다. 이[0059]

것들은 게놈에 안정하게 포함되는 결핍된 헬퍼 RNA를 발현하는 DNA 카세트를 포함하는 알파바이러스-허용 세포

이다. Polo et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 4598-603, 1999 참조. 헬퍼 RNA는 본질적으로 발현되지만

알파바이러스 구조 단백질은 아닌데,  유전자가 알파바이러스 서브게놈 프로모터의 조절 하에 있기 때문이다

(Polo et al., 1999). 알파바이러스 레플리콘의 트랜스펙션 또는 VRP 감염에 의한 패키징 세포의 게놈 내 도입

시, 레플리카제 효소가 생산되고 헬퍼 RNA에서 캡시드 및 당단백질 유전자의 발현을 유발하고 결과 VRP가 생산

된다. 레플리콘의 도입은 알파바이러스 레플리콘 입자의 종자로 트랜스펙션 및 감염을 포함하는, 다양한 방법으

로 달성될 수 있다. 패키징 세포는 배양 상층액에서 포장된 알파바이러스 레플리콘 입자를 생산하는데 충분한

조건 하에 및 시간 동안 배양된다. 

따라서, 패키징 세포는 VRP가 자가-번식 바이러스로서 작용하게 한다. 이 기술은 VRP가 아데노바이러스 E1A 및[0060]

E1B 유전자를 발현하는 세포에서 성장한 복제-불가능 아데노바이러스 벡터와 같이, 살아있는 감쇠 백신 또는 이

용 가능한 생산자 세포주를 갖는 다른 바이러스 벡터에 이용된 것들과 거의 같은 방식으로, 및 같은 장비를 이

용하여 생산되게 한다.

일부 구체예에서, 2-단계 공정이 이용된다: 제 1단계는 패키징 세포를 레플리콘 RNA 또는 플라스미드 DNA-기반[0061]

레플리콘으로 트랜스펙션함으로써 알파바이러스 레플리콘 입자의 종자를 생산하는 단계를 포함한다. 이 감염은

MOI=0.00001, 0.00005, 0.0001, 0.0005, 0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 3, 5, 10 또는 20을 포함

하는, 다양한 감염 다중도 (multiplicities of infection; MOI)를 이용하여 수행될 수 있다. 일부 구체예에서,

감염은 낮은 MOI (예를 들어, 1 미만)로 수행된다. 시간이 지남에 따라, 레플리콘 입자는 종자로 감염된 패키징

세포 내로부터 수확될 수 있다. 일부 구체예에서, 레플리콘 입자는 반복되는 낮은 감염 다중도에 의해 나이브

(naive) 패키징 세포의 더 큰 배양으로 계대 배양될 수 있으며, 같은 높은 역가를 갖는 상업적 규모의 조제물을

발생시킨다.

자가 복제 RNA 플랫폼[0062]

둘 이상의 CMV 단백질은 대상체의 세포의 단백질을 암호화하는 재조합 핵산의 발현에 의해 생산될 수 있다. 바[0063]

람직하게는,  재조합  핵산  분자는  둘  이상의  CMV  단백질을  암호화하는데,  예를  들어,  폴리시스트론성인

것들이다. 상기 정의된 바와 같이, "폴리시스트론성"은 바이시스트론성을 포함한다. CMV 단백질의 생산을 유발

하기 위해 대상체에 투여될 수 있는 바람직한 핵산은 자가 복제 RNA 분자이다. 본 발명의 자가 복제 RNA 분자는

RNA 바이러스의 게놈 RNA에 기초하지만, 하나 이상의 구조 단백질을 암호화하는 유전자가 결핍된다. 자가 복제

RNA 분자는 RNA 바이러스의 비-구조 단백질 및 자가 복제 RNA에 의해 암호화된 CMV 단백질을 생산하기 위해 번

역될 수 있다. 

자가 복제 RNA는 일반적으로 바이러스 레플리카제, 바이러스 프로테아제, 바이러스 헬리카제 및 다른 비구조 바[0064]

이러스 단백질로 구성된 그룹으로부터 선택되는 적어도 하나 이상의 유전자를 함유하고, 또한 5'-및 3'-말단 씨

스-활성 복제 서열, 및 둘 이상의 원하는 CMV 단백질을 암호화하는 이종 기원 서열을 포함한다. 이종 기원 서열

(들)의 발현을 지시하는 서브게놈 프로모터는 자가 복제 RNA에 포함될 수 있다. 원하는 경우, 이종 기원 서열은

자가 복제 RNA의 다른 암호화 지역에 대한 프레임에 융합될 수도 있고 및/또는 내부 리보솜 유입점 (IRES)의 조

절하에 있을 수도 있다. 

본 발명의 자가 복제 RNA 분자는 감염성 바이러스 입자의 생산을 유발할 수 없도록 설계될 수 있다. 이것은, 예[0065]

를 들어, 자가 복제 RNA에서 바이러스 입자의 생산에 필요한 구조 단백질을 암호화하는 하나 이상의 바이러스

유전자를 생략함으로써 달성될 수 있다. 예를 들어, 자가 복제 RNA 분자가 신드비스 바이러스 (SIN), 셈리키 포

레스트 바이러스 및 베네수엘라 말 뇌염 바이러스 (VEE)와 같은 알파바이러스에 기초할 때, 캡시드 및/또는 외

피 당단백질과 같은 바이러스 구조 단백질을 암호화하는 하나 이상의 유전자는 생략될 수 있다. 원하는 경우,
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본 발명의 자가 복제 RNA 분자는 약화되거나 악성인 감염성 바이러스 입자의 생산을 유발하도록, 또는 다음 단

일 라운드의 감염이 가능한 바이러스 입자를 생산하도록 설계될 수 있다.

자가 복제 RNA 분자는, 어떤 단백질도 없이 척추동물 세포에 전달될 때, 자체의 (또는 자체의 안티센스 카피의)[0066]

전사에 의해 다수의 딸 RNA의 생산으로 이어질 수 있다. 자가 복제 RNA는 세포에 전달 후 바로 번역될 수 있고,

이 번역은 전달된 RNA의 전사물을 생산하는 RNA-의존 RNA 폴리머라제를 제공한다. 따라서 전달된 RNA는 다수의

딸 RNA의 생산으로 이어진다. 이 전사물들은 전달된 RNA에 관하여 안티센스이고 암호화된 CMV 단백질의 제자리

발현을 제공하기 위해 스스로 번역될 수도 있거나, 암호화된 CMV 단백질(들)의 제자리 발현을 제공하도록 번역

된 전달된 RNA와 같은 센스를 갖는 전사물을 추가로 생산하기 위해 전사될 수도 있다. 

자가 복제를 달성하기 위한 한 적합한 시스템은 알파바이러스-기반 RNA 레플리콘, 예를 들어, 여기에 설명된 바[0067]

와 같이 알파바이러스 레플리콘을 이용하는 것이다. 이 + 나선 레플리콘은 레플리카제 (또는 레플리카제-트랜스

크립타제)를 생산하기 위해 세포에 전달 후 번역된다. 레플리카제는 + 나선 전달된 RNA의 게놈-나선 카피를 생

성하는 복제 복합체를 제공하기 위해 자동 분할되는 다단백질로서 번역된다. 이들-나선 전사물은 + 나선 모체

RNA의 추가의 카피를 제공하기 위해 및 또한 둘 이상의 CMV 단백질을 암호화하는 하나 이상의 서브게놈 전사물

을 유발하기 위해 스스로 전사될 수 있다. 서브게놈 전사물의 번역은 감염된 세포에 의해 CMV 단백질(들)의 제

자리 발현으로 이어진다. 적합한 알파바이러스 레플리콘은 신드비스 바이러스, 셈리키 포레스트 바이러스, 이스

턴 말 뇌염 바이러스, 베네수엘라 말 뇌염 바이러스, 등의 레플리카제를 이용할 수 있다. 

바람직한 자가 복제 RNA 분자는 (i) 자가 복제 RNA 분자로부터 RNA를 전사할 수 있는 RNA-의존 RNA 폴리머라제[0068]

및 (ii) 둘 이상의 CMV 단백질 또는 이들의 단편을 암호화한다. 폴리머라제는, 예를 들어, 알파바이러스 단백질

nsP4를 포함하는 알파바이러스 레플리카제일 수 있다. 단백질 nsP4는 레플리카제의 주요 촉매 성분이다. 

자연 알파바이러스 게놈은 비구조 레플리카제 다단백질에 더하여 구조 비리온 단백질을 암호화하는 한편, 본 발[0069]

명의 자가 복제 RNA 분자 기반 알파바이러스나 모든 알파바이러스 구조 단백질을 암호화하지 않는 것이 바람직

하다. 따라서 자가 복제 RNA는 세포에서 자체의 게놈 RNA 카피의 생산으로 이어질 수 있지만, RNA-함유 알파바

이러스 비리온의 생산은 아니다. 이 비리온을 생산할 수 없는 것은, 야생형 알파바이러스와 달리, 자가 복제

RNA 분자가 자체를 감염성 형태로 영구화할 수 없다는 것을 의미한다. 야생형 바이러스의 영구화에 필요한 알파

바이러스 구조 단백질은 본 발명의 자가 복제 RNA에 없고 그것들의 위치는 원하는 유전자 생성물 (CMV 단백질

또는 이들의 단편)을 암호화하는 유전자(들)에 의해 취해지고, 서브게놈 전사물은 구조 알파바이러스 비리온 단

백질 대신에 원하는 유전자 생성물을 암호화한다.

따라서 본 발명에 유용한 자가 복제 RNA 분자는 다른 CMV 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 두 개의 서열[0070]

을 갖는다. CMV 단백질 또는 단편을 암호화하는 서열은 어떤 원하는 방향일 수도 있고, 같은 또는 별도의 프로

모터에 작동 가능하게 연결될 수 있다. 원하는 경우, CMV 단백질 또는 단편을 암호화하는 서열은 단일 오픈 리

딩 프레임의 일부일 수 있다. 일부 구체예에서, RNA는 하나 이상의 추가적인 (다운스트림) 서열 또는, 예를 들

어, 다른 추가적인 CMV 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 오픈 리딩 프레임을 가질 수도 있다. 자가 복제

RNA 분자는 암호화된 레플리카제와 호환되는 5' 서열을 가질 수 있다. 

한 양태에서, 자가 복제 RNA 분자는 여기에 정의된 바와 같이 알파바이러스 레플리콘과 같은, 알파바이러스로부[0071]

터 유도되거나 이에 기초한다. 다른 양태에서, 자가 복제 RNA 분자는 알파바이러스 이외의 바이러스, 바람직하

게는,  양성-가닥  RNA  바이러스,  및  더  바람직하게는  피코르나바이러스  (picornavirus),  플라비바이러스

(flavivirus), 루비바이러스 (rubivirus), 페스티바이러스 (pestivirus), 헤파시바이러스 (hepacivirus), 칼리

시바이러스 (calicivirus), 또는 코로나바이러스 (coronavirus)로부터 유도되거나 이에 기초한다. 적합한 야생

형 알파바이러스 서열은 잘 알려져 있고 American Type Culture Collection, Rockville, Md와 같은, 서열 수탁

소로부터 이용 가능하다. 적합한 알파바이러스의 적합한 예는 아우라 (ATCC VR-368), 베바루 바이러스 (Bebaru

virus;  ATCC  VR-600,  ATCC  VR-1240),  카바쏘우 (Cabassou;  ATCC  VR-922),  치쿤군야 바이러스 (ATCC  VR-64,

ATCC VR-1241), 이스턴 말 뇌염 바이러스 (ATCC VR-65, ATCC VR-1242), 포트 모건 (ATCC VR-924), 게타 바이러

스 (ATCC VR-369, ATCC VR-1243), 키질라가크 (ATCC VR-927), 마야로 바이러스 (ATCC VR-66; ATCC VR-1277),

미들부르크 (ATCC VR-370), 무캄보 바이러스 (ATCC VR-580, ATCC VR-1244), 은두무 (ATCC VR-371), 픽수나 바

이러스 (ATCC  VR-372,  ATCC  VR-1245),  로스 리버 바이러스 (ATCC  VR-373,  ATCC  VR-1246),  셈리키 포레스트

(ATCC VR-67, ATCC VR-1247), 신드비스 바이러스 (ATCC VR-68, ATCC VR-1248), 토나테 (Tonate; ATCC VR-925),

트리니티 (Triniti; ATCC VR-469), 우나 (ATCC VR-374), 베네수엘라 말 뇌염 (ATCC VR-69, ATCC VR-923, ATCC

VR-1250 ATCC VR-1249, ATCC VR-532), 웨스턴 말 뇌염 (ATCC VR-70, ATCC VR-1251, ATCC VR-622, ATCC VR-
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1252), 화타로아 (ATCC VR-926), 및 Y-62-33 (ATCC VR-375)을 포함한다. 

본 발명의 자가 복제 RNA 분자는 하나 이상의 변형된 뉴클레오티드를 함유할 수 있고 그러므로 개선된 안정성을[0072]

갖고 생체 내에서 분해 및 제거에 대하여 저항성이고, 다른 이점을 갖는다. 어떤 특정 이론에 결부되지 않고,

자가 복제 RNA가 세포 내로 전달될 때 변형된 뉴클레오티드를 함유하는 자가 복제 RNA 분자는 엔도솜 및 세포질

면역 수용체의 자극을 방지하거나 감소시키는 것으로 생각된다. 이것은 단백질의 자가 복제, 증폭 및 발현이 발

생하는 것을 허용한다. 이것은 또한 변형된 뉴클레오티드를 함유하지 않는 자가 복제 RNA에 관하여 안전 의식을

감소시키는데, 변형된 뉴클레오티드를 함유하는 자가 복제 RNA가 선천적인 면역 시스템의 활성화 및 이후의

원하지 않는 결과 (예를 들어, 주사 부위의 염증, 주사 부위의 자극, 통증, 등)를 감소시키기 때문이다. 또한

자가 복제의 결과로서 생산된 RNA 분자는 세포질 면역 수용체에 의해 외부 핵산으로 인식되는 것으로 생각된다.

따라서, 변형된 뉴클레오티드를 함유하는 자가 복제 RNA 분자는 숙주 세포에서 RNA의 효율적인 증폭 및 CMV 단

백질의 발현, 뿐만 아니라 보조 효과를 제공한다.

RNA 서열은, 예를 들어, 번역 효과 및 RNA의 반감기를 증가시키기 위해 그것의 코돈 이용에 대하여 변형될 수[0073]

있다. 폴리 A 꼬리 (예를 들어, 약 30개 이상의 아데노신 잔기의)는 그것의 반감기를 증가시키기 위해 RNA의 3'

말단에 부착될 수도 있다. RNA의 5' 말단은 구조 m7G (5') ppp (5') N (캡 0 구조) 또는 이들의 유도체를 갖는

변형된 리보뉴클레오티드로 캐핑 (capped)될 수도 있으며, 이것은 RNA 합성 중에 포함될 수 있거나 RNA 전사 후

효소로 설계될 수 있다 (예를 들어, 이것은 N7-모노메틸화된 캡 0 구조의 구성을 촉진하는, mRNA 트리포스파타

제,  구아닐일-트랜스퍼라제  및  구아닌-7-메티트랜스퍼라제로  구성된  우두  바이러스  캐핑  효소  (VCE)를

이용하여). 캡 0 구조는 RNA 분자에 대한 안정성 및 번역 효과를 제공할 수 있다. RNA 분자의 5' 캡은 캡 1 구

조 (m7Gppp [m2'-O]N)의 발생을 일으키는 2'-0-메틸트랜스퍼라제에 의해 추가로 변형될 수도 있으며, 이것은 번

역 효과를 추가로 증가시킬 수도 있다. 캡 1 구조는 또한 생체 내 효능을 증가시킬 수도 있다. 

여기에 이용된 바와 같이, "변형된 뉴클레오티드"는 뉴클레오시드 (예를 들어, 시토신 (C), 티민 (T) 또는 유라[0074]

실 (U), 아데닌 (A) 또는 구아닌 (G))의 질소 염기에서 또는 위에 하나 이상의 화학적 변형 (예를 들어, 치환)

을 함유하는 뉴클레오티드를 나타낸다. 원하는 경우, 자가 복제 RNA 분자는 뉴클레오시드의 당 모이어티 (예를

들어, 리보스, 데옥시리보스, 변형된 리보스, 변형된 데옥시리보스, 6-멤버의 당 유사체, 또는 오픈-사슬 당 유

사체), 또는 포스페이트에서 또는 위에 화학적 변형을 함유할 수 있다. 

자가 복제 RNA 분자는 적어도 하나의 변형된 뉴클레오티드를 함유할 수 있고, 이것은 바람직하게 5' 캡의 일부[0075]

가 아니다 (예를 들어, 5'' 캡의 일부인 변형에 더하여). 따라서, 자가 복제 RNA 분자는 단일 위치에서 변형된

뉴클레오티드를 함유할 수 있고, 둘 이상의 위치에서 특정 변형된 뉴클레오티드 (예를 들어, 슈도유리딘, N6-메

틸아데노신, 5-메틸시티딘, 5-메틸유리딘)을 함유할 수 있거나, 둘, 셋, 넷, 다섯, 여섯, 일곱, 여덟, 아홉, 열

개 이상의 변형된 뉴클레오티드 (예를 들어, 하나 이상의 위치에서 각각)를 함유할 수 있다. 바람직하게는, 자

가 복제 RNA 분자는 질소 염기 상에 또는 질소 염기에 변형을 함유하는 변형된 뉴클레오티드를 포함하지만, 변

형된 당 또는 포스페이트 모이어티를 함유하지 않는다. 

일부 예에서, 자가 복제 RNA 분자의 뉴클레오티드 중 0.001% 내지 99%는 변형된 뉴클레오티드이다. 예를 들어,[0076]

자가 복제 RNA 분자의 뉴클레오티드중 0.001%-25%, 0.01%-25%, 0.1%-25%, 또는 1%-25%는 변형된 뉴클레오티드

이다. 

다른 예에서, 자가 복제 RNA 분자의 특정 변형되지 않은 뉴클레오티드 중 0.001% 내지 99% 또는 100%는 변형된[0077]

뉴클레오티드로 대체된다. 예를 들어, 유리딘을 함유하는 자가 복제 RNA 분자 중 약 1%는, 예를 들어, 유리딘의

슈도유리딘으로의 대체에 의해 변형될 수 있다. 다른 예에서, 자가 복제 RNA 분자에서 둘, 셋, 또는 네 개의 특

정 뉴클레오티드 (유리딘, 시티딘, 구아노신, 또는 아데닌을 함유하는 뉴클레오티드)의 원하는 양 (퍼센트)은

변형된 뉴클레오티드이다. 예를 들어, 자가 복제 RNA  분자의 특정 뉴클레오티드 중 0.001%-25%,  0.01%-25%,

0.1%-25, 또는 1%-25%는 변형된 뉴클레오티드이다. 다른 예에서, 자가 복제 RNA 분자의 특정 뉴클레오티드 중

0.001%-20%, 0.001%-15%, 0.001%-10%, 0.01%-20%, 0.01%-15%, 0.1%-25, 0.01%-10%, 1%-20%, 1%-15%, 1%-10%,

또는 약 5%, 약 10%, 약 15%, 약 20%는 변형된 뉴클레오티드이다. 

자가 복제 RNA 분자의 뉴클레오티드 중 100% 미만이 변형된 뉴클레오티드인 것이 바람직하다. 또한 자가 복제[0078]

RNA 분자 중 특정 뉴클레오티드의 100% 미만이 변형된 뉴클레오티드인 것이 바람직하다. 따라서, 바람직한 자가

복제 RNA 분자는 적어도 일부 변형되지 않은 뉴클레오티드를 포함한다. 

포유동물 RNA에서  발견된 96개  이상의 자연 발생 뉴클레오시드 변형이 있다.  예를  들어,  Limbach  et  al.,[0079]
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Nucleic  acids  Research,  22(12):2183-2196  (1994)  참조.  예를  들어,  미국  특허  번호  4373071,  4458066,

4500707, 4668777, 4973679, 5047524, 5132418, 5153319, 5262530, 5700642의 뉴클레오티드 및 변형된 뉴클레

오티드 및 뉴클레오시드의 제조는 업계에 잘 알려져 있으며, 이것들 모두는 전문이 본원에 참고로 포함되고, 많

이 변형된 뉴클레오시드 및 변형된 뉴클레오티드는 상업적으로 이용 가능하다. 

변형된 뉴클레오시드 및 뉴클레오티드에 포함될 수 있고 RNA 분자에 존재할 수 있는 변형된 핵염기는 m5C (5-메[0080]

틸시티딘), m5U (5-메틸유리딘), m6A (N6-메틸아데노신), s2U (2-티오유리딘), Um (2'-0-메틸유리딘), m1A (1-

메틸아데노신); m2A  (2-메틸아데노신); Am  (2-1-0-메틸아데노신); ms2m6A  (2-메틸티오-N6-메틸아데노신); i6A

(N6-이소펜테닐아데노신); ms2i6A  (2-메틸티오-N6이소펜테닐아데노신); io6A  (N6-(씨스-히드록시이소펜테닐)아

데노신); ms2hn6A (2-메틸티오-N6-(씨스-히드록시이소펜테닐)아데노신); g6A (N6-글리시닐카르바모일아데노신);

t6A (N6-트레오닐 카르바모일아데노신); ms2t6A (2-메틸티오-N6-트레오닐 카르바모일아데노신); m6t6A (N6-메틸

-N6-트레오닐카르바모일아데노신); hn6A(N6-히드록시노르발일카르바모일 아데노신); ms2hn6A (2-메틸티오-N6-히

드록시노르발일 카르바모일아데노신); Ar(p) (2'-0-리보실아데노신 (포스페이트)); I (이노신); m1I (1-메틸이

노신); m'Im (1, 2'-0-디메틸이노신); m3C (3-메틸시티딘); Cm (2T-0-메틸시티딘); s2C (2-티오시티딘); ac4C

(N4-아세틸시티딘); f5C  (5-포닐시티딘); m5Cm  (5,  2-O-디메틸시티딘); ac4Cm  (N4아세틸2TO메틸시티딘); k2C

(리시딘);  m1G  (1-메틸구아노신);  m2G  (N2-메틸구아노신);  m7G  (7-메틸구아노신);  Gm  (2'-0-메틸구아노신);

m22G  (N2,  N2-디메틸구아노신);  m2Gm  (N2,  2'-0-디메틸구아노신);  m22Gm  (N2,  N2,  2'-0-트리메틸구아노신);

Gr(p) (2'-0-리보실구아노신 (포스페이트)); yW (위부토신); o2yW (퍼옥시위부토신); OHyW (히드록시위부토신);

OHyW*  (변형되지 않은 히드록시위부토신); imG  (위오신); mimG  (메틸구아노신); Q (퀘오신); oQ  (에폭시퀘오

신); galQ (갈탁토실-퀘오신); manQ (만노실-퀘오신); preQo (7-시아노-7-데아자구아노신); preQi (7-아미노메

틸-7-데아자구아노신); G*  (아케오신); D  (디히드로유리딘); m5Um  (5,  2'-0-디메틸유리딘); s4U  (4-티오유리

딘); m5s2U (5-메틸-2-티오유리딘); s2Um (2-티오-2'-0-메틸유리딘); acp3U (3-(3-아미노-3-카르복시프로필)유

리딘); ho5U (5-히드록시유리딘); mo5U (5-메톡시유리딘); cmo5U (유리딘 5-옥시아세트산); mcmo5U (유리딘 5-

옥시아세트산 메틸 에스테르);  chm5U  (5-(카르복시히드록시메틸)유리딘)); mchm5U  (5-(카르복시히드록시메틸)

유리딘  메틸  에스테르);  mcm5U  (5-메톡시카르보닐  메틸유리딘);  mcm5Um  (S-메톡시카르보닐메틸-2-O-메틸유리

딘); mcm5s2U (5-메톡시카르보닐메틸-2-티오유리딘); nm5s2U (5-아미노메틸-2-티오유리딘); mnm5U (5-메틸아미

노메틸유리딘);  mnm5s2U  (5-메틸아미노메틸-2-티오유리딘);  mnm5se2U  (5-메틸아미노메틸-2-셀레노유리딘);

ncm5U (5-카르바모일메틸 유리딘); ncm5Um (5-카르바모일메틸-2'-0-메틸유리딘); cmnm5U (5-카르복시메틸아미노

메틸유리딘); cnmm5Um (5-카르복시메틸아미노메틸-2-L-O메틸유리딘); cmnm5s2U (5-카르복시메틸아미노메틸-2-티

오유리딘); m62A (N6, N6-디메틸아데노신); Tm (2'-0-메틸이노신); m4C (N4-메틸시티딘); m4Cm (N4, 2-0-디메

틸시티딘); hm5C (5-히드록시메틸시티딘); m3U (3-메틸유리딘); cm5U (5-카르복시메틸유리딘); m6Am (N6, T-0-

디메틸아데노신); rn62Am (N6, N6, 0-2-트리메틸아데노신); m2'7G (N2, 7-디메틸구아노신); m2'2'7G (N2, N2,

7-트리메틸구아노신); m3Um  (3,  2T-0-디메틸유리딘); m5D  (5-메틸디히드로유리딘); f5Cm  (5-포밀-2'-0-메틸시

티딘); m1Gm (1, 2'-0-디메틸구아노신); m'Am (1, 2-O-디메틸 아데노신) 이리노메틸유리딘); tm5s2U (S-타우리

노메틸-2-티오유리딘)); imG-14 (4-데메틸 구아노신); imG2 (이소구아노신); ac6A (N6-아세틸아데노신), 히폭산

틴, 이노신, 8-옥소-아데닌, 7-치환된 이들의 유도체, 디히드로유라실, 슈도유라실, 2-티오유라실, 4-티오유라

실, 5-아미노유라실, 5-(C1-C6)-알킬유라실, 5-메틸유라실, 5-(C2-C6)-알케닐유라실, 5-(C2-C6)-알키닐유라실, 5-

(히드록시메틸)유라실, 5-클로로유라실, 5-플루오로유라실, 5-브로모유라실, 5-히드록시시토신, 5-(C1-C6)-알킬

시토신,  5-메틸시토신,  5-(C2-C6)-알케닐시토신,  5-(C2-C6)-알키닐시토신,  5-클로로시토신,  5-플루오로시토신,

5-브로모시토신, N2-디메틸구아닌, 7-데아자구아닌, 8-아자구아닌, 7-데아자-7-치환된 구아닌, 7-데아자-7-(C2-

C6)알키닐구아닌,  7-데아자-8-치환된 구아닌,  8-히드록시구아닌,  6-티오구아닌,  8-옥소구아닌,  2-아미노퓨린,

2-아미노-6 클로로퓨린, 2, 4-디아미노퓨린, 2, 6-디아미노퓨린, 8-아자퓨린, 치환된 7-데아자퓨린, 7-데아자-

7-치환된 퓨린, 7-데아자-8-치환된 퓨린, 수소 (무염기 잔기), m5C, m5U, m6A, s2U, W, 또는 2'-0-메틸-U를 포

함한다. 이 변형된 핵염기 중 어느 하나 또는 어느 조합도 본 발명의 자가 복제 RNA에 포함될 수 있다. 이 변형

된 핵염기 및 그것들의 해당 리보뉴클레오시드의 대부분은 상업적 공급자로부터 이용 가능하다. 원하는 경우,

자가 복제 RNA 분자는 포스포르아미데이트, 포스포로티오에이트, 및/또는 메틸포스포네이트 연결을 함유할 수

있다. 

적어도 하나의 변형된 뉴클레오티드를 포함하는 자가 복제 RNA 분자는 어떤 적합한 방법을 이용하여 제조될 수[0081]

있다. 변형된 뉴클레오티드를 함유하는 RNA 분자를 생산하는 다수의 적합한 방법은 업계에 알려져 있다. 예를

들어, 변형된 뉴클레오티드를 함유하는 RNA 분자는 적합한 DNA-의존 RNA 폴리머라제, 예를 들어, T7 파지 RNA
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폴리머라제, SP6 파지 RNA 폴리머라제, T3 파지 RNA 폴리머라제, 등, 또는 변형된 뉴클레오티드의 RNA 분자에

효율적인 포함을 허용하는 이 폴리머라제의 돌연변이를 이용하여 자가 복제 RNA 분자를 암호화하는 DNA를 전사

(예를 들어, 시험관 내 전사)함으로써 제조될 수 있다. 전사 반응은 뉴클레오티드 및 변형된 뉴클레오티드, 및

적합한 완충액, 및 적합한 염과 같은, 선택된 폴리머라제의 활성을 지원하는 다른 요소를 함유할 것이다. 뉴클

레오티드 유사체의 자가 복제 RNA에 포함은, 예를 들어, 이러한 RNA 분자의 안정성을 변화시키기 위해, RN아제

에 대한 저항성을 증가시키기 위해, 적절한 숙주 세포 내로 도입 후 복제 (RNA의 "감염성")를 확립하기 위해,

및/또는 선천적 및 후천적 면역 반응을 유발하거나 감소시키기 위해, 설계될 수도 있다. 

하나 이상의 변형된 뉴클레오티드를 함유하는 자가 복제 RNA 분자를 생산하기 위하여, 적합한 합성 방법은 단독[0082]

으로, 또는 하나 이상의 다른 방법 (예를 들어, 재조합 DNA 및 RNA 기술)과 조합하여 이용될 수 있다. 데 노보

(de novo) 합성에 적합한 방법은 업계에 잘 알려져 있고 특정 용도로 적용될 수 있다. 전형적인 방법은, 예를

들어, CEM과 같은 적합한 보호기를 이용하는 화학적 합성 (Masuda et al., (2007) Nucleic Acids Symposium

Series 57:3-4), β-시아노에틸 포스포르아미디트 방법 (Beaucage S L et al. (1981) Tetrahedron Lett 22:

1859); 뉴클레오시드 H-포스포네이트 방법 (Garegg P et al. (1986) Tetrahedron Lett 27:4051-4; Froehler B

C et al. (1986) Nucl Acid Res 14:5399-407; Garegg P et al. (1986) Tetrahedron Lett 27:4055-8; Gaffney

B L et al. (1988) Tetrahedron Lett 29:2619-22). 이 화학법들은 상업적으로 이용 가능한 자동화된 핵산 합성

기를 이용하여 수행되거나 적용될 수 있다. 추가적인 적합한 합성 방법은 Uhlmann  et  al.  (1990)  Chem  Rev

90:544-84, 및 Goodchild J (1990) Bioconjugate Chem 1: 165에 개시된다. 핵산 합성은 또한 폴리뉴클레오티드

및 이러한 폴리뉴클레오티드에 의해 암호화된 유전자 생성물의 클로닝, 가공, 및/또는 발현을 포함하는, 업계에

잘 알려져 있고 통상적인 적합한 재조합 방법을 이용하여 수행될 수 있다. 유전자 단편 및 합성 폴리뉴클레오티

드의 무작위 단편화 및 PCR 재결합에 의한 DNA 셔플링은 폴리뉴클레오티드 서열을 디자인 및 설계하기 위해 이

용될 수 있다. 

부위-방향 돌연변이 발생은, 예를 들어, 새로운 제한 부위를 삽입하고, 글리코실화 패턴을 변화시키고, 코돈 선[0083]

호도를 바꾸고, 스플라이스 변이체를 생산하고, 돌연변이를 도입하기 위해 핵산 및 암호화된 단백질을 변화시키

기 위해 이용될 수 있다. 핵산 서열의 전사, 번역 및 발현을 위한 적합한 방법은 업계에 알려져 있고 통상적이

다. (일반적으로, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Ed. Ausubel, et al., Greene Publish.

Assoc. & Wiley Interscience, Ch. 13, 1988; Glover, DNA Cloning, Vol. II, IRL Press, Wash., D.C., Ch.

3,  1986;  Bitter,  et  al.,  in  Methods  in  Enzymology  153:516-544  (1987);  The  Molecular  Biology  of  the

Yeast  Saccharomyces,  Eds.  Strathern  et  al.,  Cold  Spring  Harbor  Press,  Vols.  I  and  II,  1982;  및

Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, 1989. 참조)

자가 복제 RNA 분자에서 하나 이상의 변형된 뉴클레오티드의 존재 및/또는 양은 어떤 적합한 방법을 이용하여[0084]

결정될 수 있다. 예를 들어, 자가 복제 RNA는 모노포스페이트에 분해되고 (예를 들어, 뉴클레아제 PI) 탈인산화

될 수 있고 (예를 들어, CIAP와 같은 적합한 포스파타제를 이용하여), 결과의 뉴클레오시드는 역상 (reversed

phase) HPLC (예를 들어, YMC Pack ODS-AQ 컬럼 (5 미크론, 4.6 X 250 mm)을 이용하여) 및 구배, 0% B (0-5

분) 내지 100% B (5-13 분) 및 100 % B (13-40 분), 유속 (0.7 ml/ 분), UV 검출 (파장: 260 nm), 컬럼 온도

(30  ℃)를 이용하여 용출에 의해 분석된다. 완충액 A (20mM  아세트산-암모늄 아세테이트 pH 3.5),  완충액 B

(20mM 아세트산-암모늄 아세테이트 pH 3.5/메탄올 [90/10])).

자가 복제 RNA는 전달 시스템과 연관될 수도 있다. 자가 복제 RNA는 보조제와 함께 또는 없이 투여될 수도[0085]

있다. 

RNA 전달 시스템[0086]

여기에 설명된 자가 복제 RNA는 노출 RNA 전달과 같이, 다양한 양상으로 또는 지질, 폴리머 또는 세포 내로 유[0087]

입을 용이하게 하는 다른 화합물과 조합하여 전달에 적합하다. 자가 복제 RNA 분자는 어떤 적합한 기술을 이용

하여, 예를 들어, 직접적인 주사, 미크로주사, 전기 천공, 리포펙션, 생물 분해, 등에 의해 표적 세포 또는 대

상체 내로 도입될 수 있다. 자가 복제 RNA 분자는 또한 수용체-매개 세포 이물 흡수의 방법에 의해 세포 내로

도입될 수도 있다. 예를 들어, 미국 특허 번호 6,090,619; Wu and Wu, J. Biol. Chem., 263: 14621 (1988); 및

Curiel et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8850 (1991) 참조. 예를 들어, 미국 특허 번호 6, 083, 741는

핵산을 다가 양이온 모이어티 (예를 들어, 3-100개의 리신 잔기(SEQ ID NO:4)를 갖는 폴리-L-리신)에 연관시킴

으로써 포유동물 세포 내로 외인성 핵산을 도입하는 것을 개시하며, 그것은 스스로 인테그린 수용체-결합 모이

어티 (예를 들어, 서열 Arg-Gly-Asp (SEQ ID NO:5)를 갖는 고리형 펩티드)에 결합된다 
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자가 복제 RNA 분자는 양친매성 물질 (amphiphile)을 통해 세포 내로 전달될 수 있다. 예를 들어, 미국 특허 번[0088]

호 6, 071, 890 참조. 전형적으로, 핵산 분자는 양이온성 양친매성 물질과 함께 복합체를 형성할 수도 있다. 복

합체에 접촉된 포유동물 세포는 쉽게 그것을 수용할 수 있다.

자가 복제 RNA는 노출 RNA로서 (예를 들어, 단지 RNA의 수용액으로서) 전달될 수 있지만, 세포 내로 유입 및 또[0089]

한 이후의 세포 내 효과를 향상시키기 위해, 자가 복제 RNA는 바람직하게 미립자 또는 에멀젼 전달 시스템과 같

은, 전달 시스템과 조합하여 투여된다. 다수의 전달 시스템이 당업자에게 잘 알려져 있다. 이러한 전달 시스템

은,  예를  들어,  리포솜-기반  전달  (DebsVRPZhu  (1993)  WO  93/24640;  Mannino  and  Gould-Fogerite  (1988)

BioTechniques 6(7): 682-691; Rose 미국 특허 번호 5,279,833; Brigham (1991) WO 91/06309; 및 Feigner et

al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7414), 뿐만 아니라 바이러스 벡터 (예를 들어, 아데노바이

러스 (재검토를 위해, 예를 들어, Berns et al. (1995) Ann. NY Acad. Sci. 772: 95-104; Ali et al. (1994)

Gene Ther. 1: 367-384; 및 Haddada et al. (1995) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 199 (Pt 3): 297-306 참

조),  파필로마바이러스  (papillomavirus),  레트로바이러스  (예를  들어,  상기  Buchscher  et  al.  (1992)  J.

Virol.  66(5)  2731-2739;  Johann  et  al.  (1992)  J.  Virol.  66  (5):  1635-1640  (1992);  Sommerfelt  et  al,

(1990) Virol. 176:58-59; Wilson et al. (1989) J. Virol. 63:2374-2378; Miller et al, J. Virol. 65:2220-

2224  (1991);  Wong-Staal  et  al,  PCT/US94/05700,  및  Rosenburg  and  Fauci  (1993)  in  Fundamental

Immunology,  Third  Edition  Paul  (ed)  Raven  Press,  Ltd.,  New  York  및 그것들의 참고문헌, 및 Yu  et  al,

Gene  Therapy  (1994)  참조),  및  아데노-연관된 바이러스  벡터  (West  et  al.  (1987)  Virology  160:38-47;

Carter et al. (1989) 미국 특허 번호 4,797,368; Carter et al. WO 93/24641 (1993); Kotin (1994) Human

Gene  Therapy  5:793-801;  Muzyczka  (1994) J. Clin. Invst. 94: 1351 및 AAV 벡터의 개요를 위해 Samulski

(상기);  또한,  Lebkowski,  미국  특허  번호  5,173,414;  Tratschin  et  al.  (1985)  Mol.  Cell.  Biol.

5(11):3251-3260; Tratschin, et al. (1984) Mol. Cell. Biol, 4:2072-2081; Hermonat and Muzyczka (1984)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6466-6470; McLaughlin et al. (1988) 및 Samulski et al. (1989) J. Virol,

63:03822-3828 참조), 등의 이용을 포함한다.

세 개의 특히 유용한 전달 시스템은 (i) 리포솜, (ii) 비독성 및 생 분해성 폴리머 미세입자, 및 (iii) 양이온[0090]

성 서브미크론 수중유 에멀젼이다. 

리포솜[0091]

다양한 양친매성 지질은 리포솜과 같은 RNA-함유 수성 코어를 캡슐화하기 위하여 수성 환경에서 이중층을 형성[0092]

할 수 있다. 이 지질들은 음이온성, 양이온성 또는 쌍성이온성 친수성 머리 그룹을 가질 수 있다. 음이온성 인

지질로부터 리포솜의 형성은 1960년대 부터이고, 양이온성 리포솜-형성 지질은 1990년대 이후에 연구되었다. 일

부 인지질은 음이온성인 한편, 다른 것들은 쌍성이온성이다. 적합한 인지질의 종류는 포스파티딜에탄올아민, 포

스파티딜콜린, 포스파티딜세린, 및 포스파티딜글리세롤을 포함하지만, 이에 제한되지 않고, 일부 유용한 인지질

은 표 2에 나열된다. 유용한 양이온성 지질은 디올레오일 트리메틸 암모늄 프로판 (DOTAP), 1, 2-디스테아릴옥

시-N, N-디메틸-3-아미노프로판 (DSDMA), 1, 2-디올레일옥시-N, N디메틸-3-아미노프로판 (DODMA), 1, 2-디리놀

레일옥시-N,  N-디메틸-3-아미노프로판  (DLinDMA),  1,  2-디리놀레닐옥시-N,  N-디메틸-3-아미노프로판 (DLenDM

A)을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다. 쌍성이온성 지질은 아실 쌍성이온성 지질 및 에테르 쌍성이온성 지질

을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다. 유용한 쌍성이온성 지질의 예는 DPPC, DOPC, 및 도데실포스포콜린이다.

지질은 포화되거나 불포화될 수 있다. 

리포솜은 단일 지질로부터 또는 지질의 혼합물로부터 형성될 수 있다. 혼합물은 (i) 음이온성 지질의 혼합물,[0093]

(ii) 양이온성 지질의 혼합물, (iii) 쌍성이온성 지질의 혼합물, (iv) 음이온성 지질 및 양이온성 지질의 혼합

물, (v) 음이온성 지질 및 쌍성이온성 지질의 혼합물, (vi) 쌍성이온성 지질 및 양이온성 지질의 혼합물 또는

(vii) 음이온성 지질, 양이온성 지질 및 쌍성이온성 지질의 혼합물을 포함할 수도 있다. 유사하게, 혼합물은 포

화된 및 불포화된 지질 둘 다를 포함할 수도 있다. 예를 들어, 혼합물은 DSPC (쌍성이온성, 포화), DlinDMA (양

이온성, 불포화), 및/또는 DMPG (음이온성, 포화)를 포함할 수도 있다. 지질의 혼합물이 이용되는 경우, 혼합물

의 성분 지질 모두가 양친매성 물질일 필요는 없다, 예를 들어, 하나 이상의 양친매성 지질이 콜레스테롤과 혼

합될 수 있다. 

지질의 친수성 부 분은 PEG와 반응될 수 있다 (즉, 폴리에틸렌 글리콜의 공유 부착에 의해 변형된다). 이 변형[0094]

은 안정성을 증가시킬 수 있고 리포솜의 비-특이적 흡착을 방지한다. 예를 들어, 리피드는 Heyes et al. (2005)

J Controlled Release 107:276-87에 개시된 것들과 같은 기술을 이용하여 PEG와 접합될 수 있다.
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DSPC, DlinDMA, PEG-DMPG 및 콜레스테롤의 혼합물은 리포솜을 형성하기 위해 이용될 수 있다. 본 발명의 별도의[0095]

양태는 DSPC, DlinDMA, PEG-DMG 및 콜레스테롤을 포함하는 리포솜이다. 이 리포솜은 바람직하게는, 예를 들어,

면역원을 암호화하는 자가 복제 RNA와 같은 RNA를 캡슐화한다. 

리포솜은 보통 세 그룹으로 분류된다: 중층 소낭 (MLV); 작은 단층 소낭 (SUV); 및 큰 단층 소낭 (LUV). MLV는[0096]

각각의 소낭에 다수의 이중층을 갖고, 여러 별도의 수성 구획을 형성한다. SUB 및 LUV는 수성 코어를 캡슐화하

는 단일 이중층을 갖는다; SUV는 전형적으로 50 nm보다 작은 직경을 갖고, LUV는 50 nm보다 큰 직경을 갖는다.

본 발명에 유용한 리포솜은 이상적으로 50-220 nm의 범위의 직경을 갖는 LUV이다. 다른 직경을 갖는 LUV의 개체

군을 포함하는 조성물에 대하여: (i) 숫자로 적어도 80%는 20-220 nm의 범위의 직경을 갖고, (ii) 개체군의 평

균 직경 (Zav, 강도로)은 이상적으로 40-200 nm의 범위에 있고, 및/또는 (iii) 직경은 0.2보다 작은 다 분산 지

수 (polydispersity index)를 가져야 한다. 

적합한 리포솜을 제조하는 기술은 업계에 잘 알려져 있다, 예를 들어, Liposomes:  Methods  and  Protocols,[0097]

Volume 1: Pharmaceutical Nanocarriers: Methods and Protocols, (ed. Weissig). Humana Press, 2009. ISBN

160327359X; Liposome Technology, volumes I, II & III. (ed. Gregoriadis). Informa Healthcare, 2006; 및

Functional  Polymer  Colloids  and  Microparticles  volume  4  (Microspheres,  microcapsules  &  liposomes),

(eds. Arshady & Guyot). Citus Books, 2002 참조. 한 유용한 방법은 (i) 지질의 에탄올성 용액, (ii) 핵산의

수용액 및 (iii)  완충액을 혼합한 후 이어서 혼합, 평형, 희석 및 정제하는 단계를 수반한다 (Heyes et al.

(2005) J Controlled Release 107:276-87.).

RNA는 바람직하게는 리포솜 내에 캡슐화되고, 그래서 리포솜은 수성 RNA-함유 코어 주위에 외층을 형성한다. 이[0098]

캡슐화는 RN아제 분해로부터 RNA를 보호하는 것으로 발견되었다. 리포솜은 일부 외부 RNA를 포함할 수 있지만

(예를 들어, 리포솜의 표면 상에), 바람직하게는, 적어도 절반의 RNA (및 이상적으로는 그것의 실질적으로 모든

것)는 캡슐화된다. 

폴리머 미세입자[0099]

다양한 폴리머는 RNA를 캡슐화하거나 흡착하기 위해 미세입자를 형성할 수 있다. 실질적으로 비-독성 폴리머의[0100]

이용은 수령체가 안전하게 입자를 받을 수 있다는 것을 의미하고, 생 분해성 폴리머의 이용은 입자가 장기간 지

속을 방지하기 위해 전달 후 대사될 수 있다는 것을 의미한다. 유용한 폴리머는 또한 약학적 등급의 제형의 제

조를 돕기 위해, 멸균 가능하다. 

적합한 비-독성 및 생 분해성 폴리머는 폴리(α-히드록시산), 폴리히드록시 부티르산, 폴리락톤 (폴리카프로락[0101]

톤을 포함), 폴리디옥사논, 폴리발레로락톤, 폴리오르토에스테르, 폴리무수물, 폴리시아노아크릴레이트, 티로신

-유도된 폴리카르보네이트, 폴리비닐피롤리디논 또는 폴리에스테르-아미드, 및 이들의 조합을 포함하지만, 이에

제한되지 않는다. 

일부 구체예에서, 미세입자는 폴리(락티드) ("PLA")와 같은 폴리(α-히드록시산), 폴리(D, L-락티드-코-글리콜[0102]

리드) ("PLG")와 같은 락티드 및 글리콜리드의 코폴리머, 및 D, L-락티드 및 카프로락톤의 코폴리머로부터 형성

된다. 유용한 PLG 폴리머는, 예를 들어, 20:80 내지 80:20, 예를 들어, 25:75, 40:60, 45:55, 55:45, 60:40,

75:25의 범위의 락티드/글리콜리드 분자비를 갖는 것들을 포함한다. 유용한 PLG 폴리머는, 예를 들어, 5, 000-

200, 000 Da, 예를 들어, 10, 000-100, 000, 20, 000-70, 000, 40, 000-50, 000 Da의 분자량을 갖는 것들을 포

함한다. 

미세입자는 이상적으로 0.02 μm 내지 8 μm의 범위의 직경을 갖는다. 숫자로 적어도 80%에서 다른 직경을 갖는[0103]

미세입자의 개체군을 포함하는 조성물은 0.03 μm-7 μm의 범위의 직경을 갖는다. 

적합한  미세입자를  제조하는  기술은  업계에  잘  알려져  있고,  예를  들어,  Functional  Polymer  Colloids[0104]

Microparticles  volume  4  (Microspheres,  microcapsules  &  liposomes),  (eds.  Arshady  &  Guyot).  Citus

Books, 2002; Polymers in Drug Delivery, (eds. Uchegbu & Schatzlein). CRC Press, 2006. (특히 7장에) 및

Microparticulate  Systems  for  the  Delivery  of  Proteins  and  Vaccines.  (eds.  Cohen  &  Bernstein).  CRC

Press,  1996  참조. RNA의 흡착을 용이하게 하기 위해서, 미세입자는, 예를 들어, O'Hagan  et  al.  (2001)  J

Virology 75: 9037-9043; 및 Singh et al. (2003) Pharmaceutical Research 20: 247-251에 개시된 바와 같은,

양이온성 계면활성제 및/또는 지질을 포함할 수도 있다. 폴리머 미세입자를 만드는 대체 방법은, 예를 들어,

WO2009/132206에 개시된 바와 같이 성형 및 경화에 의한 것이다. 
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본 발명의 미세입자는 40-100 mV의 제타 전위를 가질 수 있다. [0105]

RNA는 미세입자에 흡착될 수 있고, 흡착은 미세입자에 양이온성 물질 (예를 들어, 양이온성 지질)을 포함함으로[0106]

써 촉진된다.

수중유 양이온성 에멀젼[0107]

수중유 에멀젼은 보조 인플루엔자 백신, 예를 들어, FLUAD™ 제품의 MF59™, 및 PREPANDRIX™ 제품의 AS03 보조[0108]

제에 대하여 알려져 있다.RNA 전달은 수중유 에멀젼의 이용으로 달성될 수 있으며, 에멀젼이 하나 이상의 양이

온성 분자를 함유한다는 것이 제공된다. 예를 들어, 양이온성 지질은 음전하를 띈 RNA가 부착할 수 있는 양전하

를 띈 방울 표면을 제공하기 위해 에멀젼에 포함될 수 있다. 

에멀젼은 하나 이상의 오일을 포함한다. 적합한 오일(들)은, 예를 들어, 동물 (물고기와 같은) 또는 식물성 근[0109]

원의 것들을 포함한다. 오일은 이상적으로 생 분해성 (대사 가능) 및 생체적합성이다. 식물성 오일에 대한 근원

은 견과류, 씨앗 및 곡물을 포함한다. 가장 일반적으로 이용 가능한, 땅콩 오일, 대두 오일, 코코넛 오일, 및

올리브 오일은 견과류 오일의 예이다. 예를 들어, 호호바 (jojoba) 콩에서 얻어진 호호바 오일이 이용될 수 있

다. 씨앗 오일은 잇꽃 오일, 목화씨 오일, 해바라기 씨 오일, 참기름 등을 포함한다. 곡물 그룹에서, 옥수수 오

일은 가장 쉽게 이용 가능하지만, 밀, 귀리, 호밀, 쌀, 테프 (teff), 라이밀 (triticale) 등과 같은 다른 곡물

의 오일이 또한 이용될 수도 있다. 글리세롤 및 1, 2-프로판디올의 6-10개의 탄소 지방산 에스테르는 씨앗 오일

에서 자연 발생하지 않는 반면, 견과류 및 씨앗 오일에서 적절한 물질의 가수 분해, 분리 및 에스테르화에 의해

제조될 수도 있다. 포유동물의 우유의 지방 및 오일은 대사 가능하고 그래서 이용될 수도 있다. 분리, 정제, 비

누화에 대한 공정 및 동물 근원의 순수한 오일을 얻는데 필요한 다른 방법들은 업계에 잘 알려져 있다. 

대부분의 물고기는 쉽게 회수될 수도 있는 대사 가능한 오일을 함유한다. 예를 들어, 대구 간 오일, 상어 간 오[0110]

일, 및 경뇌유 (spermaceti)와 같은 고래 오일은 여기에 이용될 수도 있는 다양한 물고기 오일의 예이다. 다수

의 분지형 사슬 오일이 생화학적으로 5-탄소 이소프렌 단위로 합성되고 일반적으로 테르페노이드로서 나타난다.

스쿠알렌, 스쿠알렌에 대한 포화 유사체가 또한 이용될 수 있다. 스쿠알렌 및 스쿠알란을 포함하는 물고기 오일

은 상업적 근원으로부터 쉽게 이용 가능하거나 업계에 알려진 방법에 의해 얻어질 수도 있다. 

다른 유용한 오일은, 특히 스쿠알렌과 조합된, 토코페롤이다. 에멀젼의 유상이 토코페롤을 포함하는 경우, α,[0111]

β, γ, δ, ε 또는 ξ 토코페롤 중 어느 것도 이용될 수 있지만, α-토코페롤이 바람직하다. D-α-토코페롤

및 DL-α-토코페롤은 둘 다 이용될 수 있다. 바람직한 α-토코페롤은 DL-α-토코페롤이다. 스쿠알렌 및 토코페

롤 (예를 들어, DL-α-토코페롤)을 포함하는 오일 조합이 이용될 수 있다. 

바람직한 에멀젼은 분지형, 불포화 테르페노이드 (C30H50;  [(CH3)2C[=CHCH2CH2C(CH3)]2=CHCH2-]2;  2,  6,  10,  15,[0112]

19, 23-헥사메틸-2, 6, 10, 14, 18, 22-테트라코사헥사엔; CAS R 7683-64-9)인, 스쿠알렌, 상어 간 오일을 포

함한다. 

에멀젼 중의 오일은 오일의 조합, 예를 들어, 스쿠알렌 및 적어도 하나의 추가 오일을 포함할 수도 있다. [0113]

에멀젼의 수성 성분은 담수 (예를 들어, w.f.i.)일 수 있거나 추가 성분, 예를 들어, 용질을 포함할 수 있다.[0114]

예를 들어, 그것은 완충액을 형성하기 위해 염, 예를 들어, 시트레이트 또는 포스페이트 염, 예를 들어, 나트륨

염을 포함할 수도 있다. 전형적인 완충액은 포스페이트 완충액; 트리스 완충액; 붕산염 완충액; 숙신산염 완충

액; 히스티딘 완충액; 또는 시트레이트 완충액을 포함한다. 완충된 수상이 바람직하고, 완충액은 전형적으로 5-

20 mM 범위에 포함될 것이다. 

에멀젼은 또한 양이온성 지질을 포함한다. 바람직하게는 이 지질은 에멀젼의 형성 및 안정화를 용이하게 할 수[0115]

있는 계면활성제이다. 예를 들어, 3차 또는 4차 아민과 같이 유용한 양이온성 지질은 일반적으로 생리학적 조건

하에 양전하를 띈 질소 원자를 함유한다. 이 질소는 양친매성 계면활성제의 친수성 머리 그룹에 있을 수 있다.

유용한 양이온성 지질은 1, 2-디올레오일옥시-3-(트리메틸암모니오)프로판 (DOTAP), 3'-[N-(N', N'-디메틸아미

노에탄)-카르바모일]콜레스테롤 (DC  콜레스테롤), 디메틸디옥타데실암모늄 (DDA,  예를 들어, 브로마이드), 1,

2-디미리스토일-3-트리메틸-암모늄프로판 (DMTAP), 디팔미토일(C16:0)트리메틸 암모늄 프로판 (DPTAP), 디스테

아로일트리메틸암모늄 프로판 (DSTAP)을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다. 다른 유용한 양이온성 지질은 벤잘

코늄 클로라이드 (BAK), 벤제토늄 클로라이드, 세트라미드 (이것은 테트라데실트리메틸암모늄 브로마이드 및 경

우에 따라 소량의 데데실트리메틸암모늄 브로마이드 및 헥사데실트리메틸 암모늄 브로마이드를 포함한다), 세틸

프리디늄 클로라이드 (CPC), 세틸 트리메틸암모늄 클로라이드 (CTAC), Ν, Ν', Ν'-폴리옥시에틸렌 (10)-N-수
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지-1, 3-디아미노프로판, 도데실트리메틸암모늄 브로마이드, 헥사데실트리메틸-암모늄 브로마이드, 혼합된 알킬

-트리메틸-암모늄 브로마이드, 벤질디메틸도데실암모늄 클로라이드, 벤질디메틸헥사데실-암모늄 클로라이드, 벤

질트리메틸암모늄 메톡시드,  세틸디메틸에틸암모늄 브로마이드, 디메틸디옥타데실 암모늄 브로마이드 (DDAB),

메틸벤제토늄 클로라이드, 데카메토늄 클로라이드, 메틸 혼합된 트리알킬 암모늄 클로라이드, 메틸 트리옥틸암

모늄 클로라이드), N, N-디메틸-N-[2(2-메틸-4-(1, 1, 3, 3테트라메틸부틸)-페녹시]-에톡시)에틸]-벤젠메타-나

미늄 클로라이드 (DEBDA), 디알킬디메틸암모늄 염, [1-(2, 3-디올레일옥시)-프로필]-N, N, N, 트리메틸암모늄

클로라이드, 1, 2-디아실-3-(트리메틸암모니오) 프로판 (아실기=디미리스토일, 디팔미토일, 디스테아로일, 디올

레오일),  1,  2-디아실-3  (디메틸암모니오)프로판  (아실기=디미리스토일,  디팔미토일,  디스테아로일,

디올레오일),  1,  2-디올레오일-3-(4'-트리메틸-암모니오)부타노일-sn-글리세롤,  1,  2-디올레오일  3-숙시닐-

sn-글리세롤  콜린  에스테르,  콜레스테릴  (4'-트리메틸암모니오)  부타노에이트),  N-알킬  피리디늄  염  (예를

들어, 세틸프리디늄 브로마이드 및 세틸프리디늄 클로라이드), N-알킬피페리디늄 염, 이중양이온성 볼라폼 전해

질 (C12Me6; C12BU6), 디알킬글리세틸포스포릴콜린, 리소레시틴, L-α디올레오일포스파티딜에탄올아민, 콜레스

테롤 헤미숙시네이트 콜린 에스테르, 디옥타데실아미도글리실스페르민 (DOGS), 디팔미토일 포스파티딜에탄올-아

미도스페르민 (DPPES), 리포폴리-L (또는 D)-리신 (LPLL, LPDL), N-글루타릴포스파티딜에탄올아민에 접합된 폴

리 (L (또는 D)-리신을 포함하지만, 이에 제한되지 않는, 리포폴리아민, 펜던트 아미노기를 갖는 디도데실 글루

타메이트 에스테르 (C^GluPhCnN), 펜던트 아미노기를 갖는 디테트라데실 글루타메이트 에스테르 (C14GIuCnN+),

콜레스테릴-3  β-옥시숙신아미도에틸렌트리메틸암모늄  염,  콜레스테릴-3  β-옥시숙신아미도에틸렌-디메틸아민,

콜레스테릴-3 β-카르복시아미도에틸렌트리메틸암모늄 염, 및 콜레스테릴-3 β-카르복시아미도에틸렌디메틸아민

을  포함하지만,  이에  제한되지  않는,  콜레스테롤의  양이온성  유도체이다.  다른  유용한  양이온성  지질은  US

2008/0085870 및 US 2008/0057080에 설명되며, 이것은 본원에 참고로 포함된다. 양이온성 지질은 바람직하게는

생 분해성 (대사 가능) 및 생체적합성이다.

오일 및 양이온성 지질에 더하여, 에멀젼은 비이온성 계면활성제 및/또는 쌍성이온성 계면활성제를 포함한다.[0116]

이러한 계면활성제는 폴리옥시에틸렌 소르비탄 에스테르 계면활성제 (일반적으로 Tween으로 나타냄), 특히 폴리

소르베이트 20 및 폴리소르베이트 80; DOWFAX™ 상표명 하에 판매되는 에틸렌 옥시드 (EO), 프로필렌 옥시드

(PO), 및/또는 부틸렌 옥시드 (BO)의 코폴리머, 예를 들어, 선형 EO/PO 블록 코폴리머; 옥톡시놀-9 (Triton X-

100, 또는 t-옥틸페녹시폴리에톡시에탄올)가 특히 흥미있는, 반복되는 에톡시 (옥시-1, 2-에탄디일) 기의 수에

따라  달라질  수  있는  옥톡시놀;  (옥틸페녹시)폴리에톡시에탄올  (IGEPAL  CA-630/NP-40);  포스파티딜콜린

(레시틴)과 같은 포스포리피드; 라우릴, 세틸, 스테아릴 및 올레일 알콜로부터 유도된 폴리옥시에틸렌 지방 에

테르 (Brij 계면활성제로서 알려짐), 예를 들어, 트리에틸렌글리콜 모노라우릴 에테르 (Brij 30); 폴리옥시에틸

렌-9-라우릴 에테르; 및 소르비탄 에스테르 (일반적으로 Span으로 알려짐), 예를 들어, 소르비탄 트리올레에이

트 (Span 85) 및 소르비탄 모노라우레이트를 포함하지만, 이에 제한되지 않는다. 에멀젼에 포함하기 위한 바람

직한 계면활성제는 폴리소르베이트 80 (Tween 80; 폴리옥시에틸렌 소르비탄 모노올레에이트), Span 85 (소르비

탄 트리올레에이트), 레시틴 및 Triton X-100이다.

이 계면활성제의 혼합물, 예를 들어, Tween 80/Span 85 혼합물, 또는 Tween 80/Triton-X100 혼합물은 에멀젼에[0117]

포함될 수 있다. 폴리옥시에틸렌 소르비탄 모노올레에이트 (Tween 80)와 같은 폴리옥시에틸렌 소르비탄 에스테

르 및 t-옥틸페녹시-폴리에톡시에탄올 (Triton X-100)과 같은 옥톡시놀의 조합이 또한 적합하다. 또 다른 유용

한 조합은 라우레쓰 9 플로스 폴리옥시에틸렌 소르비탄 에스테르 및/또는 옥톡시놀을 포함한다. 유용한 혼합물

은 10-20의 범위의 HLB 값을 갖는 계면활성제 (예를 들어, 15.0의 HLB를 갖는 폴리소르베이트 80) 및 1-10의 범

위의 HLB 값을 갖는 계면활성제 (예를 들어, 1.8의 HLB를 갖는 소르비탄 트리올레에이트)를 포함할 수 있다. 

최종 에멀젼에서 바람직한 오일의 양 (부피%)은 2-20%, 예를 들어, 5-15%, 6-14%, 7-13%, 8-12%이다. 약 4-6%[0118]

또는 약 9-11%의 스쿠알렌 함량이 특히 유용하다. 

최종 에멀젼에서 바람직한 계면활성제의 양 (중량%)은 0.001% 내지 8%이다. 예를 들어, 폴리옥시에틸렌 소르비[0119]

탄 에스테르 (폴리소르베이트 80와 같은)는 0.2 내지 4%, 특히 0.4-0.6%, 0.45-0.55%, 약 0.5% 또는 1.5-2%,

1.8-2.2%, 1.9-2.1%, 약 2%, 또는 0.85-0.95%, 또는 약 1%; 또는 소르비탄 에스테르 (소르비탄 트리올레에이트

와 같은)는 0.02 내지 2%, 특히 약 0.5% 또는 약 1%; 옥틸-또는 노닐페녹시 폴리옥시에탄올 (Triton X-100와 같

은)은 0.001 내지 0.1%, 특히 0.005 내지 0.02%; 폴리옥시에틸렌 에테르 (라우레쓰 9)는 0.1 내지 8%, 바람직

하게 0.1 내지 10% 및 특히 0.1 내지 1% 또는 약 0.5%이다.

오일 및 계면활성제의 절대적인 양, 및 그것들의 비율은 에멀젼을 형성하는 동안 넓은 한도 내에서 달라질 수[0120]

있다. 숙련자는 원하는 에멀젼을 얻기 위해서 성분의 상대적 비율을 쉽게 바꿀 수 있지만, 오일 및 계면활성제
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에 대하여 4:1 내지 5:1의 중량비가 전형적이다 (오일 과다).

특히 큰 동물에서, 에멀젼의 면역자극 활성을 보장하는 중요한 파라미터는 오일 방울 크기 (직경)이다. 가장 효[0121]

율적인 에멀젼은 서브미크론 범위의 방울 크기를 갖는다. 적합하게 방울 크기는 범위 50-750 nm에 있을 것이다.

가장 유용하게는, 평균 방울 크기는 250 nm 미만, 예를 들어, 200 nm 미만, 150 nm 미만이다. 평균 방울 크기는

유용하게도 80-180 nm의 범위에 있다. 이상적으로, 에멀젼의 오일 방울 중 적어도 80% (숫자로)는 직경이 250

nm보다 작다, 예를 들어, 200 nm보다 작고, 150보다 작다. 평균 방울 크기는 유용하게도 80-180 nm의 범위에서

유용하다. 이상적으로, 에멀젼 오일 방울 중 적어도 80% (숫자로)는 직경이 250 nmq보다 작고, 바람직하게 적어

도 90%도 그러하다. 에멀젼의 평균 방울 크기, 및 크기 분포를 결정하는 기구는 상업적으로 이용 가능하다. 이

것들은 전형적으로 동적 광산란 (dynamic light scattering) 및/또는 단일-입자 광학 판독 (single-particle

optical sensing)의 기술, 예를 들어, Particle Sizing Systems (Santa Barbara, USA)에서 이용 가능한 기기의

Accusizer™ 및 Nicomp™ 시리즈, 또는 Malvern  Instruments  (UK)에서 이용 가능한 Zetasizer™ 기기, 또는

Horiba (Kyoto, Japan)의 Particle Size Distribution Analyzer 기기를 이용한다. 

이상적으로,  방울  크기  (숫자로)의 분포는  두  개의  최대값  대신에,  단  하나의  최대값을  갖는다,  즉,  평균[0122]

(방식) 주위에 분포된 방울의 단일 개체군이 있다. 바람직한 에멀젼은 0.4보다 작은, 예를 들어, 0.3, 0.2보다

작은 다 분산성을 갖는다.

서브미크론 방울 및 좁은 크기 분포을 갖는 적합한 에멀젼은 미세유동화의 이용에 의해 얻어질 수 있다. 이 기[0123]

술은 높은 온도 및 높은 속도에서 기하학적으로 고정된 채널을 통해 투입 성분의 스트림을 추진함으로써 평균

오일 방울 크기를 감소시킨다. 이 스트림들은 채널 벽, 챔버 벽 및 서로와 접촉한다. 결과 전단, 영향 및 캐비

테이션 (cavitation) 힘은 방울 크기의 감소를 유발한다. 반복된 미세유동화 단계는 원하는 방울 크기 평균 및

분포를 갖는 에멀젼이 달성될 때까지 수행될 수 있다. 

미세유동화에 대한 대안으로서, 열법 (thermal method)은 상전환 (phase inversion)을 유발하기 위해 이용될 수[0124]

있다. 이 방법들은 또한 좁은 입자 크기 분포를 갖는 서브미크론 에멀젼을 제공할 수 있다. 

바람직한 에멀젼은 여과 멸균될 수 있다, 즉, 그것들의 방울은 220 nm 필터를 통과할 수 있다. 멸균을 제공할[0125]

뿐만 아니라, 이 공정은 또한 에멀젼의 어떤 큰 방울도 제거한다. 

특정 구체예에서, 에멀젼의 양이온성 지질은 DOTAP이다. 양이온성 수중유 에멀젼은 약 0.5 mg/ml 내지 약 25[0126]

mg/ml  DOTAP를 포함할 수도 있다. 예를 들어, 양이온성 수중유 에멀젼은 DOTAP를 약 0.5  mg/ml  내지 약 25

mg/ml, 약 0.6 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 0.7 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 0.8 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약

0.9 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 1.0 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 1.1 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 1.2 mg/ml

내지 약 25 mg/ml, 약 1.3 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 1.4 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 1.5 mg/ml 내지 약 25

mg/ml, 약 1.6 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 1.7 mg/ml 내지 약 25 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 24 mg/ml, 약

0.5 mg/ml 내지 약 22 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 20 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 18 mg/ml, 약 0.5 mg/ml

내지 약 15 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 12 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 10 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 5

mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 2 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 1.9 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 1.8 mg/ml, 약

0.5 mg/ml 내지 약 1.7 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 1.6 mg/ml, 약 0.6 mg/ml 내지 약 1.6 mg/ml, 약 0.7

mg/ml 내지 약 1.6 mg/ml, 약 0.8 mg/ml 내지 약 1.6 mg/ml, 약 0.5 mg/ml, 약 0.6 mg/ml, 약 0.7 mg/ml, 약

0.8 mg/ml, 약 0.9 mg/ml, 약 1.0 mg/ml, 약 1.1 mg/ml, 약 1.2 mg/ml, 약 1.3 mg/ml, 약 1.4 mg/ml, 약 1.5

mg/ml, 약 1.6 mg/ml, 약 12 mg/ml, 약 18 mg/ml, 약 20 mg/ml, 약 21.8 mg/ml, 약 24 mg/ml, 등으로 포함할

수도 있다. 전형적인 구체예에서, 양이온성 수중유 에멀젼은 약 0.8  mg/ml  내지 약 1.6  mg/ml  DOTAP,  예를

들어, 0.8 mg/ml, 1.2 mg/ml, 1.4 mg/ml 또는 1.6 mg/ml를 포함한다. 

특정  구체예에서,  양이온성  지질은  DC  콜레스테롤이다.  양이온성  수중유  에멀젼은  DC  콜레스테롤을 약  0.1[0127]

mg/ml 내지 약 5 mg/ml DC 콜레스테롤로 포함할 수도 있다. 예를 들어, 양이온성 수중유 에멀젼은 DC 콜레스테

롤을 약 0.1 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.2 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.3 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.4

mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.62 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 1 mg/ml 내지 약

5 mg/ml, 약 1.5 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 2 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 2.46 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 3

mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 3.5 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 4 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 4.5 mg/ml 내지 약 5

mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 4.92 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 4.5 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 4 mg/ml,

약 0.1 mg/ml 내지 약 3.5 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 3 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 2.46 mg/ml, 약 0.1

mg/ml 내지 약 2 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 1.5 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 1 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지
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약 0.62 mg/ml, 약 0.15 mg/ml, 약 0.3 mg/ml, 약 0.6 mg/ml, 약 0.62 mg/ml, 약 0.9 mg/ml, 약 1.2 mg/ml,

약 2.46 mg/ml, 약 4.92 mg/ml, 등으로 포함할 수도 있다. 전형적인 구체예에서, 양이온성 수중유 에멀젼은 약

0.62 mg/ml 내지 약 4.92 mg/ml, 예를 들어, 2.46 mg/ml DC 콜레스테롤을 포함한다.

특정 구체예에서, 양이온성 지질은 DDA이다. 양이온성 수중유 에멀젼은 약 0.1 mg/ml 내지 약 5 mg/ml DDA이다.[0128]

예를 들어, 양이온성 수중유 에멀젼은 DDA를 약 0.1 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 4.5 mg/ml,

약 0.1 mg/ml 내지 약 4 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 3.5 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 3 mg/ml, 약 0.1

mg/ml 내지 약 2.5 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 2 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내지 약 1.5 mg/ml, 약 0.1 mg/ml 내

지 약 1.45 mg/ml, 약 0.2 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.3 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.4 mg/ml 내지 약 5

mg/ml, 약 0.5 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.6 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.73 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약

0.8 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 0.9 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 1.0 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 1.2 mg/ml 내

지 약 5 mg/ml, 약 1.45 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 2 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 2.5 mg/ml 내지 약 5 mg/ml,

약 3 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 3.5 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 4 mg/ml 내지 약 5 mg/ml, 약 4.5 mg/ml 내지

약 5 mg/ml, 약 1.2 mg/ml, 약 1.45 mg/ml, 등으로 포함할 수도 있다. 대안으로서, 양이온성 수중유 에멀젼은

DDA를 약 20 mg/ml, 약 21 mg/ml, 약 21.5 mg/ml, 약 21.6 mg/ml, 약 25 mg/ml으로 포함할 수도 있다. 전형적

이 구체예에서, 양이온성 수중유 에멀젼은 약 0.73 mg/ml 내지 약 1.45 mg/ml, 예를 들어, 1.45 mg/ml DDA를

포함한다. 

카테터 또는 유사한 장치는 본 발명의 자가 복제 RNA 분자를, 노출 RNA로서 또는 전달 시스템과 조합하여, 표적[0129]

장기 또는 조직으로 전달하기 위해 이용될 수도 있다. 적합한 카테터는, 예를 들어, 미국 특허 번호 4, 186,

745; 5, 397, 307; 5, 547, 472; 5, 674, 192; 및 6, 129, 705에 개시되며, 이것들 모두는 본원에 참고로 포함

된다. 

본 발명은, 예를 들어, 단독으로, 또는 또 다른 고 분자와 조합하여 면역 반응을 유도하기 위해, 둘 이상의 CMV[0130]

단백질을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자를 전달하도록 캡슐화된 또는 흡착된 자가 복제 RNA를 갖는 리포솜, 폴

리머 미세입자 또는 서브미크론 에멀젼 미세입자와 같은, 적합한 전달 시스템의 이용을 포함한다. 본 발명은 흡

착된 및/또는 캡슐화된 자가 복제 RNA 분자, 및 이들의 조합을 갖는 리포솜, 미세입자 및 서브미크론 에멀젼을

포함한다.

리포솜 및 서브미크론 에멀젼 미세입자와 연관된 자가 복제 RNA 분자는 숙주 세포에 효율적으로 전달될 수 있고[0131]

자가 복제 RNA에 의해 암호화된 단백질에 대한 면역 반응을 유발할 수 있다. 

CMV 단백질을 암호화하는 폴리시스트론성 자가 복제 RNA 분자, 폴리시스트론성 알파바이러스 레플리콘을 이용하[0132]

여 생산된 VRP는 세포에서 CMV  단백질 복합체를 형성하기 위해 이용될 수 있다. 복합체는 gB/gH/gL;  gH/gL;

gH/gL/gO; gM/gN; gH/gL/UL128/UL130/UL131; 및 UL128/UL130/UL131을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다.

일부 구체예에서, VRP의 조합은 세포에 전달된다. 조합은 다음을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다:[0133]

1. gH/gL VRP 및 또 다른 VRP; [0134]

2. gH/gL VRP 및 gB VRP; [0135]

3. gH/gL/gO VRP 및 gB VRP; [0136]

4. gB VRP 및 gH/gL/UL128/UL130/UL131 VRP; [0137]

5. gB VRP 및 UL128/UL130/UL131 VRP; [0138]

6. gB VRP 및 gM/gN VRP; [0139]

7. gB VRP, gH/gL VRP, 및 UL128/UL130/UL131 VRP; [0140]

8. gB VRP, gH/gLgO VRP, 및 UL128/UL130/UL131 VRP;[0141]

9. gB VRP, gM/gN VRP, gH/gL VRP, 및 UL128/UL130/UL131 VRP;[0142]

10. gB VRP, gM/gN VRP, gH/gL/O VRP, 및 UL128/UL130/UL131 VRP; [0143]

11. gH/gL VRP 및 UL128/UL130/UL131 VRP; 및[0144]

일부 구체예에서, 자가 복제 RNA 분자의 조합은 세포에 전달된다. 조합은 다음을 포함하지만, 이에 제한되지 않[0145]
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는다: 

1. gH/gL을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 및 또 다른 단백질을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자; [0146]

2. gH 및 gL을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 및 gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자; [0147]

3. gH, gL 및 gO를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 및 gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 ; [0148]

4. gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 및 gH, gL, UL128, UL130 및 UL131을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자[0149]

; 

5. gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 및 UL128, UL130 및 UL131을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자; [0150]

6. gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 및 gM 및 gN을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자 ; [0151]

7.  gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, gH 및 gL을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, 및 UL128, UL130 및[0152]

UL131을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자; 

8. gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, gH, gL, 및 gO를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, 및 UL128, UL130[0153]

및 UL131를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자; 

9. gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, gM 및 gN을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, gH 및 gL을 암호화하는[0154]

자가 복제 RNA 분자, 및 UL128, UL130 및 UL131을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자; 

10. gB를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, gM 및 gN을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, gH, gL 및 gO를 암호화[0155]

하는 자가 복제 RNA 분자, 및 UL128, UL130 및 UL131를 암호화하는 자가 복제 RNA 분자;

11. gH 및 gL을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자, 및 UL128, UL130 및 UL131을 암호화하는 자가 복제 RNA 분자;[0156]

및

CMV 단백질[0157]

적합한 CMV 단백질은 gB, gH, gL, gO를 포함하고, 어떤 CMV 균주의 것일 수 있다. 다른 적합한 CMV 단백질은[0158]

UL128, UL130 및 UL131을 포함하고, 어떤 CMV 균주의 것일 수 있다. 예를 들어, CMV 단백질은 CMV 단백질의

Merlin, AD 169, VR1814, Towne, Toledo, TR, PH, TB40, 또는 Fix 균주의 것일 수 있다. 전형적인 CMV 단백질

및 단편이 여기에 설명된다. 이 단백질 및 단편은 사람 세포와 같은, 원하는 숙주에서 발현을 위해 최적화 또는

탈최적화된 코돈인 서열을 포함하는, 어떤 적합한 뉴클레오티드 서열에 의해서도 암호화될 수 있다. CMV 단백질

의 전형적인 서열 및 단백질을 암호화하는 핵산은 표 2에 제공된다.
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표 2[0159]

[0160]

CMV gB 단백질[0161]

gB 단백질은 전체 길이일 수 있거나 단백질의 하나 이상의 지역을 생략할 수 있다. 대안으로는, gB 단백질의 단[0162]

편이 이용될 수 있다. gB 아미노산은 SEQ ID NO:26로 나타나는 전체 길이 gB 아미노산 서열 (CMV gB FL)에 따라

번호가 매겨지며, 이것은 907 아미노산 길이이다. gB 단백질의 적합한 영역은 전체 길이 단백질로부터 제외될

수 있거나 단편으로서 포함될 수 있으며, 다음을 포함한다: 신호 서열 (아미노산 1-24), gB-DLD 디스인테그린-

유사 도메인 (아미노산 57-146), 퓨린 분할 부위 (아미노산 459-460), 7가 반복 영역 (679-693), 막 스패닝 도

메인 (아미노산 751-771), 및 아미노산 771-906의 세포질 도메인. 일부 구체예에서, gB 단백질은 아미노산 67-
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86 (중화 에피토프 AD2) 및/또는 아미노산 532-635 (면역 우성 에피토프 AD1)를 포함한다. gB 단편의 특정 예는

gB의 첫 번째 692 아미노산을 포함하는 "gB sol 692" 및 gB의 첫 번째 750 아미노산을 포함하는 "gB sol 750"

을 포함한다. 신호 서열, 아미노산 1-24는 원하는 바와 같이 gB sol 692 및 gB sol 750으로부터 존재하거나 없

을 수 있다. 임의로, gB 단백질은 10개 이상의 아미노산의 gB 단편일 수 있다. 예를 들어, 단편의 아미노산의

수는 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350,

375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775, 800, 825, 850, 또

는 875개의 아미노산을 포함할 수 있다. gB 단편은 잔기 번호 중 어느 것에서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3, 4,

5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,

32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,

57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,

82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105,

106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145,

146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,

166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185,

186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205,

206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225,

226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245,

246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265,

266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305,

306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325,

326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344, 345,

346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365,

366, 367, 368, 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385,

386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405,

406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416, 417, 418, 419, 420, 421, 422, 423, 424, 425,

426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445,

446, 447, 448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465,

466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 485,

486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505,

506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 521, 522, 523, 524, 525,

526, 527, 528, 529, 530, 531, 532, 533, 534, 535, 536, 537, 538, 539, 540, 541, 542, 543, 544, 545,

546, 547, 548, 549, 550, 551, 552, 553, 554, 555, 556, 557, 558, 559, 560, 561, 562, 563, 564, 565,

566, 567, 568, 569, 570, 571, 572, 573, 574, 575, 576, 577, 578, 579, 580, 581, 582, 583, 584, 585,

586, 587, 588, 589, 590, 591, 592, 593, 594, 595, 596, 597, 598, 599, 600, 601, 602, 603, 604, 605,

606, 607, 608, 609, 610, 611, 612, 613, 614, 615, 616, 617, 618, 619, 620, 621, 622, 623, 624, 625,

626, 627, 628, 629, 630, 631, 632, 633, 634, 635, 636, 637, 638, 639, 640, 641, 642, 643, 644, 645,

646, 647, 648, 649, 650, 651, 652, 653, 654, 655, 656, 657, 658, 659, 660, 661, 662, 663, 664, 665,

666, 667, 668, 669, 670, 671, 672, 673, 674, 675, 676, 677, 678, 679, 680, 681, 682, 683, 684, 685,

686, 687, 688, 689, 690, 691, 692, 693, 694, 695, 696, 697, 698, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 705,

706, 707, 708, 709, 710, 711, 712, 713, 714, 715, 716, 717, 718, 719, 720, 721, 722, 723, 724, 725,

726, 727, 728, 729, 730, 731, 732, 733, 734, 735, 736, 737, 738, 739, 740, 741, 742, 743, 744, 745,

746, 747, 748, 749, 750, 751, 752, 753, 754, 755, 756, 757, 758, 759, 760, 761, 762, 763, 764, 765,

766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781, 782, 783, 784, 785,

786, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793, 794, 795, 796, 797, 798, 799, 800, 801, 802, 803, 804, 805,

806, 807, 808, 809, 810, 811, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 818, 819, 820, 821, 822, 823, 824, 825,

826, 827, 828, 829, 830, 831, 832, 833, 834, 835, 836, 837, 838, 839, 840, 841, 842, 843, 844, 845,

846, 847, 848, 849, 850, 851, 852, 853, 854, 855, 856, 857, 858, 859, 860, 861, 862, 863, 864, 865,

866, 867, 868, 869, 870, 871, 872, 873, 874, 875, 876, 877, 878, 879, 880, 881, 882, 883, 884, 885,

886, 887, 888, 889, 890, 891, 892, 893, 894, 895, 896, 또는 897.
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임의로, gB 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될 수[0163]

있다. 임의로, gB 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로

연장될 수 있다.

CMV gH 단백질[0164]

일부 구체예에서, gH 단백질은 전체 길이 gH 단백질이다 (CMV gH FL, SEQ ID NO:32, 예를 들어, 이것은 742개[0165]

의 아미노산 단백질이다). gH는 위치 716에서 743까지 시작하는 막 스패닝 도메인 및 세포질 도메인을 갖는다.

717 내지 743의 아미노산의 제거는 가용성 gH를 제공한다 (예를 들어, CMV gH sol, SEQ ID NO:34). 일부 구체

예에서, gH 단백질은 10개 이상의 아미노산의 gH 단편일 수 있고, 단편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40,

50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475,

500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 또는 725개의 아미노산을 포함할 수 있다. 임의로, gH 단백질

은 10개 이상의 아미노산의 gH 단편일 수 있다. 예를 들어, 단편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40, 50,

60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500,

525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 또는 725개의 아미노산을 포함할 수 있다. gH 단편은 잔기 번호 중

어느 것에서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,

21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,

46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,

71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,

96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,

117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136,

137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156,

157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176,

177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196,

197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216,

217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236,

237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256,

257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276,

277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296,

297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316,

317, 318, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336,

337, 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356,

357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375, 376,

377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396,

397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416,

417, 418, 419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434, 435, 436,

437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456,

457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476,

477, 478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496,

497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516,

517, 518, 519, 520, 521, 522, 523, 524, 525, 526, 527, 528, 529, 530, 531, 532, 533, 534, 535, 536,

537, 538, 539, 540, 541, 542, 543, 544, 545, 546, 547, 548, 549, 550, 551, 552, 553, 554, 555, 556,

557, 558, 559, 560, 561, 562, 563, 564, 565, 566, 567, 568, 569, 570, 571, 572, 573, 574, 575, 576,

577, 578, 579, 580, 581, 582, 583, 584, 585, 586, 587, 588, 589, 590, 591, 592, 593, 594, 595, 596,

597, 598, 599, 600, 601, 602, 603, 604, 605, 606, 607, 608, 609, 610, 611, 612, 613, 614, 615, 616,

617, 618, 619, 620, 621, 622, 623, 624, 625, 626, 627, 628, 629, 630, 631, 632, 633, 634, 635, 636,

637, 638, 639, 640, 641, 642, 643, 644, 645, 646, 647, 648, 649, 650, 651, 652, 653, 654, 655, 656,

657, 658, 659, 660, 661, 662, 663, 664, 665, 666, 667, 668, 669, 670, 671, 672, 673, 674, 675, 676,

677, 678, 679, 680, 681, 682, 683, 684, 685, 686, 687, 688, 689, 690, 691, 692, 693, 694, 695, 696,

697, 698, 699, 700, 701, 702, 703, 704, 705, 706, 707, 708, 709, 710, 711, 712, 713, 714, 715, 716,

717, 718, 719, 720, 721, 722, 723, 724, 725, 726, 727, 728, 729, 730, 731, 또는 732.
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gH 잔기는 SEQ ID NO:32로 나타나는 전체 길이 gH 아미노산 서열 (CMV gH FL)에 따라 번호가 매겨진다. 임의로,[0166]

gH 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될 수 있다.

임의로, gH 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될

수 있다. 

CMV gL 단백질[0167]

일부 구체예에서, gL 단백질은 전체 길이 gL 단백질이다 (CMV gL FL, SEQ ID NO:36, 예를 들어, 이것은 278개[0168]

의 아미노산 단백질이다). 일부 구체예에서, gL 단편이 이용될 수 있다. 예를 들어, 단편의 아미노산의 수는

10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 또는 250개의 아미노산을 포함할 수

있다. gL 단편은 잔기 번호 중 어느 것에서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,

39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,

64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,

89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,

111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,

131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150,

151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170,

171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190,

191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210,

211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230,

231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250,

251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 또는 268.

gL 잔기는 SEQ ID NO:36로 나타나는 전체 길이 gL 아미노산 서열 (CMV gL FL)에 따라 번호가 매겨진다. 임의로,[0169]

gL 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될 수 있다.

임의로, gL 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될

수 있다. 

CMV gO 단백질[0170]

일부 구체예에서, gO 단백질은 전체 길이 gO 단백질 (CMV gO FL, SEQ ID NO:42, 예를 들어, 이것은 472개의 아[0171]

미노산 단백질이다). 일부 구체예에서, gO 단백질은 10개 이상의 아미노산의 gO 단편일 수 있다. 예를 들어, 단

편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275,

300, 325, 350, 375, 400, 425, 또는 450개의 아미노산을 포함할 수 있다. gO 단편은 잔기 번호 중 어느 것에

서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,

73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,

98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,

119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138,

139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,

159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178,

179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198,

199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218,

219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238,

239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258,

259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278,

279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298,

299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,

319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338,

339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358,

359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378,

379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398,
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399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416, 417, 418,

419, 420, 421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438,

439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458,

459, 460, 461, 또는 462.

gO 잔기는 SEQ ID NO:42로 나타나는 전체 길이 gO 아미노산 서열 (CMV gO FL)에 따라 번호가 매겨진다. 임의로,[0172]

gO 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될 수 있다.

임의로, gO 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될

수 있다. 

CMV gM 단백질[0173]

일부 구체예에서, gM 단백질은 전체 길이 gM 단백질이다 (CMV gM FL, SEQ ID NO:38, 예를 들어, 이것은 371개[0174]

의 아미노산 단백질이다). 일부 구체예에서, gM 단백질은 10개 이상의 아미노산의 gM 단편일 수 있다. 예를 들

어, 단편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250,

275, 300, 325, 또는 350개의 아미노산을 포함할 수 있다. gM 단편은 잔기 번호 중 어느 것에서도 시작할 수 있

다: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,

28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,

53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,

78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102,

103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122,

123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,

143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162,

163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182,

183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202,

203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242,

243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262,

263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282,

283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302,

303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322,

323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340, 341, 342,

343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 또는 361.

gM 잔기는 SEQ ID NO:38로 나타나는 전체 길이 gM 아미노산 서열 (CMV gM FL)에 따라 번호가 매겨진다. 임의로,[0175]

gM 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될 수 있다.

임의로, gM 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될

수 있다. 

CMV gN 단백질[0176]

일부 구체예에서, gN 단백질은 전체 길이 gN 단백질이다 (CMV gN FL, SEQ ID NO:40, 예를 들어, 이것은 135개[0177]

의 아미노산 단백질이다). 구체예에서, gN 단백질은 10개 이상의 아미노산의 gN 단편일 수 있다. 예를 들어, 단

편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 또는 125개의 아미노산을 포함할 수 있

다. gN 단편은 잔기 번호 중 어느 것에서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,

15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,

40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,

65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89,

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,

112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 또는 125.

gN 잔기는 SEQ ID NO:40로 나타나는 전체 길이 gN 아미노산 서열 (CMV gN FL)에 따라 번호가 매겨진다. 임의로,[0178]

gN 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될 수 있다.

gN 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연장될 수 있다. 
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CMV UL128 단백질[0179]

일부 구체예에서, UL128 단백질은 전체 길이 UL128 단백질이다 (CMV UL128 FL, SEQ ID NO:44, 예를 들어, 이것[0180]

은 171개의 아미노산 단백질이다). 일부 구체예에서, UL128 단백질은 10개 이상의 아미노산의 UL128 단편일 수

있다. 예를 들어, 단편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 또는 150개의

아미노산을 포함할 수 있다. UL128 단편은 잔기 번호 중 어느 것에서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,

8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,

34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,

59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,

84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,

107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126,

127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146,

147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 또는 161.

UL128 잔기는 SEQ ID NO:44로 나타나는 전체 길이 UL128 아미노산 서열 (CMV UL128 FL)에 따라 번호가 매겨진[0181]

다. 임의로, UL128 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연

장될 수 있다. 임의로, UL128 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으

로 추가로 연장될 수 있다. 

CMV UL130 단백질[0182]

일부 구체예에서, UL130 단백질은 전체 길이 UL130 단백질이다 (CMV UL130 FL, SEQ ID NO:46, 예를 들어, 이것[0183]

은 214개의 아미노산 단백질이다). 일부 구체예에서, UL130 단백질은 10개 이상의 아미노산의 UL130 단편일 수

있다. 예를 들어, 단편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 또

는 200개의 아미노산을 포함할 수 있다. UL130 단편은 잔기 번호 중 어느 것에서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,

31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,

56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,

81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104,

105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,

125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144,

145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164,

165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184,

185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 또는

204.

UL130 잔기는 SEQ ID NO:46로 나타나는 전체 길이 UL130 아미노산 서열 (CMV UL130 FL)에 따라 번호가 매겨진[0184]

다. 임의로, UL130 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연

장될 수 있다. 임의로, UL130 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으

로 추가로 연장될 수 있다. 

CMV UL131 단백질[0185]

일부 구체예에서, UL131 단백질은 전체 길이 UL131 단백질이다 (CMV UL131 FL, SEQ ID NO:48, 예를 들어, 이것[0186]

은 129개의 아미노산 단백질이다). 일부 구체예에서, UL131 단백질은 10개 이상의 아미노산의 UL131 단편일 수

있다. 예를 들어, 단편의 아미노산의 수는 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 또

는 200개의 아미노산을 포함할 수 있다. UL131 단편은 잔기 번호 중 어느 것에서도 시작할 수 있다: 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,

31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,

56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,

81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104,

105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119.

UL131 잔기는 SEQ ID NO:48로 나타나는 전체 길이 UL131 아미노산 서열 (CMV UL131 FL)에 따라 번호가 매겨진[0187]

다. 임의로, UL131 단편은 단편의 시작 잔기로부터 N-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으로 추가로 연
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장될 수 있다. 임의로, UL131 단편은 단편의 마지막 잔기로부터 C-말단으로 5, 10, 20, 또는 30개의 아미노산으

로 추가로 연장될 수 있다. 

상기 진술된 바와 같이, 본 발명은 첫 번째 헤르페스바이러스 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 첫 번째[0188]

서열, 및 두 번째 헤르페스바이러스 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 두 번째 서열을 함유하는 재조합 폴

리시스트론성 핵산 분자와 관련된다. 따라서, 알파바이러스 VRP 및 둘 이상의 CMV 단백질 또는 이들의 단편을

암호화하는 서열을 함유하는 자가 복제 RNA와 같은, 특정 바람직한 구체예의 전술된 설명은 본 발명의 예시이지

만 본 발명의 범위를 제한하지 않는다. 이러한 바람직한 구체예에서 CMV 단백질을 암호화하는 서열은 gH 및 gL,

또는 10개 이상의 아미노산 길이인 이들의 단편과 같이, 다른 헤르페스바이러스, 예를 들어, HHV-1,  HHV-2,

HHV-3, HHV-4, HHV-6, HHV-7 및 HHV-8의 단백질을 암호화하는 서열로 대체될 수 있는 것으로 이해될 것이다. 예

를 들어, 적합한 VZV (HHV-3) 단백질은 gB, gE, gH, gI, 및 gL, 및 10개 이상의 아미노산 길이인 이들의 단편

을 포함하고, 어떤 VZV 균주의 것일 수도 있다. 예를 들어, VZV 단백질 또는 이들의 단편은 VZV의 pOka, Dumas,

HJO, CA123, 또는 DR 균주일 수 있다. 이 전형적인 VZV 단백질 및 이들의 단편은 사람 세포와 같이, 원하는 숙

주에서 발현에 최적화된 또는 탈최적화된 코돈인 서열을 포함하는 어떤 적합한 뉴클레오티드 서열에 의해서도

암호화될 수 있다. VZV 단백질의 전형적인 서열은 여기에 제공된다. 

예를 들어, 한 구체예에서, 폴리시스트론성 핵산 분자는 VZV gH 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 첫 번째[0189]

서열, 및 VZV gL 단백질 또는 이들의 단편을 암호화하는 두 번째 서열을 함유한다.

일부 구체예에서, 폴리시스트론성 핵산 분자에 존재하는 헤르페스바이러스 단백질 또는 단편을 암호화하는 각각[0190]

의 서열은 그것의 자체 조절 요소와 작동 가능하게 연결된다. 예를 들어, 헤르페스바이러스 단백질 또는 단편을

암호화하는 각각의 서열은 그것의 자체 서브게놈 프로모터와 작동 가능하게 연결된다. 따라서 알파바이러스 레

플리콘과  같은,  폴리시스트론성  핵산  분자는  둘,  셋,  넷  또는  다섯  개의  서브게놈  프로모터를  함유할  수

있으며, 이것들 각각은 헤르페스바이러스 단백질 또는 단편의 발현을 조절한다. 이 타입의 폴리시스트론성 핵산

분자가 알파바이러스 레플리콘과 같은, 자가 복제 RNA일 때, 그것은 VRP로서 포장될 수 있거나, RNA 전달 시스

템과 관련되거나 이로 조제될 수 있다. 

방법 및 이용[0191]

일부 구체예에서, 자가 복제 RNA 분자 또는 VRP는 면역 반응을 자극하기 위해 개인에게 투여된다. 이러한 구체[0192]

예에서, 자가 복제 RNA 분자 또는 VRP는 전형적으로 약학적으로 허용 가능한 담체 및, 임의로, 보조제를 포함할

수도  있는  조성물에  존재한다.  예를  들어,  U.S.  6,299,884;  U.S.  7,641,911;  U.S.  7,306,805;  및  US

2007/0207090 참조.

면역 반응은 체액 면역 반응, 세포-매개 면역 반응, 또는 둘 다를 포함할 수 있다. 일부 구체예에서, 면역 반응[0193]

은 각각 전달된 CMV 단백질에 대하여 유발된다. 세포-매개 면역 반응은 헬퍼 T-세포 (Th) 반응, CD8+ 세포 독성

T-세포 (CTL) 반응, 또는 둘 다를 포함할 수 있다. 일부 구체예에서, 면역 반응은 체액 면역 반응이고, 항체는

중화 항체이다. 중화 항체는 세포의 바이러스 감염을 차단한다. CMV는 상피 세포 및 또한 섬유아세포를 감염시

킨다. 일부 구체예에서, 면역 반응은 두 세포 타입의 감염을 감소시키거나 방지한다. 중화 항체 반응은 보체-의

존적 또는 보체-독립적일 수 있다. 일부 구체예에서, 중화 항체 반응은 보체-독립적이다. 일부 구체예에서, 중

화 항체 반응은 교차-중화이다; 즉, 투여된 조성물에 대하여 발생한 항체는 조성물에 이용된 균주 이외의 균주

의 CMV 바이러스를 중화시킨다. 

업계에서 항체 효능의 유용한 측정값은 "50% 중화 역가"이다. 50% 중화 역가를 결정하기 위해, 면역화된 동물의[0194]

혈청은 얼마나 희석된 혈청이 세포 내로 바이러스의 50%의 유입을 차단하는 능력을 유지할 수 있는지 평가하기

위해 희석된다. 예를 들어, 700의 역가는 혈청이 700배 희석된 후 바이러스의 50%를 중화시키는 능력을 유지하

였다는 것을 의미한다. 따라서, 더 높은 역가는 더 효능 있는 중화 항체 반응을 나타낸다. 일부 구체예에서, 이

역가는 약 200, 약 400, 약 600, 약 800, 약 1000, 약 1500, 약 2000, 약 2500, 약 3000, 약 3500, 약 4000,

약 4500, 약 5000, 약 5500, 약 6000, 약 6500, 또는 약 7000의 하한을 갖는 범위에 있다. 50% 중화 역가 범위

는 약 400, 약 600, 약 800, 약 1000, 약 1500, 약 200, 약 2500, 약 3000, 약 3500, 약 4000, 약 4500, 약

5000, 약 5500, 약 6000, 약 6500, 약 7000, 약 8000, 약 9000, 약 10000, 약 11000, 약 12000, 약 13000, 약

14000, 약 15000, 약 16000, 약 17000, 약 18000, 약 19000, 약 20000, 약 21000, 약 22000, 약 23000, 약

24000,  약 25000,  약 26000,  약 27000,  약 28000,  약 29000,  또는 약 30000의 상한을 가질 수 있다. 예를

들어, 50% 중화 역가는 약 3000 내지 약 6500일 수 있다. "약"은 나열된 값의 플러스 또는 마이너스 10%를 의미
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한다. 중화 역가는 하기, 특정 예에서 설명된 바와 같이 측정될 수 있다. 

면역 반응은 VRP 또는 자가 복제 RNA를 개인, 전형적으로 사람을 포함하는, 포유동물에게 투여함으로써 자극될[0195]

수 있다. 일부 구체예에서, 유발된 면역 반응은 보호 면역 반응이다, 즉, 반응은 CMV 감염의 위험 또는 심각도

를 감소시킨다. 보호 면역 자극을 자극하는 것은 특히 CMV 감염 및 질환의 위험에 있는 일부 개체군에서 특히

바람직하다. 예를 들어, 위험에 있는 개체군은 고체 장기 이식 (SOT) 환자, 골수 이식 환자, 및 조혈모세포 이

식 (HSCT) 환자를 포함한다. VRP는 이식 전 이식 기증자, 또는 이식 전 및/또는 후 이식 수령체에게 투여될 수

있다. 모체로부터 아이에게 수직 전달은 유아를 감염시키는 일반적인 근원이기 때문에, 임신할 수 있는 여성에

게 VRP 또는 자가 복제 RNA를 투여하는 것은 특히 유용하다. 

투여의 어떤 적합한 루트도 이용될 수 있다. 예를 들어, 조성물은 근육 내로, 복강 내로, 피하로, 또는 경피성[0196]

으로 투여될 수 있다. 일부 구체예는 점막 내 루트를 통해, 예를 들어, 구강 내로, 비강내로, 질 내로, 및 직장

내로 투여될 것이다. 조성물은 어떤 적합한 계획에 따라서도 투여될 수 있다. 

수탁 번호로 나타나는 뉴클레오티드 및 아미노산 서열을 포함하는, 이 개시에 인용된 모든 특허, 특허 출원, 및[0197]

참고는 표현적으로 본원에 참고로 포함된다. 상기 개시된 내용은 일반적인 설명이다. 더 완벽한 이해는 다음 특

정 실시예에 대한 참고에 의해 얻어질 수 있으며, 이것은 예시의 목적으로만 제공된다. 

실시예 1[0198]

VRP 플랫폼을 이용하여 개개의 CMV 항원의 전달[0199]

각각의 CMV 당단백질 gB 및 gH는 중화 반응을 유발하고, gB는 섬유아세포의 감염을 중화시키는 사람 혈청의 항[0200]

체 사이에서 우성 항원이다 (Britt et al. (1990) J. Virol. 64(3): 1079-85). 다음 실험은 마우스에서 vRP 플

랫폼을 이용하여 전달된 이 항원들에 대한 중화 반응을 입증한다. 

각각의 CMV 항원을 pcDNA-6His 벡터 (Invitrogen) 내로 클로닝하였고 알파바이러스 레플리콘 벡터, 도 2에 나타[0201]

난 구조물을 생산하는, Perri et al. (J. Virol 77(19)10394-10403 (2003))에 의해 설명된 플라스미드로부터

유도된 pVCR 2.1 SalI/XbaI 내로 클로닝하기 전 단백질 발현에 대하여 테스트하였다. pVCR 2.1 SalI/XbaI는 자

가 복제 RNA 벡터이며, 이것은 결함 헬퍼 캡시드 및 당단백질 RNA로 전기 천공될 때, 감염성 알파바이러스 입자

를 형성한다. pVCR 벡터를 베네수엘라 말 뇌염 바이러스 (VEE)로부터 유도된 결함 헬퍼 캡시드 및 당단백질 RNA

의 존재시 아기 햄스터 신장 (BHKV) 세포 내로 전기 천공되는 RNA를 만들기 위해 이용하였다. 전기 천공 후, 분

비된 알파바이러스 벡터 입자 (VRP)를 함유하는 상층액을 마우스 면역화 연구를 위해 수거, 정제, 적정, 및 이

용하였다. 마우스는 3주 간격으로, 연속적인 두 번의 면역화에서 1 x 10
6
 감염 유닛 (IU)/마우스로 면역화되었

다. 2차 면역화 3주 후에 마지막 채혈을 하였다. 

모노시스트론성 gB, gH 및 gL VRP[0202]

두 개의 다른 버젼의 가용성 gB를 구성하였다: "gB  sol  750"은 막 통과 스패닝 도메인 및 세포질 도메인이[0203]

없고; "gB sol 692"는 또한 소수성 영역이 없고 (도 2a) Reap et al. 구조와 유사하다. 막 통과 스패닝 도메인

및 세포질 도메인이 없는 가용성 gH ("gH sol 716")을 또한 제조하였다 (도 2c). 면역화된 마우스의 혈청을 다

수의 검정으로 선별하였다. 면역블롯 (데이터 미도시) 및 면역형광 검정을 항원에 대한 특정 항체 반응을 확인

하기 위해 이용하였다. 유도된 항체 반응이 CMV 감염을 중화시킬 수 있다는 것을 입증하기 위해 중화 검정을 이

용하였다. 

면역화된 마우스의 혈청을 gB-6His를 발현하는 구조물로 트랜스펙션된 293T 세포에서 gB의 인식을 위해 면역형[0204]

광법으로 조사하였다. 세포를 항-His 항체 ("항-6His"), 단클론성 gB 항체 ("항-gB 27-156"), 또는 수거된 풀

마우스 항체로 탐침하였다. 사전 면역화된 혈청은 모든 경우에 음성이었다. gB FL-6His를 발현하는 구조물로 트

랜스펙션되고,  고정되고,  통과된  세포에서,  항-6His  염색은  엔도사이트/엑소사이트  트래피킹  경로

(endocytic/exocytic trafficking pathway)에 대부분 해당하는 반점 세포질 패턴으로 표면 발현의 발현 패턴을

나타내었다. 항-gB 27-156 및 풀 마우스 혈청은 유사한 발현 패턴을 나타내었다. gB FL VRP, gB sol 750 VRP,

및 gB sol 692 VRP 각각으로 면역화된 마우스의 혈청은 같은 발현 패턴을 나타내었다. 

gH FL VRP 및 gH sol 716 VRP로 면역화된 마우스는 gH에 특이적인 항체를 생산하였다. gH FL-6His를 발현하는[0205]

구조물로 트랜스펙션된 293T 세포의 면역형광 분석은 항-6His, 항-gH, 및 풀 마우스 혈청에 의해 gH의 강한 인

식을 검출하였다. gL VRP로 면역화된 마우스로부터 수거한 혈청은 면역블롯 분석 및 면역형광법으로 결정된 바

와 같은 특이적 항체 반응을 생산하였다. gL VRP는 중화 반응을 유도하는데 실패하였다. 
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gB VRP 또는 gH VRP로 면역화된 마우스의 혈청을 중화 항체의 존재에 대하여 CMV 중화 검정을 이용하여 분석하[0206]

였다. 다양하게 희석된 혈청을 CMV 바이러스 TB40UL32EGFP ("TB40-GFP," GFP를 발현하도록 설계된 임상 분리

체)와 함께 사전 배양하였고 ARPE-19 상피 세포에 추가하였고 5일 동안 배양하였다. 감염 5일 후에, GFP-양성

세포를 계산하였다. 이 검정에서, 중화 항체를 함유하는 혈청과 함께 배양된 세포는 바이러스 단독과 함께 또는

사전 면역 혈청과 함께 배양된 바이러스와 함께 배양된 세포에 비해 더 적은 GFP-양성 세포를 갖는다. gB VRP,

gB FL VRP, gB sol 750 VRP, 또는 gB sol 692 VRP로 면역화된 마우스의 혈청은 기니피그 보체의 존재시 강한

중화 활성이 있었다 (1:1280-1:2560의 혈청 희석시 50% 중화 역가; 도 3). gH FL VRP 또는 gH sol VRP로 면역

화된 마우스의 혈청은 기니피그 보체에 독립적인, 일부 중화 활성이 있었다 (도 3).

실시예 2[0207]

폴리시스트론성 알파바이러스 벡터의 구조[0208]

CMV는 감염 중에 다수의 다단백질 복합체를 생산한다. 대상체에서 CMV 복합체를 생산하기 위해 원하는 복합체의[0209]

모든 성분을 발현하는 단일 레플리콘이 이용될 수 있는지, 또는 복합체의 성분이 다수의 레플리콘 벡터로부터

동시전달될 수 있는지 결정하기 위하여, 우리는 다수의 CMV 단백질의 제어된 발현을 허용하는 플랫폼을 디자인

하였다. 

알파바이러스 벡터 (pVCR 2.1 SalI/XbaI)를 다수의 서브게놈 프로모터 (SGP) 및 원하는 유전자 (GOI)의 조립체[0210]

를 허용하도록 변형하였다. 11026-31 bp의 pVCR 2.1SalI/XbaI ApaI 부위를 GGGCCC (SEQ ID NO:7)에서 GGCGCC

(SEQ ID NO:8)로 바꿨다. ClaI 및 PmlI 제한 부위는 첫 번째 서브게놈 프로모터 및 SalI-XbaI 삽입 부위의 다

운스트림  근처  영역에  추가된다.  7727-7754  bp의  서열을 ctcgatgtacttccgaggaactgatgtg  (SEQ  ID  NO:9)에서

ATCGATGTACTTCCGAGGAACTCACGTG (SEQ ID NO:10)로 바꿨다.

셔틀 (shuttling) 벡터 시스템을 SalI-XbaI 부위를 이용하여 SGP의 다운스트림에 직접 GOI의 삽입을 허용하기[0211]

위해 디자인하였다. pcDNA  3.1  (-)  C를 다음과 같이 변형시켰다. 세 개의 SalI  부위,  위치 1046-1051  bp,

3332-3337 bp 및 5519-21, 1-3 bp가 GTCGAC (SEQ ID NO:11)에서 GTCTAC (SEQ ID NO:12)로 삭제되었다. 

위치 916-921  bp에 XbaI  부위의 돌연변이를 일으키기 위해 TCTAGA  (SEQ  ID  NO:13)에서 pcDNA  3.1  (-)  C를[0212]

TCAAGA (SEQ ID NO:14)로 변형하였다. 위치 942-947 (ClaI) 및 950-955 (SacII) bp에 ClaI 부위 및 SacII 부위

를 추가하기 위해 pcDNA 3.1 (-) C를 ctggatatctgcag (SEQ ID NO:15)에서 ATCGATATCCGCGG (SEQ ID NO:16)로 변

형시켰다.

제한  부위가  추가되었고  결과  서열이  입증되었고,  bp  7611-7689[0213]

(ctataactctctacggctaacctgaatggactacgacatagtctagtcgaccaagcctctagacggc  gcgcccaccca)  (SEQ  ID  NO:17)의 영

역은 다음 프라이머를 이용하여 변형된 pVCR 2.1 알파바이러스 벡터로부터 증폭되었다

정방향 SGP S-X Not F: [0214]

5'ATAAGAATGCGGCCGCCTATAACTCTCTACGGCTAACC3' (SEQ ID NO:18) 및[0215]

역방향 SGP S-X Cla R: [0216]

5'CCATCGATTGGGTGGGCGCGCCGTCTAG3' (SEQ ID NO:19) 또는[0217]

정방향 SGP S-X Cla F: [0218]

5'CCATCGATCTATAACTCTCTACGGCTAACC3' (SEQ ID NO:20) 및[0219]

역방향 SGP S-X Sac R: [0220]

5'TCCCCGCGGTGGGTGGGCGCGCCGTCTAG3' (SEQ ID NO:21).[0221]

적절한 부위의 사이에 (NotI-ClaI 또는 ClaI-SacII) 셔틀 벡터 (pcDNA SV)를 만들기 위해 증폭된 영역을 변형된[0222]

pcDNA  3.1  (-)  C  벡터 내로 추가하였다. NotI-SGP  Sal-Xba-ClaI의 삽입은 pcDNA  SV  카세트 2를 형성하고,

ClaI-SGP Sal-Xba-SacII의 삽입은 pcDNA SV 카세트 3을 형성한다. 이 SV 카세트를 배열하였다. pcDNA SV 카세

트 2는 ClaI 부위가 pcDNA SV 카세트 2 벡터에서 절단되지 않았기 때문에 XbaI 부위 및 ClaI 부위 사이에 추가

적인 12 bp (CCACTGTGATCG) (SEQ ID NO:22)를 함유한다. 그러므로 PmlI 부위를 추가하였다. pcDNA SV 카세트 2

에 대하여, PmlI 부위를 bp 1012 (CACGTG) (SEQ ID NO:23)에 삽입하였다. 카세트 3에 대하여, PmlI 부위를 bp

935-940 (ACTGTG (SEQ ID NO:24)에 추가하였고 CACGTG (SEQ ID NO:23)로 바꾸었다. 
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각각의 폴리시스트론성 벡터에 대하여, 첫 번째 유전자를 SalI-XbaI 부위를 이용하여 pVCR 2.1 변형된 벡터 내[0223]

로 직접 삽입하였다. 두 번째 유전자를 SalI-XbaI를 이용하여 pcDNA  SV  카세트 2로 결찰하였고 NotI-PmlI,

NotI-SacII를 이용하여 잘라내거나 NotI-ClaI에 대한 프라이머를 이용하여 PCR하였고 NotI 및 ClaI를 이용하여

촉진하였다. 결과 삽입물 SGP-SalI-GOI-Xba을 NotI-PmlI, NotI-SacII, 또는 NotI-ClaI 부위를 이용하여 변형된

pVCR 2.1 벡터에 결찰하였다. NotI-ClaI 삽입물은 구조물에서 원하는 유전자가 PmlI 부위를 함유할 때만 이용되

었다. 

일부 경우에서, 세 번째 유전자를 SalI-XbaI를 이용하여 pcDNA SV 카세트 3에 결찰하였고 PmlI-SacII를 이용하[0224]

여 잘라내거나 ClaI-SacII에 대한 프라이머를 이용하여 PCR하였고 ClaI 및 SacII를 이용하여 촉진하였다. 결과

삽입물 SGP-SalI-GOI-XbaI을 PmlI-SacII 또는 ClaI-SacII를 이용하여 변형된 pVCR 2.1로 결찰하였다. 

SalI-XbaI 촉진을 폴리시스트론성 벡터 DNA의 구조물을 입증하기 위해 이용하였다. SalI-XbaI으로 촉진 후, GOI[0225]

의 존재를 확인하기 위해 아가로스 겔 전기영동을 수행하였다. 폴리시스틀노성 벡터 DNA를 PmeI로 하룻밤 동안

선형화하였고, Qiagen의 PCR  정제 키트를 사용하여 정제하였고, Ambion  mMessage  mMachine  키트를 사용하여

RNA를 만들기 위해 주형으로 사용하였다. RNA 질을 RNA 아가로스 겔 상에 샘플 앨리쿼트를 실행함으로써 체크하

였다.

폴리시시트론성 벡터로부터 발현[0226]

폴리시스트론성 벡터의 두 개의 단백질을 발현하는 능력을 평가하기 위하여 형광 발광 단백질 GFP (녹색 형광[0227]

단백질) 및 mCherry (적색 형광 단백질)을 이용하였다. 우리는 첫 번째 서브게놈 프로모터를 사용하여 GFP가 발

현되고 두 번째 서브게놈 프로모터를 사용하여 mCherry가 발현되는 바이시스트론성 벡터를 제조하였다 (도 4a).

이 단백질에 대한 암호화 서열을 함유하는 폴리뉴클레오티드를 SalI-XbaI 부위를 사용하여 삽입하였다. 첫 번째

폴리뉴클레오티드 (GFP)를 변형된 알파바이러스 레플리콘 벡터로 직접 삽입하였다. 두 번째 폴리뉴클레오티드

(mCherry)를  암호화  서열의  직접적으로  업스트림인  서브게놈  프로모터를  함유하는  tu틀  벡터로  먼저

삽입하였다. 두 번째 서브게놈 프로모터 및 두 번째 폴리뉴클레오티드 둘 다를 함유하는 단편을 분리하였고 첫

번째 폴리뉴클레오티드를 함유하는 변형된 알파바이러스 레플리콘 벡터에 결찰하였으며, 다수의 서브게놈 프로

모터를 갖는 알파바이러스 레플리콘을 제공한다. 

Cap  및  Gly에  대하여  결함  헬퍼  RNA와  함께  레플리콘  RNA를  전기  천공함으로써  BHKV  세포에서  VRP를[0228]

생산하였다. VRP를 전기 천공 24 시간 후 수확하였고 세포 당 20개의 감염 유닛 (IU)의 감염 다중도 (MOI)로

BHKV 세포를 감염시키기 위해 이용하였다. 

실험은 네 개의 세트의 VRP를 테스트하였다: GFP만을 발현하는 한 VRP; mCherry를 발현하는 한 VRP; 둘 다 20[0229]

IU/세포의 MOI에서, GFP만을 발현하는 한 VRP 및 mCherry만을 발현하는 한 VRP; 및 바이시스트론성 벡터 GFP

(1)-SGPmCherry(2)를 함유하는 한 VRP. VRP-감염된 BHKV 세포를 공존의 퍼센트를 결정하기 위해 감염 24 시간

후 조사하였다. 거의 모든 세포는 개별적으로 감염될 때 GFP 또는 mCherry에 대해 양성이었다. 두 개의 별도으

이 VRP로 감염된 세포는 녹색 또는 적색을 나타냈다. 극소수의 세포는 황색이었고, 소수의 세포가 동등한 수준

으로 GFP 및 mCherry를 나타내고 동시-감염의 수준이 낮다는 것을 나타낸다. 이 데이터를 FACS 분석법을 사용하

여 확인하였다 (도 4b).

반대로, 바이시스트론성 벡터 GFP(1)-SGPmCherry(2)를 함유하는 알파바이러스로 감염된 세포는 모두 황색이었으[0230]

며, 이것은 GFP 및 mCherry의 거의 동일한 발현을 나타낸다. 이 연구는 다수의 단백질이 단일 폴리시스트론성

알파바이러스 레플리콘 벡터로부터 성공적으로 발현될 수 있다는 것을 입증한다.

실시예 3[0231]

CMV 복합체의 생산[0232]

이 실시예는 폴리시스트론성 알파바이러스 레플리콘 벡터의 복합체 성분의 전달 후 세포에서 CMV 단백질 복합체[0233]

가 형성될 수 있다는 것을 입증한다.

gH/gL 및 gH/gL/gO 복합체[0234]

폴리시스트론성 gH/gL 및 gH/gL/gO 알파바이러스 레플리콘을 상기 설명된 바와 같이 구성하였다 (도 5a에 도면[0235]

으로 나타남). 레플리콘을 암호화하는 gH, gL, gO, gH/gL 및 gH/gL/gO를 함유하는 VRP를 상기 설명된 바와 같이

BHKV tph에서 생산하였고 시험관 내에서 복합체 형성을 입증하기 위해 BHKV 세포를 감염시키는데 사용하였다.

VRP 감염된 ARPE-19 세포들은 gH/gL의 이황화 결합된 복합체를 생성하였다. gO는 gH/gL 결합을 검출 가능하게
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변화시키지 않았다 (도 5b).

단독으로 전달된 gH 및 gL의 국부화를 평가하기 위해 및 동시발현될 때 단백질의 재국부화를 관찰하기 위해 폴[0236]

리시스트론성 알파바이러스를 사용하여 전달될 때 면역형광 연구를 수행하였다. gH 국부화는 gL, 또는 gL/gO의

존재시 또는 부재시 바뀌지 않는 것으로 보였다. gL 국부화는 gH 및 gH/gO의 존재시 바뀌지 않았다.

최종적으로, gH/gL 결합을 면역침강법을 통해 검사하였다. 상업적인 gH 항체 (Genway)를 gH 및 gL의 결합을 조[0237]

사하기 위해 사용하였다. 모든 경우에서, gH 항체는 gH를 효율적으로 면역침강하였다 (도 5c). gH가 존재하지

않을 때, gL은 면역침강되지 않았다. gH 또는 gH/gO의 존재시 gL이 발현될 때, gL과 gH의 결합이 있었다 (도

5c).

gH의 존재시 gL의 재국부화 및 gH/gL의 결합은 (gO의 유무에 상관없이) 폴리시스트론성 알파바이러스 레플리콘[0238]

의 모든 성분이 발현되고 복합체를 형성하기 위해 결합된다는 것을 나타낸다. 

실시예 4[0239]

시험관 내에서 gH/gL 복합체 형성에 영향을 미치는 VRP는 gB VRP에 대하여 유도된 면역 반응에 비해 질적으로[0240]

및 양적으로 뛰어난 효능 있는 면역 반응을 유발한다.

이 실시예는 폴리시스트론성 gH/gL VRP 또는 gH/gL/gO VRP를 전달함으로써 형성되는 강한 면역 반응의 유발이[0241]

조합으로 투여된 단일 성분들을 전달하는 VRP 및 단일 성분 VRP를 사용하여 얻어진 면역 반응 또는 gB VRP에 의

해 유도된 반응과 비교된다는 것을 입증한다. 

마우스를 3주 간격으로 투여된 VRP로 세 번 감염시켰다 (마우스 당 106 IU; 5 마리 BalbC 마우스/그룹). 단일[0242]

및 폴리시스트론성 VRP로 면역화로부터 수거된 혈청을 상기 설명된 바와 같이 CMV 중화 검정을 사용하여 중화

항체에 대하여 선별하였다. 중화 역가를 다음과 같이 측정하였다. 다양한 희석의 혈청을 기니피그 보체의 존재

시 또는 부재시 TB40-UL32-EGFP와 함께 사전 배양하였고 ARPE-19 상피 세포 또는 MRC-5 섬유아세포에 추가하였

고 5일 동안 배양하였다. 바이러스로 감염 5일 후, GFP-양성 세포를 계산하였다. ARPE-19 세포에 대한 결과는

도 6a, 도 6b, 및 도 6c에 나타난다. MRC-5 세포에 대한 결과는 도 7a 및 도 7b에 나타난다. 

gH FL VRP로 면역화된 마우스의 혈청은 낮은 보체-독립적 중화 활성이 있었다 (도 6a 및 도 6b). 기니피그 보체[0243]

의 존재시 또는 부재시 gL 또는 gO만으로 면역화된 마우스의 혈청을 사용하여 중화 활성이 관찰되지 않았다 (도

6c). 다수의 CMV gB 단백질 (gB FL, gB sol 750, 및 gB sol 692)로 면역화된 풀 혈청은 기니피그 보체의 존재

시 1:1280  혈청 희석시 50% 중화 역가를 갖는, 강한 중화 활성을 입증하였다. 하지만, 풀 gB 혈청에 대하여

ARPE-19 세포에서 기니피그 보체의 부재시 중화 활성이 없었다. 단일 CMV 단백질을 발현하는 VRP (106 IU/마우

스/VRP로 gH-또는 gL-VRP 또는 동시투여 gH-, gL-, 및 gO-VRP)는 gH 단독의 그것 이상으로 중화 활성을 향상시

키지 않았다. 

반대로, 바이시스트론성 gH/gL  또는 트리시스트론성 gH/gL/gO  VRP로 면역화된 마우스의 혈청 (1x106  IU/마우[0244]

스)은 강한 중화 반응을 입증하였다. 게다가, 반응은 기니피그 보체의 존재시 및 부재시 유사하였으며, 폴리시

스트론성 VRP가 보체-독립적 면역 반응을 성공적으로 유발하였다는 것을 나타낸다 (도 6c). 50% 중화 역가는

TB40-GFP CM 바이러스를 갖는 ARPE-19 세포에서 1:3500-6400+ 혈청 희석이었다. 이 역가는 gB 풀 혈청에 대하

여 50% 보체-의존적 중화 역가보다 대략 3-4배 더 높은 역가이다. 

MRC-5 섬유아세포에서 결과는 ARPE-19 세포의 그것과 유사하였다 (도 7a 및 도 7b). 바이시스트론성 gH/gL 또는[0245]

트리시스트론성 gH/gL/gO VRP로 면역화된 마우스의 혈청은 gH 단독, gL 단독, 또는 gO 단독을 암호화하는 VRP로

면역화된 마우스의 혈청 및 gH VRP 및 gL VRP의 동시투여, 또는 gH VRP, gL VRP, 및 gO VRP의 동시투여에 의해

면역화된 마우스의 혈청에 비해 강한 중화 활성을 입증하였다. 이 결과들은 폴리시스트론성 VRP의 투여가 섬유

아세포의 CMV 감염의 양호한 보체-독립적 중화를 제공하는 면역 반응을 유발한다는 것을 입증한다. CMV의 다른

균주에 대한 gH/gL 면역 혈청의 범위 및 효능을 평가하기 위해, 우리는 혈청의 섬유아세포 및 상피 세포의 감염

을 차단하는 능력과 CMV의 6개의 다른 균주를 비교하였다. 도 8은 gH/gL 혈청이 광범위한 균주로 세포 타입 둘

다의 감염을 효능 있게 중화시킨다는 것을 나타낸다. 

이 데이터는 또한 폴리시스트론성 VRP로 면역화되지만 단지 하나의 단백질을 발현하는 VRP의 혼합된 풀이 아닌[0246]

마우스의 혈청에 대한 강한 중화 활성을 입증한다. 이는 단일 레플리콘에서 단백질 복합체의 성분을 암호화하는

폴리시스트론성 레플리콘이 제자리에서 복합체의 효율적인 생산을 일으킨다는 것을 나타낸다. 게다가, Merlin

균주 CMV 단백질을 이 반응들을 자극하기 위해 사용하였고, TB40 균주 CMV 바이러스를 사용하여 얻어진 시험관
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내 데이터는 폴리시스트론성 VRP의 전달에 의해 유발된 중화 항체가 교차-중화 항체인 것을 입증한다.

실시예 5[0247]

RNA 합성[0248]

알파바이러스 레플리콘을 암호화하는 플라스미드 DNA (도 14-16 참조)는 시험관 내에서 RNA의 합성을 위한 주형[0249]

의 역할을 하였다. 알파바이러스 레플리콘은 RNA 복제에 필요한 유전적 요소를 함유하지만 입자성 조립체에 필

요한 유전자 생성물을 암호화하는 것이 없다; 알파바이러스 게놈의 구조 유전자는 이종 기원 단백질을 암호화하

는 서열에 의해 대체된다. 진핵세포에 레플리콘의 전달시, 양성-가닥 RNA는 네 개의 비구조 단백질을 생산하기

위해 번역되며, 이것은 함께 게놈 RNA를 복제하고 이종 기원 유전자 생성물 또는 원하는 유전자 (GOI)를 암호화

하는 풍부한 서브게놈 mRNA를 전사한다. 알파바이러스 구조 단백질의 발현의 결핍으로 인해, 레플리콘은 감염성

입자의 발생을 유발할 수 없다. 알파바이러스 cDNA의 박테리오파지 (T7 또는 SP6) 프로모터 업스트림은 시험관

내에서 레플리콘 RNA의 합성을 용이하게 하고 폴리(A)-꼬리의, 델타 간염 바이러스 (hepatitis delta virus;

HDV) 다운스트림은 그것의 자체-분할 활성을 통해 정확한 3'-말단을 발생시킨다.

항원성 단백질 복합체의 형성을 허용하기 위해, 같은 세포에서 상기 복합체의 개개의 성분의 발현이 가장 중요[0250]

하다. 이론상으로, 이것은 개개의 성분을 암호화하는 유전자를 갖는 세포를 동시트랜스펙션함으로써 이루어질

수 있다. 하지만, 비-바이러스성 또는 VRP 전달 알파바이러스 레플리콘 RNA의 경우에, 이 계획은 불다수의 RNA

의 같은 세포에 충분한 동시전달에 의해 또는, 대안으로서, 개개의 세포에서 다수의 자가 복제 RNA의 불충분한

론치에 의해 방해된다. 단백질 복합체의 성분의 동시발현을 용이하게 하는 잠재적으로 더 효율적인 방법은 같은

자가 복제 RNA 분자의 일부로서 각각의 유전자를 전달하는 것이다. 이를 위해, 우리는 원하는 다수의 유전자를

암호화하는 알파바이러스 레플리콘 구조물을 설계하였다. 모든 GOI는 알파바이러스 전사 장치에 의해 인식되는

그것 자체의 서브게놈 프로모터에 의해 진행된다. 그 때문에, 다수의 서브게놈 메신저 RNA 종은 다성분 단백질

복합체의 조립체를 허용하는 개개의 세포에서 합성된다. 

적합한 제한 엔도뉴클레아제를 갖는 HDV 리보자임의 플라스미드 DNA 다운스트림의 선형화에 따라, 유출 전사물[0251]

(run-off transcript)을 T7 박테리오파지 유도 DNA-의존적 RNA 폴리머라제를 사용하여 시험관 내에서 합성하였

다. 전사를 제조사 (Ambion, Austin, TX)에 의해 제공된 지시에 따라 각각 7.5 mM의 뉴클레오시드 트리포스페이

트 (ATP, CTP, GTP 및 UTP)의 존재시 37 ℃에서 2 시간 동안 수행하였다. 전사 후, 주형 DNA를 TURBO DN아제로

소화시켰다. 레플리콘 RNA를 LiCl로 침전시켰고 뉴클레아제 없는 물로 재구성하였다. 캐핑되지 않은 RNA를 사용

자 매뉴얼에 설명된 바와 같이 ScriptCap m7G Capping System (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI)을 사

용하여 Vaccinia Capping Enzyme (VCE)로 전사 후 캐핑하였다. 전사 후 캐핑된 RNA를 LiCl로 침전시켰고 뉴클

레아제 없는 물로 재구성하였다. RNA 샘플의 농도를 250 nm에서 흡광도를 측정함으로써 결정하였다. 시험관 내

전사의 무결성을 아가로스 겔 전기 영동을 변성시킴으로써 확인하였다. 

지질 나노입자 (LNP) 조제[0252]

1,2-디리놀레일옥시-N,N-디메틸-3-아미노프로판  (DlinDMA)을  이전에  출판된  공정  [Heyes,  J.,  Palmer,  L.,[0253]

Bremner,  K.,  MacLachlan,  I.  Cationic  lipid  saturation  influences  intracellular  delivery  of

encapsulated nucleic acids. Journal of Controlled Release, 107: 276-287 (2005)]을 사용하여 합성하였다.

1,2-디아스테아로일-sn-글리세로-3-포스포콜린 (DSPC)을 Genzyme에서 구입하였다. 콜레스테롤을 Sigma-Aldrich

(St. Lois, MO)에서 얻었다. 1,2-디미리스토일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민-N-[메톡시(폴리에틸렌 글리콜)-

2000] (암모늄 염) (PEG DMG 2000)을 Avanti Polar Lipids에서 얻었다.

LNP (RV01(14))를 다음 방법을 사용하여 조제하였다. 150 μg 배치, (PES 유공 섬유 및 무스탕 없음): 에탄올[0254]

중에 신선한 지질 스톡 (stock)  용액을 제조하였다. 37 mg  DlinDMA,  11.8  mg  DSPC,  27.8  mg  콜레스테롤 및

8.07 mg PEG DMG 2000을 계량하였고 7.55 mL 에탄올에 용해시켰다. 신선하게 제조된 지질 스톡 용액을 균질한

혼합물을 형성하기 위해 37 ℃에서 약 15 분 동안 부드럽게 흔들었다. 이후에, 2 mL의 작용 지질 스톡 용액을

만들기 위해 453 μL의 스톡을 1.547 mL 에탄올에 추가하였다. 이 지질의 양을 8:1 N:P (질소 대 인)에서 150

μg RNA로 LNP를 형성하기 위해 사용하였다. 이 계산을 위해 DlinDMA 상에 양성자성 질소 (양이온성 지질) 및

RNA 상에 인산이 사용된다. 자가 복제 RNA 분자의 각각의 μg이 음이온성 인의 3 nmole을 함유하는 것으로 가정

하였고, DlinDMA의 각각의 μg은 양이온성 질소의 1.6 nmole을 함유하는 것으로 가정하였다. 2 mL의 RNA 작용

용액을 또한 100 mM 시트레이트 완충액 (pH 6) (Teknova)중의 1 μg/μL 이하의 스톡 용액으로부터 제조하였다.

세 개의 20 mL 유리 바이알 (스터 바 (stir bar)와 함께)을 RNase Away 용액 (Molecular BioProducts)으로 헹
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구고 RN아제로 바이알을 정화하기 위해 사용 전 충분한 MilliQ 물로 세척하였다. 바이알 중 하나를 RNA 작용 용

액을 위해 사용하였고 다른 것을 지질 및 RNA 혼합물을 수거하기 위해 사용하였다 (하기 설명된 바와 같음). 작

용 지질 및 RNA 용액을 3 cc 루어록 (luer-lok) 주사기 (BD Medical)에 로딩하기 전에 37 ℃에서 10 분 동안

가열하였다. 2 mL의 시트레이트 완충액 (pH 6)을 또 다른 3 cc 주사기에 로딩하였다. RNA 및 지질을 함유하는

주사기를 FEP 튜빙 ([불소화 에틸렌-프로필렌] 2mm ID x 3mm OD, Idex Health Science, Oak Harbor, WA)을 사

용하여 T 믹서 (PEEK™ 500 μm ID 접합)에 연결하였다. T 믹서의 배출구는 또한 FEP 튜빙 (2mm ID x 3mm)이었

다. 세트레이트 완충액을 함유하는 세 번째 주사기를 별도의 조각의 튜빙 (2mm ID x 3mm OD)에 연결하였다. 모

든  주사기를  주사기  펌프  (kdScientific의  것,  모델  번호  KDS-220)를  사용하여  7  mL/  분의  유속으로

구동하였다. 혼합물을 수거하기 위해 튜브 배출구를 20 mL 유리 바이알에 배치하였다 (교반하면서). 스터 바를

꺼내고 에탄올/수용액을 1 시간 동안 상온과 평형을 허용하였다. 혼합물을 5 cc 주사기 (BD Medical)에 로딩하

였으며, 이것은 FEP 튜빙 (2mm ID x 3mm OD)의 조각에 맞춰졌고 같은 길이의 FEP 튜빙을 갖는 또 다른 5 cc 주

사기에서, 같은 양의 100 mM 시트레이트 완충액 (pH 6)을 로딩하였다. 두 개의 주사기를 주사기 펌프를 사용하

여 7 mL/ 분의 유속으로 구동하였고 최종 혼합물을 20 mL 유리 바이알에 수거하였다 (교반하면서). 그 다음,

LNP를 2 mL로 농축하였고 최종 생성물을 회수하기 전에 접선 유동 여과 (Tangential Flow Filtration; TFF) 시

스템을 사용하여 10-15배의 1X PBS (Teknova의 것)에 대하여 투석하였다. TFF 시스템 및 유공 섬유 여과막을

Spectrum Labs에서 구입하였고 제조사의 가이드라인에 따라 사용하였다. 100 kD 기공 크기 컷오프 및 20 cm
2
 표

면적을 갖는 폴리에테르술폰 (PES) 유공 섬유 여과막 (부품 번호 P-C1-1OOE-100-O1N)을 사용하였다. 시험관 내

및 생체 내 실험에 대하여, 제형을 1X PBS (Teknova의 것)를 가지고 필요한 RNA 농도로 희석하였다.

입자 크기[0255]

입자 크기를 제조사의 지시에 따라 Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK)를 사용하여[0256]

측정하였다. 입자 크기는 다 분산 지수 (pdi)와 함께 Z 평균으로 보고된다. 측정 전 리포솜을 1X PBS로 희석하

였다. 

캡슐화 효능 및 RNA 농도[0257]

캡슐화된 RNA의 퍼센트 및 RNA 농도를 Quant-iT RiboGreen RNA 시약 키트 (Invitrogen)으로 결정하였다. 검정[0258]

시 제조사의 지시를 따랐다. 키트에 제공된 리보솜 RNA 표준을 표준 곡선을 발생시키기 위해 사용하였다. 염료

의 추가 전에, 방법 1 또는 방법 2-5로부터 얻어진 LNP를 1X TE 완충액 (키트의 것)으로 각각 10배 또는 100배

희석하였다. 별도로, 염료의 추가 전에, LNP를 0.5% Triton X (Sigma-Aldrich)를 함유하는 1X TE 완충액으로

10배 또는 100배 희석하였다. 그 후에 같은 양의 염료를 각각의 용액에 추가하였고 염료 추가 후에 180 μL 이

하의 각 용액을 96 웰 조직 배양 플레이트에 두 번 로딩하였다 (VWR에서 얻어짐, 카탈로그 # 353072). 형광발광

(Ex 485 nm, Em 528 nm)을 미크로플레이트 리더 (BioTek Instruments, Inc.의 것)에서 측정하였다. 

LNP를 방해하기 위해 Triton X를 사용하였으며, 총 RNA 양에 해당하는 형광발광 측정값을 제공하고 Triton X가[0259]

없는 샘플은 캡슐화되지 않은 RNA에 해당하는 형광발광을 제공한다. % RNA 캡슐화를 다음과 같이 결정하였다:

LNP RNA 캡슐화 (%) = [(Ft-Fi)/Ft] X 100, 여기에서 Ft는 Triton X가 추가된 LNP의 형광 강도이고 Fi는 세제 추

가 없는 LNP의 형광 강도이다. 이 값들 (Ft 및 Fi)은 블랭크 (blank) (1X TE 완충액) 형광 강도에서 뺀 후에 얻

어진다. 캡슐화된 RNA의 농도를 Ft-Fi를 발생된 표준 곡선과 비교함으로써 얻어졌다. 모든 LNP 제형을 캡슐화된

용량에 기초하여 생체 내에 투여하였다. 

바이러스 레플리콘 입자 (VRP)[0260]

RNA 백신을 리포터 유전자 또는 항원의 생체 내 발현을 달성하기 위한 전통적인 RNA-벡터 접근법과 비교하기 위[0261]

하여, 우리는 Perri et al. (J. Virol 77(19): 10394-10403 (2003))에 의해 설명된 방법으로 BHK 세포에서 생

산되고, 해당하는 RNA 구조물과 같은 항원의 발현을 위해 암호화하는 바이러스 레플리콘 입자 (VRP)를 활용하였

다. 이 시스템에서, 항원은 신드비스 바이러스의 3'  말단 서열 (3' UTR)  및 신드비스 바이러스 패키징 신호

(PS)를 함유하도록 설계된 베네수엘라 말 뇌염 바이러스 (VEEV)의 게놈으로부터 유도된 알파바이러스 키메라 레

플리콘 (VCR)로 구성되었다 (Perri et al의 도 2 참조). 그것들을 신드비스 바이러스 캡시드 및 당단백질 유전

자를 암호화하는 결함 헬퍼 RNA로 아기 햄스터 신장 (BHK) 세포에 동시전기천공함으로써 레플리콘을 VRP 내로

포장하였다 (Perri et al의 도 2 참조). 이후 VRP를 수거하였고 수크로스 쿠션에서 초원심 분리에 의해 부 분적

으로 정제하였고 Amicon 농축기에서 농축하였다. 결과 VRP 스톡을 표준 방법에 의해 적정하였고 배양 유동체 또

는 다른 등장성 완충액의 동물에 접종하였다. 베네수엘라 말 뇌염 및 신드비스 바이러스로부터 유도된 알파바이
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러스 레플리콘 입자 키메라는 효능 있는 유전자-기반 백신 전달 벡터이다. J. Virol 77, 10394-10403.

쥐 면역원성 연구[0262]

10마리의 8-10주령 및 약 20 g 중량의 BALB/c 마우스 그룹을 제 0일, 제 21일 및 제 42일에 1x10
6 
IU (VRP) 또[0263]

는 1.0 μg (RNA)로 면역화하였으며, 두 번째 백신 접종 3주 후에 및 세 번째 백신 접종 3주 후에 채혈하였다.

모든 동물은 두 개의 뒷다리의 사두근에 주사되었고 각각 동등한 양 (부위 당 50 μl)을 얻었다.

미크로 중화 검정[0264]

혈청 샘플을 중화 항체에 대하여 감염 감소 중화 테스트로 테스트하였다. 두 배의 단계 희석된 HI-혈청 (10% HI[0265]

FBS가 첨가된 DMEM으로)을 약 200 IU/50 μl를 제공하도록 이전에 적정된 동량의 CMV (균주 TB40 또는 임상 분

리체 8819)에 추가하였다. VR1814, Towne, AD 169 균주 및 임상 분리체 8822를 또한 사용하였다. 바이러스 중화

가 발생하는 것을 허용하기 위해 혈청/바이러스 혼합물을 37 ℃ 및 5% CO2에서 2 시간 동안 배양하였고, 이후

이 혼합물의 50 μl (약 200 IU 함유)를 96 하프 웰 플레이트의 ARPE-19 세포의 웰에 두 번 접종하였다. 플레이

트를 40-44 시간 동안 배양하였다. 달리 지시되지 않으면, 양성 감염된 병소의 수를 AlexaFluor 488 접합 IE1

CMV 단클론성 항체로 면역염색 후 이어서 자동화 계산에 의해 결정하였다. 중화 역가는 대조군 (혈청 없음)에

비해, 웰 당 양성 바이러스 병소의 수의 50% 감소를 생산하는 혈청 희석의 역수로서 정의된다.

gH/gL VRP의 면역원성 및 LNP 조제 RNA[0266]

CMV의 표면 당단백질 B (gB)를 발현하는 A323 레플리콘, 전체 길이 당단백질 H 및 L (gH/gL)의 막 복합체를 발[0267]

현하는 A160 레플리콘 및 가용성 형태의 당단백질 H 및 L (gHsol/gL)의 막 복합체를 발현하는 A322 레플리콘을

이 실험에 사용하였다. BALB/c 마우스, 그룹 당 10마리의 동물에 제 0일, 제 21일 및 제 42일에 gB를 발현하는

VRP (1x10
6
 IU), gH/gL을 발현하는 VRP (1x10

6
 IU), gHsol/gL을 발현하는 VRP (1x10

6
 IU) 및 대조군으로서 PBS

로 양측 근육 내 백신 접종 (다리 당 50 μl)을 제공하였다. 세 개의 테스트 그룹 (A160, A322 또는 A323)은

LNP (RV01(14))에서 조제된 자가 복제 RNA를 받았다. 제 39일 (3wp2) 및 제 63일 (3wp3)에 면역학적 분석을 위

해 혈청을 수거하였다. 

결과[0268]

실험을 위해 만들어진 RV01(14) 조제시 캡슐화된 RNA의 시브 (sive) 및 퍼센트는 표 3에 나타난다.[0269]

[0270]

마지막 혈청 (제 63일, 최종 백신 접종 3주 후)에 대한 50% 중화 역가는 표 4에 나타난다. [0271]

[0272]

두 개의 다른 HCMV 균주를 사용하여 상피 세포에서 검정된 바와 같이, HCMV gH/gL 복합체의 전체 길이 또는 추[0273]

정 가용성 형태를 발현하는 RNA는 중화 항체의 높은 역가를 유도한다. gH/gL RNA에 의해 유도된 평균 역가는 적

등록특허 10-2162111

- 57 -



어도 해당하는 gH/gL VRP에 대한 평균 역가만큼 높다 (도 17 참조)

실시예 6 CMV 단백질을 암호화하는 바이시스트론성 및 펜타시스트론성 핵산[0274]

사람 시토메갈로바이러스 (HCMV)의 당단백질 복합체를 발현하는 추가적인 바이시스트론성 및 펜타시스트론성 알[0275]

파바이러스 레플리콘을 제조하였고, 도 18 및 20에 개략적으로 나타난다. 알파바이러스 레플리콘은 베네수엘라

말 뇌염 바이러스 (VEE)에 기초하였다. 레플리콘은 바이러스 레플리콘 입자 (VRP) 내로 포장되었고, 지질 입자

(LNP)로 캡슐화되거나 양이온성 나노에멀젼 (CNE)을 가지고 조제되었다. 각각의 레플리콘의 암호화된 HCMV 단백

질 및 단백질 복합체의 발현을 면역블롯, 동시면역침강법, 및 유동 세포 분석법으로 확인하였다. 펜타머 복합체

에 존재하는 구조 에피토프에 특이적인 사람 단클론성 항체를 사용하여, 복합체의 단백질 성분을 암호화하는 펜

타머 레플리콘의 펜타머 gH/gL/UL128/UL130/UL131 복합체의 발현을 입증하기 위해 유동 세포 분석법을 사용하였

다 (Macagno et al (2010), J. Virol. 84(2): 1005-13). 도 19는 이 항체들이 HCMV gH/gL/UL128/UL130/UL131

펜타머 복합체 (A527)를 발현하는 레플리콘 RNA로 트랜스펙션된 BHKV 세포에 결합한다는 것을 나타낸다. 세포가

같은 레플리콘 구조물로 만들어진 VRP로 감염되었을 때 유사한 결과를 얻었다. 이는 펜타머 복합체를 발현하도

록 설계된 레플리콘이 원하는 항원을 정말로 발현하지만 잠재적 부산물 gH/gL은 아니라는 것을 나타낸다. 

LNP에 캡슐화된 RNA인, 및 CNE로 조제된 RNA인, VRP는 후방 사두근의 근육 내 주사로 Balb/c 마우스를 면역화하[0276]

기 위해 사용하였다. 마우스를 세 번, 3주 간격으로 면역화하였고, 혈청 샘플을 면역화 이전에 뿐만 아니라 세

번째 및 최종 면역화 3주 후에 각각 수거하였다. 혈청을 평가하였다. 혈청을 백신 접종에 의해 유도된 중화 항

체 반응의 효능을 측정하기 위해 미크로중화 검정으로 평가하였다. 역가는 50% 중화 역가로서 발현된다. 

가용성 HCMV gH/gL 복합체에 대한 바이시스트론성 발현 카세트의 많은 다른 배열의 면역원성을 평가하였다. 도[0277]

20은 막-고정된, 전체 길이 gH/gL 복합체를 발현하는 VRP가 효능 있는 중화 항체를 유사한 바이시스트론성 발현

카세트에서 발현되는 가용성 복합체 (gHsol/gL)보다 약간 더 높은 역가로 발현하였다는 것을 나타낸다. gHsol

및 gL을 암호화하는 유전자의 순서를 바꾸거나 서브게놈 프로모터 중 하나를 IRES 또는 FMDV 2A 부위로 대체하

는 것은 실질적으로 면역원성을 개선하지 않았다. 

gH/gL을 발현하는 VEE/SIN VRP로 면역화된 마우스의 혈청의 HCMV 중화 활성의 범위 및 효능을 다른 균주의 HCMV[0278]

로 섬유아세포 및 상피 세포의 감염을 차단하기 위해 혈청을 사용함으로써 평가하였다. 표 5는 보체의 부재시

두 가지 세포 타입에서 gH/gL 면역 혈청이 여섯 가지의 다른 균주의 HCMV에 대하여 광범위하고 유효하게 중화하

였다는 것을 나타낸다. 보체의 추가는 혈청의 중화 효능에 대하여 약간 부정적인 효과가 있었다.

[0279]

LNP-캡슐화된 RNA (A160)에 비해 펜타머 복합체 (A526 및 A527)를 암호화하는 LNP-캡슐화된 RNA 및 VRP (pVCR[0280]

변형된 gH-SGPgL)의 면역원성을 평가하였다. 표 6은 펜타머 복합체를 발현하는 레플리콘이 gH/gL을 발현하는 레

플리콘 보다 더 많은 효능 있는 중화 항체를 유도하였다는 것을 나타낸다. 

[0281]

가장 높은 역가의 중화 항체 (A527)를 유도하는 펜타시스트론성 VEE-기반 RNA 레플리콘을 VRP로 포장하였고 VRP[0282]

의 면역원성을 gH/gL-발현 VRP 및 gH/gL 및 펜타머 복합체를 발현하는 LNP-캡슐화된 레플리콘에 비교하였다. 표

7은 펜타머 복합체를 발현하는 VRP가 gH/gL을 발현하는 VRP보다 더 높은 역가의 중화 항체를 유도하였다는 것을
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나타낸다. 게다가, VRP의 106개의 감염성 유닛은 VRP 및 RNA가 같은 단백질 복합체를 암호화할 때 적어도 1 μg

의 LNP-캡슐화된 RNA만큼 효과가 있다. 

[0283]

펜타머 복합체 (A527)을 암호화하는 VEE-기반 RNA로 면역화된 마우스 혈청의 HCMV 중화 활성의 범위 및 효능을[0284]

HCMV의 다른 균주로 섬유아세포 및 상피 세포의 감염을 차단하기 위해 혈청을 사용함으로써 평가하였다. 표 8은

항-gH/gL/UL128/UL130/UL131  면역  혈청이  광범위하고  상피  세포의  감염을  효능있게  중화하였다는  것을

나타낸다. 이 노력은 보체 독립적이었다. 반대로, 혈청은 섬유아세포의 감염에 대하여 감소된 또는 검출 불가능

한  효과가  있었다.  펜타머  복합체는  섬유아세포의  감염이  필요하지  않기  때문에,  이  결과들은  주로

gH/gL/UL128/UL130/UL131 펜타머 복합체에 대해 특이적인 항체를 함유하는 면역 혈청에 대하여 예상된 것이고,

그  결과로서,  UL128,  UL130,  및  UL131에  대한 항체는 섬유아세포의 감염을 차단하지 않는다 (Adler  et  al

(2006), J. Gen. Virol. 87(Pt.9):2451-60; Wang and Shenk (2005), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102(50):

18153-8). 따라서, 이 데이터는 gH/gL/UL128/UL130/UL131 펜타머 복합체를 암호화하는 펜타머 레플리콘은 특이

적으로 생체 내에서 복합체에 대한 항체를 유도한다. 

[0285]

gH/gL 및 펜타머 복합체를 발현하는 바이시스트론성 및 펜타시스트론성 레플리콘이 다른 제형에서 중화 항체를[0286]

유도할 것인지 알기 위해서, 코튼 래트 (cotton rat)를 양이온성 나노에멀젼 (CNE)과 혼합된 바이시스트론성 또

는 펜타시스트론성 레플리콘으로 면역화하였다. 표 9는 CNE 중의 레플리콘이 LNP에서 캡슐화된 같은 레플리콘에

비교 가능한 중화 항체 역가를 유도하였다는 것을 나타낸다. 

[0287]

실시예 7. VZV 단백질을 암호화하는 레플리콘 [0288]

gB, gH, gL, gE, 및 gI를 암호화하는 모노시스트론성 레플리콘을 생산하기 위해 및 gH/gL 또는 gE/gI를 암호화[0289]

하는 바이시스트론성 레플리콘을 생산하기 위해 VZV 단백질을 암호화하는 핵산을 VEE 레플리콘 벡터에 클로닝하

였다. 바이시스트론성 레플리콘에서, 각각의 VZV 오픈 리딩 프레임의 발현은 별도의 서브게놈 프로모터에 의해

구동되었다. 

레플리콘 RNA를 제조하기 위해, 레플리콘을 암호화하는 플라스미드를 PmeI로 소화에 의해 선형화하였고, 선형화[0290]
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된 플라스미드를 페놀/클로로포름/이소아밀알콜로 추출하였고, 나트륨 아세테이트/에탄올에서 침전시켰고 20μl

의 RN아제 없는 물에 재현탁시켰다. 

MEGAscript T7 키트 (AMBION# AM1333)를 사용하여 1 μg의 선형화된 DNA의 시험관 내 전사에 의해 RNA를 제조[0291]

하였다. 20 μ1 반응물을 캡 유사체 없이 제조사의 지시에 따라 셋업하였고 32 ℃에서 2 시간 동안 배양하였다.

TURBO DN아제 (1 μl)을 추가하였고 혼합물을 32 ℃에서 30 분 동안 배양하였다. RN아제 없는 물 (30 μl) 및

암모늄 아세테이트 (30 μl)를 추가하였다. 용액을 혼합하였고-20 ℃에서 적어도 30 분 동안 냉각하였다. 이후

용액을 4 ℃에서 25 분 동안 최대 속도로 원심 분리하였다. 상층액을 제거하였고, 펠렛을 70% 에탄올로 헹궜고,

다시 4 ℃에서 10 분 동안 최대 속도로 원심 분리 하였다. 펠렛을 공기 건조하였고 50 μl의 RN아제-없는 물로

재현탁하였다. RNA의 농도를 측정하였고 품질을 변성 겔 상에서 체크하였다. 

ScriptCap m7G Capping System (Epicentre #SCCE0625)을 사용하여 RNA를 캐핑하였다. 반응물은 RNA 및 RN아제-[0292]

없는 물을 결합시킴으로써 양을 조정하였다. 이후 RNA를 65 ℃에서 5-10 분 동안 변성시켰다. 변성된 RNA를 신

속하게 얼음으로 옮겼고 다음 시약을 다음 순서로 추가하였다: ScriptCap Capping Buffer, 10 mM GTP, 새로 제

조된 2 mM SAM, ScriptGuard RN아제 억제제, 및 ScriptCap Capping Enzyme. 반응은 RN아제-없는 물 및 7.5 M

LiCl을 추가하고, 잘 혼합하고-20 ℃에서 적어도 30 분 동안 혼합물을 저장함으로써 중단되었다. 이후, 혼합물

을 4 ℃에서 25 분 동안 최대 속도로 원심 분리하였고, 펠렛을 70% 에탄올로 헹궜고, 다시 4 ℃에서 10 분 동안

최대 속도로 원심 분리하였고 펠렛을 공기 건조하였다. 펠렛을 RN아제-아제 없는 물로 재현탁하였다. RNA의 농

도를 측정하였고 품질을 변성 겔 상에서 체크하였다. 

RNA 트랜스펙션[0293]

세포 (BHK-V 세포)를 트랜스펙션 시점에 90-95% 포화되도록 6-웰 플레이트에 분주하였다. 각각의 트랜스펙션을[0294]

위해 3 g의 RNA를 첫 번째 튜브의 50 mL OPTIMEM 배지에 희석하였다. Lipofectamine 2000을 50 mL OPTIMEM 배

지가 함유된 두 번째 튜브에 추가하였다. 첫 번째 및 두 번째 튜브를 결합하였고 상온에서 20 분 동안 유지하였

다. 6-웰 플레이트의 배양 배지를 새로운 배지로 교체하였고, RNA-리포펙타민 복합체를 세포에 배치하였고, 부

드럽게 흔들어서 혼합시켰다. 플레이트를 CO2 배양기에서 37 ℃에서 24 시간 동안 배양하였다. 

트랜스펙션된 세포에서 VZV 단백질의 발현을 웨스턴 블롯 및 면역형광법에 의해 평가하였다. 웨스턴 블롯을 위[0295]

해,  트랜스펙션된  세포의  용해물을  전기영동법에  의해  분류하였고  (5  μg  총  단백질/레인)  블롯하였다.

OKA/Merck 백신 균주로부터 유도된 온전한 바이러스 현탁액 (7 μg 총 단백질/레인)을 양성 대조군으로서 사용

하였다. VZV 단백질과 결합하는 상업적으로 이용 가능한 항체 (1:1000 희석)를 사용하여 블롯을 프로빙하였다. 

면역형광법을 위해, 트랜스펙션된 세포를 수확하였고 96 웰 플레이트에 분주하였고, 상업적으로 이용 가능한 마[0296]

우스 mAb (희석 범위 1:100 1:400)를 사용하여 세포 내 염색을 수행하였다. 세포 펠렛을 고정하였고 Citofix-

Citoperm 용액으로 통과시켰다. 두 번째 시약, 염소 항-마우스 F(ab')2 표지된 Alexa488 (1:400 최종 희석)을

사용하였다. 

상업적으로 이용 가능한 마우스 항체, gE에 대하여 13B1 및 gI에 대하여 8C4를 사용하여 VZV 단백질 gE 및 gI의[0297]

발현은 모노시스트론성 구조물 (gE 또는 gI)로 트랜스펙션된 세포에서 검출되었고, gE 및 gI 둘 다의 발현은 바

이시스트론성 gE/gI 구조물로 트랜스펙션된 세포에서 검출되었다. 상업적으로 이용 가능한 항체 10G6을 사용하

는 면역형광법에 의해, VZV 단백질 gB의 발현은 gB를 암호화하는 모노시스트론성 구조물로 트랜스펙션된 세포에

서 검출되었다. VZV 단백질 복합체 gH/gL의 발현은 모노시스트론성 gH 및 모노시스트론성 gL, 또는 바이시스트

론성 gH/gL 구조물로 트랜스펙션된 세포에서 면역형광법에 의해 검출되었다. gH/gL 복합체는 상업적으로 이용

가능한 항체 SG3을 사용하여 검출되었다. 

쥐 면역원성 연구[0298]

8마리의 6-8주령 및 약 20 g 중량의 암컷 BALB/c 마우스의 그룹을 제 0일, 제 21일 및 제 42일에 CNE 또는 LNP[0299]

(RV01)로 조제된, 7.0 또는 1.0 μg의 레플리콘 RNA로 근육 내 면역화하였다. 혈액 샘플을 면역화된 동물로부터

두 번째 면역화 3주 후 및 세 번째 면역화 3주 후 채취하였다. 그룹은 표 10에 나타난다. 
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[0300]

VZV 항원에 대한 면역 반응[0301]

혈청 샘플을 VZV-레플리콘 트랜스펙션된 MRC-5 세포의 세포 내 염색으로 gB에 대한 항체의 존재에 대하여 테스[0302]

트하였다. MRC-5 세포를 10% 태아 소 혈청이 들어있는 Dulbeco Modified Eagle's Medium에서 유지하였다. VZV

Oka 균주 접종원 (ATCC로부터 얻어짐)을 MRC-5 세포 배양액을 감염시키기 위해 사용하였고 감염된 전체 세포를

바이러스의 서브계대 (subpassage)에 사용하였다. 감염된 및 감염되지 않은 세포 사이의 비율은 1:10이었다. 감

염 30 시간 후 면역화 후 얻어진 마우스 혈청 (희석 범위 1:200 내지 1:800)의 풀로 세포 내 염색을 수행하기

위해 96 웰 플레이트에 분주를 위해 세포를 트립신-분산시켰다. 상업적인 mAb를 감염 수준을 정량하기 위한 대

조군으로서 사용하였다. 세포 펠렛을 고정하였고 Citofix-Citoperm 용액으로 통과시켰다. 두 번째 시약, 염소

항-마우스 F(ab')2 표지된 Alexa488 (1:400 최종 희석)을 사용하였다.

gB (10G6), gH (SG3), 및 gE (13B1 (SBA) 및 8612 (Millipore))에 대한 상업적인 항체를 양성 대조군으로서 사[0303]

용하였고, 각각 감염된 MRC-5 세포를 세포 내 염색하였다. CNE 또는 LNP로 조제된 1 또는 7 μg의 RNA로 세 번

째 면역화 3주 후 얻어진 면역 혈청을 1/200, 1/400 및 1/800로 희석하였고 감염된 MRC-5 세포를 세포 내 염색

하기 위해 사용하였다. 결과는 도 21 (연구 1, 그룹 1, 5, 7, 9, 11, 13 및 15, CNE 제형) 및 도 22 (연구 2,

그룹 1-7, LNP 제형)에 나타난다. 

중화 검정[0304]

각각의 면역화된 마우스 혈청을 표준 배양 배지에서 1:20에서 시작하여 2배 증가로 단계적으로 희석하였고, 기[0305]

니피그 보체의 존재시 동량의 VZV 현탁액에 추가하였다. 37 ℃에서 1시간 동안 배양 후, 사람 상피 세포주 A549

를 추가하였다. 감염된 세포를 배양의 일주일 후 현미경 하에 배양액에서 형성된 플라크를 계산함으로써 측정할

수 있다. 플라크 수로부터, 각각의 혈청 희석시 % 억제를 계산하였다. 로그 눈금, 희석 인자에 대하여 % 억제의

값을 플로팅함으로써 각각의 혈청 샘플의 차트를 만들었다. 그 결과 희석 인자 및 % 억제 사이의 관계의 근사한

선이 그려졌다. 이후 선이 50% 억제의 값에서 교차되는 경우 희석 인자로서 50% 중화 역가를 결정하였다. 

표 11은 모노시스트론성 gE, 바이시스트론성 gE/gI, 및 바이시스트론성 gH/gL로 면역화된 마우스로부터 얻어진[0306]

혈청이 강한 중화 항체 역가를 함유하였다는 것을 나타낸다. 
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서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  Novartis AG

       Kelly, Marcus

       Ma, Dangshe

       Olson, William

       Tavare, Richard

       Thurston, Gavin

 

<120>  ANTIGEN DELIVERY PLATFORMS

<130>  VN54076US

<140>  13/878,835

<141>  2013-10-11

<150>  PCT/US11/55834

<151>  2011-10-10

<150>  61/391,960

<151>  2010-10-11

<160>  3   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  13364

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Plasmid encoding p15-T7G-TC83R-merlinCMV-gH-sg.gL (A160)

<400>  1

ataggcggcg catgagagaa gcccagacca attacctacc caaaatggag aaagttcacg        60

ttgacatcga ggaagacagc ccattcctca gagctttgca gcggagcttc ccgcagtttg       120

aggtagaagc caagcaggtc actgataatg accatgctaa tgccagagcg ttttcgcatc       180

tggcttcaaa actgatcgaa acggaggtgg acccatccga cacgatcctt gacattggaa       240

gtgcgcccgc ccgcagaatg tattctaagc acaagtatca ttgtatctgt ccgatgagat       300

gtgcggaaga tccggacaga ttgtataagt atgcaactaa gctgaagaaa aactgtaagg       360

aaataactga taaggaattg gacaagaaaa tgaaggagct cgccgccgtc atgagcgacc       420

ctgacctgga aactgagact atgtgcctcc acgacgacga gtcgtgtcgc tacgaagggc       480

aagtcgctgt ttaccaggat gtatacgcgg ttgacggacc gacaagtctc tatcaccaag       540

ccaataaggg agttagagtc gcctactgga taggctttga caccacccct tttatgttta       600

agaacttggc tggagcatat ccatcatact ctaccaactg ggccgacgaa accgtgttaa       660

cggctcgtaa cataggccta tgcagctctg acgttatgga gcggtcacgt agagggatgt       720

ccattcttag aaagaagtat ttgaaaccat ccaacaatgt tctattctct gttggctcga       780

ccatctacca cgagaagagg gacttactga ggagctggca cctgccgtct gtatttcact       840

tacgtggcaa gcaaaattac acatgtcggt gtgagactat agttagttgc gacgggtacg       900

tcgttaaaag aatagctatc agtccaggcc tgtatgggaa gccttcaggc tatgctgcta       960

cgatgcaccg cgagggattc ttgtgctgca aagtgacaga cacattgaac ggggagaggg      1020

tctcttttcc cgtgtgcacg tatgtgccag ctacattgtg tgaccaaatg actggcatac      1080

tggcaacaga tgtcagtgcg gacgacgcgc aaaaactgct ggttgggctc aaccagcgta      1140

tagtcgtcaa cggtcgcacc cagagaaaca ccaataccat gaaaaattac cttttgcccg      1200

tagtggccca ggcatttgct aggtgggcaa aggaatataa ggaagatcaa gaagatgaaa      1260

ggccactagg actacgagat agacagttag tcatggggtg ttgttgggct tttagaaggc      1320

acaagataac atctatttat aagcgcccgg atacccaaac catcatcaaa gtgaacagcg      1380

atttccactc attcgtgctg cccaggatag gcagtaacac attggagatc gggctgagaa      1440

caagaatcag gaaaatgtta gaggagcaca aggagccgtc acctctcatt accgccgagg      1500

acgtacaaga agctaagtgc gcagccgatg aggctaagga ggtgcgtgaa gccgaggagt      1560

tgcgcgcagc tctaccacct ttggcagctg atgttgagga gcccactctg gaagccgatg      1620

tagacttgat gttacaagag gctggggccg gctcagtgga gacacctcgt ggcttgataa      1680
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aggttaccag ctacgatggc gaggacaaga tcggctctta cgctgtgctt tctccgcagg      1740

ctgtactcaa gagtgaaaaa ttatcttgca tccaccctct cgctgaacaa gtcatagtga      1800

taacacactc tggccgaaaa gggcgttatg ccgtggaacc ataccatggt aaagtagtgg      1860

tgccagaggg acatgcaata cccgtccagg actttcaagc tctgagtgaa agtgccacca      1920

ttgtgtacaa cgaacgtgag ttcgtaaaca ggtacctgca ccatattgcc acacatggag      1980

gagcgctgaa cactgatgaa gaatattaca aaactgtcaa gcccagcgag cacgacggcg      2040

aatacctgta cgacatcgac aggaaacagt gcgtcaagaa agaactagtc actgggctag      2100

ggctcacagg cgagctggtg gatcctccct tccatgaatt cgcctacgag agtctgagaa      2160

cacgaccagc cgctccttac caagtaccaa ccataggggt gtatggcgtg ccaggatcag      2220

gcaagtctgg catcattaaa agcgcagtca ccaaaaaaga tctagtggtg agcgccaaga      2280

aagaaaactg tgcagaaatt ataagggacg tcaagaaaat gaaagggctg gacgtcaatg      2340

ccagaactgt ggactcagtg ctcttgaatg gatgcaaaca ccccgtagag accctgtata      2400

ttgacgaagc ttttgcttgt catgcaggta ctctcagagc gctcatagcc attataagac      2460

ctaaaaaggc agtgctctgc ggggatccca aacagtgcgg tttttttaac atgatgtgcc      2520

tgaaagtgca ttttaaccac gagatttgca cacaagtctt ccacaaaagc atctctcgcc      2580

gttgcactaa atctgtgact tcggtcgtct caaccttgtt ttacgacaaa aaaatgagaa      2640

cgacgaatcc gaaagagact aagattgtga ttgacactac cggcagtacc aaacctaagc      2700

aggacgatct cattctcact tgtttcagag ggtgggtgaa gcagttgcaa atagattaca      2760

aaggcaacga aataatgacg gcagctgcct ctcaagggct gacccgtaaa ggtgtgtatg      2820

ccgttcggta caaggtgaat gaaaatcctc tgtacgcacc cacctcagaa catgtgaacg      2880

tcctactgac ccgcacggag gaccgcatcg tgtggaaaac actagccggc gacccatgga      2940

taaaaacact gactgccaag taccctggga atttcactgc cacgatagag gagtggcaag      3000

cagagcatga tgccatcatg aggcacatct tggagagacc ggaccctacc gacgtcttcc      3060

agaataaggc aaacgtgtgt tgggccaagg ctttagtgcc ggtgctgaag accgctggca      3120

tagacatgac cactgaacaa tggaacactg tggattattt tgaaacggac aaagctcact      3180

cagcagagat agtattgaac caactatgcg tgaggttctt tggactcgat ctggactccg      3240

gtctattttc tgcacccact gttccgttat ccattaggaa taatcactgg gataactccc      3300

cgtcgcctaa catgtacggg ctgaataaag aagtggtccg tcagctctct cgcaggtacc      3360

cacaactgcc tcgggcagtt gccactggaa gagtctatga catgaacact ggtacactgc      3420

gcaattatga tccgcgcata aacctagtac ctgtaaacag aagactgcct catgctttag      3480

tcctccacca taatgaacac ccacagagtg acttttcttc attcgtcagc aaattgaagg      3540
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gcagaactgt cctggtggtc ggggaaaagt tgtccgtccc aggcaaaatg gttgactggt      3600

tgtcagaccg gcctgaggct accttcagag ctcggctgga tttaggcatc ccaggtgatg      3660

tgcccaaata tgacataata tttgttaatg tgaggacccc atataaatac catcactatc      3720

agcagtgtga agaccatgcc attaagctta gcatgttgac caagaaagct tgtctgcatc      3780

tgaatcccgg cggaacctgt gtcagcatag gttatggtta cgctgacagg gccagcgaaa      3840

gcatcattgg tgctatagcg cggcagttca agttttcccg ggtatgcaaa ccgaaatcct      3900

cacttgaaga gacggaagtt ctgtttgtat tcattgggta cgatcgcaag gcccgtacgc      3960

acaatcctta caagctttca tcaaccttga ccaacattta tacaggttcc agactccacg      4020

aagccggatg tgcaccctca tatcatgtgg tgcgagggga tattgccacg gccaccgaag      4080

gagtgattat aaatgctgct aacagcaaag gacaacctgg cggaggggtg tgcggagcgc      4140

tgtataagaa attcccggaa agcttcgatt tacagccgat cgaagtagga aaagcgcgac      4200

tggtcaaagg tgcagctaaa catatcattc atgccgtagg accaaacttc aacaaagttt      4260

cggaggttga aggtgacaaa cagttggcag aggcttatga gtccatcgct aagattgtca      4320

acgataacaa ttacaagtca gtagcgattc cactgttgtc caccggcatc ttttccggga      4380

acaaagatcg actaacccaa tcattgaacc atttgctgac agctttagac accactgatg      4440

cagatgtagc catatactgc agggacaaga aatgggaaat gactctcaag gaagcagtgg      4500

ctaggagaga agcagtggag gagatatgca tatccgacga ctcttcagtg acagaacctg      4560

atgcagagct ggtgagggtg catccgaaga gttctttggc tggaaggaag ggctacagca      4620

caagcgatgg caaaactttc tcatatttgg aagggaccaa gtttcaccag gcggccaagg      4680

atatagcaga aattaatgcc atgtggcccg ttgcaacgga ggccaatgag caggtatgca      4740

tgtatatcct cggagaaagc atgagcagta ttaggtcgaa atgccccgtc gaagagtcgg      4800

aagcctccac accacctagc acgctgcctt gcttgtgcat ccatgccatg actccagaaa      4860

gagtacagcg cctaaaagcc tcacgtccag aacaaattac tgtgtgctca tcctttccat      4920

tgccgaagta tagaatcact ggtgtgcaga agatccaatg ctcccagcct atattgttct      4980

caccgaaagt gcctgcgtat attcatccaa ggaagtatct cgtggaaaca ccaccggtag      5040

acgagactcc ggagccatcg gcagagaacc aatccacaga ggggacacct gaacaaccac      5100

cacttataac cgaggatgag accaggacta gaacgcctga gccgatcatc atcgaagagg      5160

aagaagagga tagcataagt ttgctgtcag atggcccgac ccaccaggtg ctgcaagtcg      5220

aggcagacat tcacgggccg ccctctgtat ctagctcatc ctggtccatt cctcatgcat      5280

ccgactttga tgtggacagt ttatccatac ttgacaccct ggagggagct agcgtgacca      5340

gcggggcaac gtcagccgag actaactctt acttcgcaaa gagtatggag tttctggcgc      5400
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gaccggtgcc tgcgcctcga acagtattca ggaaccctcc acatcccgct ccgcgcacaa      5460

gaacaccgtc acttgcaccc agcagggcct gctcgagaac cagcctagtt tccaccccgc      5520

caggcgtgaa tagggtgatc actagagagg agctcgaggc gcttaccccg tcacgcactc      5580

ctagcaggtc ggtctcgaga accagcctgg tctccaaccc gccaggcgta aatagggtga      5640

ttacaagaga ggagtttgag gcgttcgtag cacaacaaca atgacggttt gatgcgggtg      5700

catacatctt ttcctccgac accggtcaag ggcatttaca acaaaaatca gtaaggcaaa      5760

cggtgctatc cgaagtggtg ttggagagga ccgaattgga gatttcgtat gccccgcgcc      5820

tcgaccaaga aaaagaagaa ttactacgca agaaattaca gttaaatccc acacctgcta      5880

acagaagcag ataccagtcc aggaaggtgg agaacatgaa agccataaca gctagacgta      5940

ttctgcaagg cctagggcat tatttgaagg cagaaggaaa agtggagtgc taccgaaccc      6000

tgcatcctgt tcctttgtat tcatctagtg tgaaccgtgc cttttcaagc cccaaggtcg      6060

cagtggaagc ctgtaacgcc atgttgaaag agaactttcc gactgtggct tcttactgta      6120

ttattccaga gtacgatgcc tatttggaca tggttgacgg agcttcatgc tgcttagaca      6180

ctgccagttt ttgccctgca aagctgcgca gctttccaaa gaaacactcc tatttggaac      6240

ccacaatacg atcggcagtg ccttcagcga tccagaacac gctccagaac gtcctggcag      6300

ctgccacaaa aagaaattgc aatgtcacgc aaatgagaga attgcccgta ttggattcgg      6360

cggcctttaa tgtggaatgc ttcaagaaat atgcgtgtaa taatgaatat tgggaaacgt      6420

ttaaagaaaa ccccatcagg cttactgaag aaaacgtggt aaattacatt accaaattaa      6480

aaggaccaaa agctgctgct ctttttgcga agacacataa tttgaatatg ttgcaggaca      6540

taccaatgga caggtttgta atggacttaa agagagacgt gaaagtgact ccaggaacaa      6600

aacatactga agaacggccc aaggtacagg tgatccaggc tgccgatccg ctagcaacag      6660

cgtatctgtg cggaatccac cgagagctgg ttaggagatt aaatgcggtc ctgcttccga      6720

acattcatac actgtttgat atgtcggctg aagactttga cgctattata gccgagcact      6780

tccagcctgg ggattgtgtt ctggaaactg acatcgcgtc gtttgataaa agtgaggacg      6840

acgccatggc tctgaccgcg ttaatgattc tggaagactt aggtgtggac gcagagctgt      6900

tgacgctgat tgaggcggct ttcggcgaaa tttcatcaat acatttgccc actaaaacta      6960

aatttaaatt cggagccatg atgaaatctg gaatgttcct cacactgttt gtgaacacag      7020

tcattaacat tgtaatcgca agcagagtgt tgagagaacg gctaaccgga tcaccatgtg      7080

cagcattcat tggagatgac aatatcgtga aaggagtcaa atcggacaaa ttaatggcag      7140
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acaggtgcgc cacctggttg aatatggaag tcaagattat agatgctgtg gtgggcgaga      7200

aagcgcctta tttctgtgga gggtttattt tgtgtgactc cgtgaccggc acagcgtgcc      7260

gtgtggcaga ccccctaaaa aggctgttta agcttggcaa acctctggca gcagacgatg      7320

aacatgatga tgacaggaga agggcattgc atgaagagtc aacacgctgg aaccgagtgg      7380

gtattctttc agagctgtgc aaggcagtag aatcaaggta tgaaaccgta ggaacttcca      7440

tcatagttat ggccatgact actctagcta gcagtgttaa atcattcagc tacctgagag      7500

gggcccctat aactctctac ggctaacctg aatggactac gacatagtct agtcgacgcc      7560

accatgaggc ctggcctgcc ctcctacctg atcatcctgg ccgtgtgcct gttcagccac      7620

ctgctgtcca gcagatacgg cgccgaggcc gtgagcgagc ccctggacaa ggctttccac      7680

ctgctgctga acacctacgg cagacccatc cggtttctgc gggagaacac cacccagtgc      7740

acctacaaca gcagcctgcg gaacagcacc gtcgtgagag agaacgccat cagcttcaac      7800

tttttccaga gctacaacca gtactacgtg ttccacatgc ccagatgcct gtttgccggc      7860

cctctggccg agcagttcct gaaccaggtg gacctgaccg agacactgga aagataccag      7920

cagcggctga atacctacgc cctggtgtcc aaggacctgg ccagctaccg gtcctttagc      7980

cagcagctca aggctcagga tagcctcggc gagcagccta ccaccgtgcc ccctcccatc      8040

gacctgagca tcccccacgt gtggatgcct ccccagacca cccctcacgg ctggaccgag      8100

agccacacca cctccggcct gcacagaccc cacttcaacc agacctgcat cctgttcgac      8160

ggccacgacc tgctgtttag caccgtgacc ccctgcctgc accagggctt ctacctgatc      8220

gacgagctga gatacgtgaa gatcaccctg accgaggatt tcttcgtggt caccgtgtcc      8280

atcgacgacg acacccccat gctgctgatc ttcggccacc tgcccagagt gctgttcaag      8340

gccccctacc agcgggacaa cttcatcctg cggcagaccg agaagcacga gctgctggtg      8400

ctggtcaaga aggaccagct gaaccggcac tcctacctga aggaccccga cttcctggac      8460

gccgccctgg acttcaacta cctggacctg agcgccctgc tgagaaacag cttccacaga      8520

tacgccgtgg acgtgctgaa gtccggacgg tgccagatgc tcgatcggcg gaccgtggag      8580

atggccttcg cctatgccct cgccctgttc gccgctgcca gacaggaaga ggctggcgcc      8640

caggtgtcag tgcccagagc cctggataga caggccgccc tgctgcagat ccaggaattc      8700

atgatcacct gcctgagcca gaccccccct agaaccaccc tgctgctgta ccccacagcc      8760

gtggatctgg ccaagagggc cctgtggacc cccaaccaga tcaccgacat cacaagcctc      8820

gtgcggctcg tgtacatcct gagcaagcag aaccagcagc acctgatccc ccagtgggcc      8880

ctgagacaga tcgccgactt cgccctgaag ctgcacaaga cccatctggc cagctttctg      8940

agcgccttcg ccaggcagga actgtacctg atgggcagcc tggtccacag catgctggtg      9000
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cataccaccg agcggcggga gatcttcatc gtggagacag gcctgtgtag cctggccgag      9060

ctgtcccact ttacccagct gctggcccac cctcaccacg agtacctgag cgacctgtac      9120

accccctgca gcagcagcgg cagacgggac cacagcctgg aacggctgac cagactgttc      9180

cccgatgcca ccgtgcctgc tacagtgcct gccgccctgt ccatcctgtc caccatgcag      9240

cccagcaccc tggaaacctt ccccgacctg ttctgcctgc ccctgggcga gagctttagc      9300

gccctgaccg tgtccgagca cgtgtcctac atcgtgacca atcagtacct gatcaagggc      9360

atcagctacc ccgtgtccac cacagtcgtg ggccagagcc tgatcatcac ccagaccgac      9420

agccagacca agtgcgagct gacccggaac atgcacacca cacacagcat caccgtggcc      9480

ctgaacatca gcctggaaaa ctgcgctttc tgtcagtctg ccctgctgga atacgacgat      9540

acccagggcg tgatcaacat catgtacatg cacgacagcg acgacgtgct gttcgccctg      9600

gacccctaca acgaggtggt ggtgtccagc ccccggaccc actacctgat gctgctgaag      9660

aacggcaccg tgctggaagt gaccgacgtg gtggtggacg ccaccgacag cagactgctg      9720

atgatgagcg tgtacgccct gagcgccatc atcggcatct acctgctgta ccggatgctg      9780

aaaacctgct gataatctag acggcgcgcc cacccagcgg ccgcctataa ctctctacgg      9840

ctaacctgaa tggactacga catagtctag tcgacgccac catgtgcaga aggcccgact      9900

gcggcttcag cttcagccct ggacccgtga tcctgctgtg gtgctgcctg ctgctgccta      9960

tcgtgtcctc tgccgccgtg tctgtggccc ctacagccgc cgagaaggtg ccagccgagt     10020

gccccgagct gaccagaaga tgcctgctgg gcgaggtgtt cgagggcgac aagtacgaga     10080

gctggctgcg gcccctggtc aacgtgaccg gcagagatgg ccccctgagc cagctgatcc     10140

ggtacagacc cgtgaccccc gaggccgcca atagcgtgct gctggacgag gccttcctgg     10200

ataccctggc cctgctgtac aacaaccccg accagctgag agccctgctg accctgctgt     10260

ccagcgacac cgcccccaga tggatgaccg tgatgcgggg ctacagcgag tgtggagatg     10320

gcagccctgc cgtgtacacc tgcgtggacg acctgtgcag aggctacgac ctgaccagac     10380

tgagctacgg ccggtccatc ttcacagagc acgtgctggg cttcgagctg gtgcccccca     10440

gcctgttcaa cgtggtggtg gccatccgga acgaggccac cagaaccaac agagccgtgc     10500

ggctgcctgt gtctacagcc gctgcacctg agggcatcac actgttctac ggcctgtaca     10560

acgccgtgaa agagttctgc ctccggcacc agctggatcc ccccctgctg agacacctgg     10620

acaagtacta cgccggcctg cccccagagc tgaagcagac cagagtgaac ctgcccgccc     10680

acagcagata tggccctcag gccgtggacg ccagatgata atctagacgg cgcgcccacc     10740

cacctgcagg atacagcagc aattggcaag ctgcttacat agaactcgcg gcgattggca     10800

tgccgcctta aaatttttat tttatttttc ttttcttttc cgaatcggat tttgttttta     10860
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atatttcaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aagggtcggc atggcatctc     10920

cacctcctcg cggtccgacc tgggcatccg aaggaggacg cacgtccact cggatggcta     10980

agggagagcc acgtttaaac gctagagcaa gacgtttccc gttgaatatg gctcataaca     11040

ccccttgtat tactgtttat gtaagcagac agttttattg ttcatgatga tatattttta     11100

tcttgtgcaa tgtaacatca gagattttga gacacaacgt ggctttgttg aataaatcga     11160

acttttgctg agttgaagga tcagatcacg catcttcccg acaacgcaga ccgttccgtg     11220

gcaaagcaaa agttcaaaat caccaactgg tccacctaca acaaagctct catcaaccgt     11280

ggctccctca ctttctggct ggatgatggg gcgattcagg cctggtatga gtcagcaaca     11340

ccttcttcac gaggcagacc tcagcgctag cggagtgtat actggcttac tatgttggca     11400

ctgatgaggg tgtcagtgaa gtgcttcatg tggcaggaga aaaaaggctg caccggtgcg     11460

tcagcagaat atgtgataca ggatatattc cgcttcctcg ctcactgact cgctacgctc     11520

ggtcgttcga ctgcggcgag cggaaatggc ttacgaacgg ggcggagatt tcctggaaga     11580

tgccaggaag atacttaaca gggaagtgag agggccgcgg caaagccgtt tttccatagg     11640

ctccgccccc ctgacaagca tcacgaaatc tgacgctcaa atcagtggtg gcgaaacccg     11700

acaggactat aaagatacca ggcgtttccc ctggcggctc cctcgtgcgc tctcctgttc     11760

ctgcctttcg gtttaccggt gtcattccgc tgttatggcc gcgtttgtct cattccacgc     11820

ctgacactca gttccgggta ggcagttcgc tccaagctgg actgtatgca cgaacccccc     11880

gttcagtccg accgctgcgc cttatccggt aactatcgtc ttgagtccaa cccggaaaga     11940

catgcaaaag caccactggc agcagccact ggtaattgat ttagaggagt tagtcttgaa     12000

gtcatgcgcc ggttaaggct aaactgaaag gacaagtttt ggtgactgcg ctcctccaag     12060

ccagttacct cggttcaaag agttggtagc tcagagaacc ttcgaaaaac cgccctgcaa     12120

ggcggttttt tcgttttcag agcaagagat tacgcgcaga ccaaaacgat ctcaagaaga     12180

tcatcttatt aaggggtctg acgctcagtg gaacgaaaac tcacgttaag ggattttggt     12240

catgagatta tcaaaaagga tcttcaccta gatcctttta aattaaaaat gaagttttaa     12300

atcaatctaa agtatatatg agtaaacttg gtctgacagt taccaatgct taatcagtga     12360

ggcacctatc tcagcgatct gtctatttcg ttcatccata gttgcctgac tccccgtcgt     12420

gtagataact acgatacggg agggcttacc atctggcccc agtgctgcaa tgataccgcg     12480

agacccacgc tcaccggctc cagatttatc agcaataaac cagccagccg gaagggccga     12540

gcgcagaagt ggtcctgcaa ctttatccgc ctccatccag tctattaatt gttgccggga     12600
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agctagagta agtagttcgc cagttaatag tttgcgcaac gttgttgcca ttgctgcagg     12660

catcgtggtg tcacgctcgt cgtttggtat ggcttcattc agctccggtt cccaacgatc     12720

aaggcgagtt acatgatccc ccatgttgtg caaaaaagcg gttagctcct tcggtcctcc     12780

gatcgttgtc agaagtaagt tggccgcagt gttatcactc atggttatgg cagcactgca     12840

taattctctt actgtcatgc catccgtaag atgcttttct gtgactggtg agtactcaac     12900

caagtcattc tgagaatagt gtatgcggcg accgagttgc tcttgcccgg cgtcaacacg     12960

ggataatacc gcgccacata gcagaacttt aaaagtgctc atcattggaa aacgttcttc     13020

ggggcgaaaa ctctcaagga tcttaccgct gttgagatcc agttcgatgt aacccactcg     13080

tgcacccaac tgatcttcag catcttttac tttcaccagc gtttctgggt gagcaaaaac     13140

aggaaggcaa aatgccgcaa aaaagggaat aagggcgaca cggaaatgtt gaatactcat     13200

actcttcctt tttcaatatt attgaagcat ttatcagggt tattgtctca tgagcggata     13260

catatttgaa tgtatttaga aaaataaaca aataggggtt ccgcgcacat ttccccgaaa     13320

agtgccacct gacgtgtcga gacgcgtaat acgactcact atag                      13364

<210>  2

<211>  13283

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Plasmid encoding p15-T7G-TC83R-merlinCMV-gHsol-sg.gL (A322)

<400>  2

ataggcggcg catgagagaa gcccagacca attacctacc caaaatggag aaagttcacg        60

ttgacatcga ggaagacagc ccattcctca gagctttgca gcggagcttc ccgcagtttg       120

aggtagaagc caagcaggtc actgataatg accatgctaa tgccagagcg ttttcgcatc       180

tggcttcaaa actgatcgaa acggaggtgg acccatccga cacgatcctt gacattggaa       240

gtgcgcccgc ccgcagaatg tattctaagc acaagtatca ttgtatctgt ccgatgagat       300

gtgcggaaga tccggacaga ttgtataagt atgcaactaa gctgaagaaa aactgtaagg       360

aaataactga taaggaattg gacaagaaaa tgaaggagct cgccgccgtc atgagcgacc       420

ctgacctgga aactgagact atgtgcctcc acgacgacga gtcgtgtcgc tacgaagggc       480

aagtcgctgt ttaccaggat gtatacgcgg ttgacggacc gacaagtctc tatcaccaag       540

ccaataaggg agttagagtc gcctactgga taggctttga caccacccct tttatgttta       600

agaacttggc tggagcatat ccatcatact ctaccaactg ggccgacgaa accgtgttaa       660

cggctcgtaa cataggccta tgcagctctg acgttatgga gcggtcacgt agagggatgt       720
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ccattcttag aaagaagtat ttgaaaccat ccaacaatgt tctattctct gttggctcga       780

ccatctacca cgagaagagg gacttactga ggagctggca cctgccgtct gtatttcact       840

tacgtggcaa gcaaaattac acatgtcggt gtgagactat agttagttgc gacgggtacg       900

tcgttaaaag aatagctatc agtccaggcc tgtatgggaa gccttcaggc tatgctgcta       960

cgatgcaccg cgagggattc ttgtgctgca aagtgacaga cacattgaac ggggagaggg      1020

tctcttttcc cgtgtgcacg tatgtgccag ctacattgtg tgaccaaatg actggcatac      1080

tggcaacaga tgtcagtgcg gacgacgcgc aaaaactgct ggttgggctc aaccagcgta      1140

tagtcgtcaa cggtcgcacc cagagaaaca ccaataccat gaaaaattac cttttgcccg      1200

tagtggccca ggcatttgct aggtgggcaa aggaatataa ggaagatcaa gaagatgaaa      1260

ggccactagg actacgagat agacagttag tcatggggtg ttgttgggct tttagaaggc      1320

acaagataac atctatttat aagcgcccgg atacccaaac catcatcaaa gtgaacagcg      1380

atttccactc attcgtgctg cccaggatag gcagtaacac attggagatc gggctgagaa      1440

caagaatcag gaaaatgtta gaggagcaca aggagccgtc acctctcatt accgccgagg      1500

acgtacaaga agctaagtgc gcagccgatg aggctaagga ggtgcgtgaa gccgaggagt      1560

tgcgcgcagc tctaccacct ttggcagctg atgttgagga gcccactctg gaagccgatg      1620

tagacttgat gttacaagag gctggggccg gctcagtgga gacacctcgt ggcttgataa      1680

aggttaccag ctacgatggc gaggacaaga tcggctctta cgctgtgctt tctccgcagg      1740

ctgtactcaa gagtgaaaaa ttatcttgca tccaccctct cgctgaacaa gtcatagtga      1800

taacacactc tggccgaaaa gggcgttatg ccgtggaacc ataccatggt aaagtagtgg      1860

tgccagaggg acatgcaata cccgtccagg actttcaagc tctgagtgaa agtgccacca      1920

ttgtgtacaa cgaacgtgag ttcgtaaaca ggtacctgca ccatattgcc acacatggag      1980

gagcgctgaa cactgatgaa gaatattaca aaactgtcaa gcccagcgag cacgacggcg      2040

aatacctgta cgacatcgac aggaaacagt gcgtcaagaa agaactagtc actgggctag      2100

ggctcacagg cgagctggtg gatcctccct tccatgaatt cgcctacgag agtctgagaa      2160

cacgaccagc cgctccttac caagtaccaa ccataggggt gtatggcgtg ccaggatcag      2220

gcaagtctgg catcattaaa agcgcagtca ccaaaaaaga tctagtggtg agcgccaaga      2280

aagaaaactg tgcagaaatt ataagggacg tcaagaaaat gaaagggctg gacgtcaatg      2340

ccagaactgt ggactcagtg ctcttgaatg gatgcaaaca ccccgtagag accctgtata      2400

ttgacgaagc ttttgcttgt catgcaggta ctctcagagc gctcatagcc attataagac      2460
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ctaaaaaggc agtgctctgc ggggatccca aacagtgcgg tttttttaac atgatgtgcc      2520

tgaaagtgca ttttaaccac gagatttgca cacaagtctt ccacaaaagc atctctcgcc      2580

gttgcactaa atctgtgact tcggtcgtct caaccttgtt ttacgacaaa aaaatgagaa      2640

cgacgaatcc gaaagagact aagattgtga ttgacactac cggcagtacc aaacctaagc      2700

aggacgatct cattctcact tgtttcagag ggtgggtgaa gcagttgcaa atagattaca      2760

aaggcaacga aataatgacg gcagctgcct ctcaagggct gacccgtaaa ggtgtgtatg      2820

ccgttcggta caaggtgaat gaaaatcctc tgtacgcacc cacctcagaa catgtgaacg      2880

tcctactgac ccgcacggag gaccgcatcg tgtggaaaac actagccggc gacccatgga      2940

taaaaacact gactgccaag taccctggga atttcactgc cacgatagag gagtggcaag      3000

cagagcatga tgccatcatg aggcacatct tggagagacc ggaccctacc gacgtcttcc      3060

agaataaggc aaacgtgtgt tgggccaagg ctttagtgcc ggtgctgaag accgctggca      3120

tagacatgac cactgaacaa tggaacactg tggattattt tgaaacggac aaagctcact      3180

cagcagagat agtattgaac caactatgcg tgaggttctt tggactcgat ctggactccg      3240

gtctattttc tgcacccact gttccgttat ccattaggaa taatcactgg gataactccc      3300

cgtcgcctaa catgtacggg ctgaataaag aagtggtccg tcagctctct cgcaggtacc      3360

cacaactgcc tcgggcagtt gccactggaa gagtctatga catgaacact ggtacactgc      3420

gcaattatga tccgcgcata aacctagtac ctgtaaacag aagactgcct catgctttag      3480

tcctccacca taatgaacac ccacagagtg acttttcttc attcgtcagc aaattgaagg      3540

gcagaactgt cctggtggtc ggggaaaagt tgtccgtccc aggcaaaatg gttgactggt      3600

tgtcagaccg gcctgaggct accttcagag ctcggctgga tttaggcatc ccaggtgatg      3660

tgcccaaata tgacataata tttgttaatg tgaggacccc atataaatac catcactatc      3720

agcagtgtga agaccatgcc attaagctta gcatgttgac caagaaagct tgtctgcatc      3780

tgaatcccgg cggaacctgt gtcagcatag gttatggtta cgctgacagg gccagcgaaa      3840

gcatcattgg tgctatagcg cggcagttca agttttcccg ggtatgcaaa ccgaaatcct      3900

cacttgaaga gacggaagtt ctgtttgtat tcattgggta cgatcgcaag gcccgtacgc      3960

acaatcctta caagctttca tcaaccttga ccaacattta tacaggttcc agactccacg      4020

aagccggatg tgcaccctca tatcatgtgg tgcgagggga tattgccacg gccaccgaag      4080

gagtgattat aaatgctgct aacagcaaag gacaacctgg cggaggggtg tgcggagcgc      4140

tgtataagaa attcccggaa agcttcgatt tacagccgat cgaagtagga aaagcgcgac      4200

tggtcaaagg tgcagctaaa catatcattc atgccgtagg accaaacttc aacaaagttt      4260

cggaggttga aggtgacaaa cagttggcag aggcttatga gtccatcgct aagattgtca      4320
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acgataacaa ttacaagtca gtagcgattc cactgttgtc caccggcatc ttttccggga      4380

acaaagatcg actaacccaa tcattgaacc atttgctgac agctttagac accactgatg      4440

cagatgtagc catatactgc agggacaaga aatgggaaat gactctcaag gaagcagtgg      4500

ctaggagaga agcagtggag gagatatgca tatccgacga ctcttcagtg acagaacctg      4560

atgcagagct ggtgagggtg catccgaaga gttctttggc tggaaggaag ggctacagca      4620

caagcgatgg caaaactttc tcatatttgg aagggaccaa gtttcaccag gcggccaagg      4680

atatagcaga aattaatgcc atgtggcccg ttgcaacgga ggccaatgag caggtatgca      4740

tgtatatcct cggagaaagc atgagcagta ttaggtcgaa atgccccgtc gaagagtcgg      4800

aagcctccac accacctagc acgctgcctt gcttgtgcat ccatgccatg actccagaaa      4860

gagtacagcg cctaaaagcc tcacgtccag aacaaattac tgtgtgctca tcctttccat      4920

tgccgaagta tagaatcact ggtgtgcaga agatccaatg ctcccagcct atattgttct      4980

caccgaaagt gcctgcgtat attcatccaa ggaagtatct cgtggaaaca ccaccggtag      5040

acgagactcc ggagccatcg gcagagaacc aatccacaga ggggacacct gaacaaccac      5100

cacttataac cgaggatgag accaggacta gaacgcctga gccgatcatc atcgaagagg      5160

aagaagagga tagcataagt ttgctgtcag atggcccgac ccaccaggtg ctgcaagtcg      5220

aggcagacat tcacgggccg ccctctgtat ctagctcatc ctggtccatt cctcatgcat      5280

ccgactttga tgtggacagt ttatccatac ttgacaccct ggagggagct agcgtgacca      5340

gcggggcaac gtcagccgag actaactctt acttcgcaaa gagtatggag tttctggcgc      5400

gaccggtgcc tgcgcctcga acagtattca ggaaccctcc acatcccgct ccgcgcacaa      5460

gaacaccgtc acttgcaccc agcagggcct gctcgagaac cagcctagtt tccaccccgc      5520

caggcgtgaa tagggtgatc actagagagg agctcgaggc gcttaccccg tcacgcactc      5580

ctagcaggtc ggtctcgaga accagcctgg tctccaaccc gccaggcgta aatagggtga      5640

ttacaagaga ggagtttgag gcgttcgtag cacaacaaca atgacggttt gatgcgggtg      5700

catacatctt ttcctccgac accggtcaag ggcatttaca acaaaaatca gtaaggcaaa      5760

cggtgctatc cgaagtggtg ttggagagga ccgaattgga gatttcgtat gccccgcgcc      5820

tcgaccaaga aaaagaagaa ttactacgca agaaattaca gttaaatccc acacctgcta      5880

acagaagcag ataccagtcc aggaaggtgg agaacatgaa agccataaca gctagacgta      5940

ttctgcaagg cctagggcat tatttgaagg cagaaggaaa agtggagtgc taccgaaccc      6000

tgcatcctgt tcctttgtat tcatctagtg tgaaccgtgc cttttcaagc cccaaggtcg      6060

cagtggaagc ctgtaacgcc atgttgaaag agaactttcc gactgtggct tcttactgta      6120

ttattccaga gtacgatgcc tatttggaca tggttgacgg agcttcatgc tgcttagaca      6180
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ctgccagttt ttgccctgca aagctgcgca gctttccaaa gaaacactcc tatttggaac      6240

ccacaatacg atcggcagtg ccttcagcga tccagaacac gctccagaac gtcctggcag      6300

ctgccacaaa aagaaattgc aatgtcacgc aaatgagaga attgcccgta ttggattcgg      6360

cggcctttaa tgtggaatgc ttcaagaaat atgcgtgtaa taatgaatat tgggaaacgt      6420

ttaaagaaaa ccccatcagg cttactgaag aaaacgtggt aaattacatt accaaattaa      6480

aaggaccaaa agctgctgct ctttttgcga agacacataa tttgaatatg ttgcaggaca      6540

taccaatgga caggtttgta atggacttaa agagagacgt gaaagtgact ccaggaacaa      6600

aacatactga agaacggccc aaggtacagg tgatccaggc tgccgatccg ctagcaacag      6660

cgtatctgtg cggaatccac cgagagctgg ttaggagatt aaatgcggtc ctgcttccga      6720

acattcatac actgtttgat atgtcggctg aagactttga cgctattata gccgagcact      6780

tccagcctgg ggattgtgtt ctggaaactg acatcgcgtc gtttgataaa agtgaggacg      6840

acgccatggc tctgaccgcg ttaatgattc tggaagactt aggtgtggac gcagagctgt      6900

tgacgctgat tgaggcggct ttcggcgaaa tttcatcaat acatttgccc actaaaacta      6960

aatttaaatt cggagccatg atgaaatctg gaatgttcct cacactgttt gtgaacacag      7020

tcattaacat tgtaatcgca agcagagtgt tgagagaacg gctaaccgga tcaccatgtg      7080

cagcattcat tggagatgac aatatcgtga aaggagtcaa atcggacaaa ttaatggcag      7140

acaggtgcgc cacctggttg aatatggaag tcaagattat agatgctgtg gtgggcgaga      7200

aagcgcctta tttctgtgga gggtttattt tgtgtgactc cgtgaccggc acagcgtgcc      7260

gtgtggcaga ccccctaaaa aggctgttta agcttggcaa acctctggca gcagacgatg      7320

aacatgatga tgacaggaga agggcattgc atgaagagtc aacacgctgg aaccgagtgg      7380

gtattctttc agagctgtgc aaggcagtag aatcaaggta tgaaaccgta ggaacttcca      7440

tcatagttat ggccatgact actctagcta gcagtgttaa atcattcagc tacctgagag      7500

gggcccctat aactctctac ggctaacctg aatggactac gacatagtct agtcgacgcc      7560

accatgaggc ctggcctgcc ctcctacctg atcatcctgg ccgtgtgcct gttcagccac      7620

ctgctgtcca gcagatacgg cgccgaggcc gtgagcgagc ccctggacaa ggctttccac      7680

ctgctgctga acacctacgg cagacccatc cggtttctgc gggagaacac cacccagtgc      7740

acctacaaca gcagcctgcg gaacagcacc gtcgtgagag agaacgccat cagcttcaac      7800

tttttccaga gctacaacca gtactacgtg ttccacatgc ccagatgcct gtttgccggc      7860

cctctggccg agcagttcct gaaccaggtg gacctgaccg agacactgga aagataccag      7920

등록특허 10-2162111

- 218 -



cagcggctga atacctacgc cctggtgtcc aaggacctgg ccagctaccg gtcctttagc      7980

cagcagctca aggctcagga tagcctcggc gagcagccta ccaccgtgcc ccctcccatc      8040

gacctgagca tcccccacgt gtggatgcct ccccagacca cccctcacgg ctggaccgag      8100

agccacacca cctccggcct gcacagaccc cacttcaacc agacctgcat cctgttcgac      8160

ggccacgacc tgctgtttag caccgtgacc ccctgcctgc accagggctt ctacctgatc      8220

gacgagctga gatacgtgaa gatcaccctg accgaggatt tcttcgtggt caccgtgtcc      8280

atcgacgacg acacccccat gctgctgatc ttcggccacc tgcccagagt gctgttcaag      8340

gccccctacc agcgggacaa cttcatcctg cggcagaccg agaagcacga gctgctggtg      8400

ctggtcaaga aggaccagct gaaccggcac tcctacctga aggaccccga cttcctggac      8460

gccgccctgg acttcaacta cctggacctg agcgccctgc tgagaaacag cttccacaga      8520

tacgccgtgg acgtgctgaa gtccggacgg tgccagatgc tcgatcggcg gaccgtggag      8580

atggccttcg cctatgccct cgccctgttc gccgctgcca gacaggaaga ggctggcgcc      8640

caggtgtcag tgcccagagc cctggataga caggccgccc tgctgcagat ccaggaattc      8700

atgatcacct gcctgagcca gaccccccct agaaccaccc tgctgctgta ccccacagcc      8760

gtggatctgg ccaagagggc cctgtggacc cccaaccaga tcaccgacat cacaagcctc      8820

gtgcggctcg tgtacatcct gagcaagcag aaccagcagc acctgatccc ccagtgggcc      8880

ctgagacaga tcgccgactt cgccctgaag ctgcacaaga cccatctggc cagctttctg      8940

agcgccttcg ccaggcagga actgtacctg atgggcagcc tggtccacag catgctggtg      9000

cataccaccg agcggcggga gatcttcatc gtggagacag gcctgtgtag cctggccgag      9060

ctgtcccact ttacccagct gctggcccac cctcaccacg agtacctgag cgacctgtac      9120

accccctgca gcagcagcgg cagacgggac cacagcctgg aacggctgac cagactgttc      9180

cccgatgcca ccgtgcctgc tacagtgcct gccgccctgt ccatcctgtc caccatgcag      9240

cccagcaccc tggaaacctt ccccgacctg ttctgcctgc ccctgggcga gagctttagc      9300

gccctgaccg tgtccgagca cgtgtcctac atcgtgacca atcagtacct gatcaagggc      9360

atcagctacc ccgtgtccac cacagtcgtg ggccagagcc tgatcatcac ccagaccgac      9420

agccagacca agtgcgagct gacccggaac atgcacacca cacacagcat caccgtggcc      9480

ctgaacatca gcctggaaaa ctgcgctttc tgtcagtctg ccctgctgga atacgacgat      9540

acccagggcg tgatcaacat catgtacatg cacgacagcg acgacgtgct gttcgccctg      9600

gacccctaca acgaggtggt ggtgtccagc ccccggaccc actacctgat gctgctgaag      9660

aacggcaccg tgctggaagt gaccgacgtg gtggtggacg ccaccgactg ataatctaga      9720

cggcgcgccc acccagcggc cgcctataac tctctacggc taacctgaat ggactacgac      9780
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atagtctagt cgacgccacc atgtgcagaa ggcccgactg cggcttcagc ttcagccctg      9840

gacccgtgat cctgctgtgg tgctgcctgc tgctgcctat cgtgtcctct gccgccgtgt      9900

ctgtggcccc tacagccgcc gagaaggtgc cagccgagtg ccccgagctg accagaagat      9960

gcctgctggg cgaggtgttc gagggcgaca agtacgagag ctggctgcgg cccctggtca     10020

acgtgaccgg cagagatggc cccctgagcc agctgatccg gtacagaccc gtgacccccg     10080

aggccgccaa tagcgtgctg ctggacgagg ccttcctgga taccctggcc ctgctgtaca     10140

acaaccccga ccagctgaga gccctgctga ccctgctgtc cagcgacacc gcccccagat     10200

ggatgaccgt gatgcggggc tacagcgagt gtggagatgg cagccctgcc gtgtacacct     10260

gcgtggacga cctgtgcaga ggctacgacc tgaccagact gagctacggc cggtccatct     10320

tcacagagca cgtgctgggc ttcgagctgg tgccccccag cctgttcaac gtggtggtgg     10380

ccatccggaa cgaggccacc agaaccaaca gagccgtgcg gctgcctgtg tctacagccg     10440

ctgcacctga gggcatcaca ctgttctacg gcctgtacaa cgccgtgaaa gagttctgcc     10500

tccggcacca gctggatccc cccctgctga gacacctgga caagtactac gccggcctgc     10560

ccccagagct gaagcagacc agagtgaacc tgcccgccca cagcagatat ggccctcagg     10620

ccgtggacgc cagatgataa tctagacggc gcgcccaccc acctgcagga tacagcagca     10680

attggcaagc tgcttacata gaactcgcgg cgattggcat gccgccttaa aatttttatt     10740

ttatttttct tttcttttcc gaatcggatt ttgtttttaa tatttcaaaa aaaaaaaaaa     10800

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa agggtcggca tggcatctcc acctcctcgc ggtccgacct     10860

gggcatccga aggaggacgc acgtccactc ggatggctaa gggagagcca cgtttaaacg     10920

ctagagcaag acgtttcccg ttgaatatgg ctcataacac cccttgtatt actgtttatg     10980

taagcagaca gttttattgt tcatgatgat atatttttat cttgtgcaat gtaacatcag     11040

agattttgag acacaacgtg gctttgttga ataaatcgaa cttttgctga gttgaaggat     11100

cagatcacgc atcttcccga caacgcagac cgttccgtgg caaagcaaaa gttcaaaatc     11160

accaactggt ccacctacaa caaagctctc atcaaccgtg gctccctcac tttctggctg     11220

gatgatgggg cgattcaggc ctggtatgag tcagcaacac cttcttcacg aggcagacct     11280

cagcgctagc ggagtgtata ctggcttact atgttggcac tgatgagggt gtcagtgaag     11340

tgcttcatgt ggcaggagaa aaaaggctgc accggtgcgt cagcagaata tgtgatacag     11400

gatatattcc gcttcctcgc tcactgactc gctacgctcg gtcgttcgac tgcggcgagc     11460

ggaaatggct tacgaacggg gcggagattt cctggaagat gccaggaaga tacttaacag     11520

ggaagtgaga gggccgcggc aaagccgttt ttccataggc tccgcccccc tgacaagcat     11580

cacgaaatct gacgctcaaa tcagtggtgg cgaaacccga caggactata aagataccag     11640
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gcgtttcccc tggcggctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc tgcctttcgg tttaccggtg     11700

tcattccgct gttatggccg cgtttgtctc attccacgcc tgacactcag ttccgggtag     11760

gcagttcgct ccaagctgga ctgtatgcac gaaccccccg ttcagtccga ccgctgcgcc     11820

ttatccggta actatcgtct tgagtccaac ccggaaagac atgcaaaagc accactggca     11880

gcagccactg gtaattgatt tagaggagtt agtcttgaag tcatgcgccg gttaaggcta     11940

aactgaaagg acaagttttg gtgactgcgc tcctccaagc cagttacctc ggttcaaaga     12000

gttggtagct cagagaacct tcgaaaaacc gccctgcaag gcggtttttt cgttttcaga     12060

gcaagagatt acgcgcagac caaaacgatc tcaagaagat catcttatta aggggtctga     12120

cgctcagtgg aacgaaaact cacgttaagg gattttggtc atgagattat caaaaaggat     12180

cttcacctag atccttttaa attaaaaatg aagttttaaa tcaatctaaa gtatatatga     12240

gtaaacttgg tctgacagtt accaatgctt aatcagtgag gcacctatct cagcgatctg     12300

tctatttcgt tcatccatag ttgcctgact ccccgtcgtg tagataacta cgatacggga     12360

gggcttacca tctggcccca gtgctgcaat gataccgcga gacccacgct caccggctcc     12420

agatttatca gcaataaacc agccagccgg aagggccgag cgcagaagtg gtcctgcaac     12480

tttatccgcc tccatccagt ctattaattg ttgccgggaa gctagagtaa gtagttcgcc     12540

agttaatagt ttgcgcaacg ttgttgccat tgctgcaggc atcgtggtgt cacgctcgtc     12600

gtttggtatg gcttcattca gctccggttc ccaacgatca aggcgagtta catgatcccc     12660

catgttgtgc aaaaaagcgg ttagctcctt cggtcctccg atcgttgtca gaagtaagtt     12720

ggccgcagtg ttatcactca tggttatggc agcactgcat aattctctta ctgtcatgcc     12780

atccgtaaga tgcttttctg tgactggtga gtactcaacc aagtcattct gagaatagtg     12840

tatgcggcga ccgagttgct cttgcccggc gtcaacacgg gataataccg cgccacatag     12900

cagaacttta aaagtgctca tcattggaaa acgttcttcg gggcgaaaac tctcaaggat     12960

cttaccgctg ttgagatcca gttcgatgta acccactcgt gcacccaact gatcttcagc     13020

atcttttact ttcaccagcg tttctgggtg agcaaaaaca ggaaggcaaa atgccgcaaa     13080

aaagggaata agggcgacac ggaaatgttg aatactcata ctcttccttt ttcaatatta     13140

ttgaagcatt tatcagggtt attgtctcat gagcggatac atatttgaat gtatttagaa     13200

aaataaacaa ataggggttc cgcgcacatt tccccgaaaa gtgccacctg acgtgtcgag     13260

acgcgtaata cgactcacta tag                                             13283

<210>  3

<211>  13463

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Plasmid encoding T7G-TC83R-merlinCMV.gB (A323)

<400>  3

ataggcggcg catgagagaa gcccagacca attacctacc caaaatggag aaagttcacg        60

ttgacatcga ggaagacagc ccattcctca gagctttgca gcggagcttc ccgcagtttg       120

aggtagaagc caagcaggtc actgataatg accatgctaa tgccagagcg ttttcgcatc       180

tggcttcaaa actgatcgaa acggaggtgg acccatccga cacgatcctt gacattggaa       240

gtgcgcccgc ccgcagaatg tattctaagc acaagtatca ttgtatctgt ccgatgagat       300

gtgcggaaga tccggacaga ttgtataagt atgcaactaa gctgaagaaa aactgtaagg       360

aaataactga taaggaattg gacaagaaaa tgaaggagct cgccgccgtc atgagcgacc       420

ctgacctgga aactgagact atgtgcctcc acgacgacga gtcgtgtcgc tacgaagggc       480

aagtcgctgt ttaccaggat gtatacgcgg ttgacggacc gacaagtctc tatcaccaag       540

ccaataaggg agttagagtc gcctactgga taggctttga caccacccct tttatgttta       600

agaacttggc tggagcatat ccatcatact ctaccaactg ggccgacgaa accgtgttaa       660

cggctcgtaa cataggccta tgcagctctg acgttatgga gcggtcacgt agagggatgt       720

ccattcttag aaagaagtat ttgaaaccat ccaacaatgt tctattctct gttggctcga       780

ccatctacca cgagaagagg gacttactga ggagctggca cctgccgtct gtatttcact       840

tacgtggcaa gcaaaattac acatgtcggt gtgagactat agttagttgc gacgggtacg       900

tcgttaaaag aatagctatc agtccaggcc tgtatgggaa gccttcaggc tatgctgcta       960

cgatgcaccg cgagggattc ttgtgctgca aagtgacaga cacattgaac ggggagaggg      1020

tctcttttcc cgtgtgcacg tatgtgccag ctacattgtg tgaccaaatg actggcatac      1080

tggcaacaga tgtcagtgcg gacgacgcgc aaaaactgct ggttgggctc aaccagcgta      1140

tagtcgtcaa cggtcgcacc cagagaaaca ccaataccat gaaaaattac cttttgcccg      1200

tagtggccca ggcatttgct aggtgggcaa aggaatataa ggaagatcaa gaagatgaaa      1260

ggccactagg actacgagat agacagttag tcatggggtg ttgttgggct tttagaaggc      1320

acaagataac atctatttat aagcgcccgg atacccaaac catcatcaaa gtgaacagcg      1380

atttccactc attcgtgctg cccaggatag gcagtaacac attggagatc gggctgagaa      1440

caagaatcag gaaaatgtta gaggagcaca aggagccgtc acctctcatt accgccgagg      1500

acgtacaaga agctaagtgc gcagccgatg aggctaagga ggtgcgtgaa gccgaggagt      1560
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tgcgcgcagc tctaccacct ttggcagctg atgttgagga gcccactctg gaagccgatg      1620

tagacttgat gttacaagag gctggggccg gctcagtgga gacacctcgt ggcttgataa      1680

aggttaccag ctacgatggc gaggacaaga tcggctctta cgctgtgctt tctccgcagg      1740

ctgtactcaa gagtgaaaaa ttatcttgca tccaccctct cgctgaacaa gtcatagtga      1800

taacacactc tggccgaaaa gggcgttatg ccgtggaacc ataccatggt aaagtagtgg      1860

tgccagaggg acatgcaata cccgtccagg actttcaagc tctgagtgaa agtgccacca      1920

ttgtgtacaa cgaacgtgag ttcgtaaaca ggtacctgca ccatattgcc acacatggag      1980

gagcgctgaa cactgatgaa gaatattaca aaactgtcaa gcccagcgag cacgacggcg      2040

aatacctgta cgacatcgac aggaaacagt gcgtcaagaa agaactagtc actgggctag      2100

ggctcacagg cgagctggtg gatcctccct tccatgaatt cgcctacgag agtctgagaa      2160

cacgaccagc cgctccttac caagtaccaa ccataggggt gtatggcgtg ccaggatcag      2220

gcaagtctgg catcattaaa agcgcagtca ccaaaaaaga tctagtggtg agcgccaaga      2280

aagaaaactg tgcagaaatt ataagggacg tcaagaaaat gaaagggctg gacgtcaatg      2340

ccagaactgt ggactcagtg ctcttgaatg gatgcaaaca ccccgtagag accctgtata      2400

ttgacgaagc ttttgcttgt catgcaggta ctctcagagc gctcatagcc attataagac      2460

ctaaaaaggc agtgctctgc ggggatccca aacagtgcgg tttttttaac atgatgtgcc      2520

tgaaagtgca ttttaaccac gagatttgca cacaagtctt ccacaaaagc atctctcgcc      2580

gttgcactaa atctgtgact tcggtcgtct caaccttgtt ttacgacaaa aaaatgagaa      2640

cgacgaatcc gaaagagact aagattgtga ttgacactac cggcagtacc aaacctaagc      2700

aggacgatct cattctcact tgtttcagag ggtgggtgaa gcagttgcaa atagattaca      2760

aaggcaacga aataatgacg gcagctgcct ctcaagggct gacccgtaaa ggtgtgtatg      2820

ccgttcggta caaggtgaat gaaaatcctc tgtacgcacc cacctcagaa catgtgaacg      2880

tcctactgac ccgcacggag gaccgcatcg tgtggaaaac actagccggc gacccatgga      2940

taaaaacact gactgccaag taccctggga atttcactgc cacgatagag gagtggcaag      3000

cagagcatga tgccatcatg aggcacatct tggagagacc ggaccctacc gacgtcttcc      3060

agaataaggc aaacgtgtgt tgggccaagg ctttagtgcc ggtgctgaag accgctggca      3120

tagacatgac cactgaacaa tggaacactg tggattattt tgaaacggac aaagctcact      3180

cagcagagat agtattgaac caactatgcg tgaggttctt tggactcgat ctggactccg      3240

gtctattttc tgcacccact gttccgttat ccattaggaa taatcactgg gataactccc      3300

등록특허 10-2162111

- 223 -



cgtcgcctaa catgtacggg ctgaataaag aagtggtccg tcagctctct cgcaggtacc      3360

cacaactgcc tcgggcagtt gccactggaa gagtctatga catgaacact ggtacactgc      3420

gcaattatga tccgcgcata aacctagtac ctgtaaacag aagactgcct catgctttag      3480

tcctccacca taatgaacac ccacagagtg acttttcttc attcgtcagc aaattgaagg      3540

gcagaactgt cctggtggtc ggggaaaagt tgtccgtccc aggcaaaatg gttgactggt      3600

tgtcagaccg gcctgaggct accttcagag ctcggctgga tttaggcatc ccaggtgatg      3660

tgcccaaata tgacataata tttgttaatg tgaggacccc atataaatac catcactatc      3720

agcagtgtga agaccatgcc attaagctta gcatgttgac caagaaagct tgtctgcatc      3780

tgaatcccgg cggaacctgt gtcagcatag gttatggtta cgctgacagg gccagcgaaa      3840

gcatcattgg tgctatagcg cggcagttca agttttcccg ggtatgcaaa ccgaaatcct      3900

cacttgaaga gacggaagtt ctgtttgtat tcattgggta cgatcgcaag gcccgtacgc      3960

acaatcctta caagctttca tcaaccttga ccaacattta tacaggttcc agactccacg      4020

aagccggatg tgcaccctca tatcatgtgg tgcgagggga tattgccacg gccaccgaag      4080

gagtgattat aaatgctgct aacagcaaag gacaacctgg cggaggggtg tgcggagcgc      4140

tgtataagaa attcccggaa agcttcgatt tacagccgat cgaagtagga aaagcgcgac      4200

tggtcaaagg tgcagctaaa catatcattc atgccgtagg accaaacttc aacaaagttt      4260

cggaggttga aggtgacaaa cagttggcag aggcttatga gtccatcgct aagattgtca      4320

acgataacaa ttacaagtca gtagcgattc cactgttgtc caccggcatc ttttccggga      4380

acaaagatcg actaacccaa tcattgaacc atttgctgac agctttagac accactgatg      4440

cagatgtagc catatactgc agggacaaga aatgggaaat gactctcaag gaagcagtgg      4500

ctaggagaga agcagtggag gagatatgca tatccgacga ctcttcagtg acagaacctg      4560

atgcagagct ggtgagggtg catccgaaga gttctttggc tggaaggaag ggctacagca      4620

caagcgatgg caaaactttc tcatatttgg aagggaccaa gtttcaccag gcggccaagg      4680

atatagcaga aattaatgcc atgtggcccg ttgcaacgga ggccaatgag caggtatgca      4740

tgtatatcct cggagaaagc atgagcagta ttaggtcgaa atgccccgtc gaagagtcgg      4800

aagcctccac accacctagc acgctgcctt gcttgtgcat ccatgccatg actccagaaa      4860

gagtacagcg cctaaaagcc tcacgtccag aacaaattac tgtgtgctca tcctttccat      4920

tgccgaagta tagaatcact ggtgtgcaga agatccaatg ctcccagcct atattgttct      4980

caccgaaagt gcctgcgtat attcatccaa ggaagtatct cgtggaaaca ccaccggtag      5040

acgagactcc ggagccatcg gcagagaacc aatccacaga ggggacacct gaacaaccac      5100

cacttataac cgaggatgag accaggacta gaacgcctga gccgatcatc atcgaagagg      5160
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aagaagagga tagcataagt ttgctgtcag atggcccgac ccaccaggtg ctgcaagtcg      5220

aggcagacat tcacgggccg ccctctgtat ctagctcatc ctggtccatt cctcatgcat      5280

ccgactttga tgtggacagt ttatccatac ttgacaccct ggagggagct agcgtgacca      5340

gcggggcaac gtcagccgag actaactctt acttcgcaaa gagtatggag tttctggcgc      5400

gaccggtgcc tgcgcctcga acagtattca ggaaccctcc acatcccgct ccgcgcacaa      5460

gaacaccgtc acttgcaccc agcagggcct gctcgagaac cagcctagtt tccaccccgc      5520

caggcgtgaa tagggtgatc actagagagg agctcgaggc gcttaccccg tcacgcactc      5580

ctagcaggtc ggtctcgaga accagcctgg tctccaaccc gccaggcgta aatagggtga      5640

ttacaagaga ggagtttgag gcgttcgtag cacaacaaca atgacggttt gatgcgggtg      5700

catacatctt ttcctccgac accggtcaag ggcatttaca acaaaaatca gtaaggcaaa      5760

cggtgctatc cgaagtggtg ttggagagga ccgaattgga gatttcgtat gccccgcgcc      5820

tcgaccaaga aaaagaagaa ttactacgca agaaattaca gttaaatccc acacctgcta      5880

acagaagcag ataccagtcc aggaaggtgg agaacatgaa agccataaca gctagacgta      5940

ttctgcaagg cctagggcat tatttgaagg cagaaggaaa agtggagtgc taccgaaccc      6000

tgcatcctgt tcctttgtat tcatctagtg tgaaccgtgc cttttcaagc cccaaggtcg      6060

cagtggaagc ctgtaacgcc atgttgaaag agaactttcc gactgtggct tcttactgta      6120

ttattccaga gtacgatgcc tatttggaca tggttgacgg agcttcatgc tgcttagaca      6180

ctgccagttt ttgccctgca aagctgcgca gctttccaaa gaaacactcc tatttggaac      6240

ccacaatacg atcggcagtg ccttcagcga tccagaacac gctccagaac gtcctggcag      6300

ctgccacaaa aagaaattgc aatgtcacgc aaatgagaga attgcccgta ttggattcgg      6360

cggcctttaa tgtggaatgc ttcaagaaat atgcgtgtaa taatgaatat tgggaaacgt      6420

ttaaagaaaa ccccatcagg cttactgaag aaaacgtggt aaattacatt accaaattaa      6480

aaggaccaaa agctgctgct ctttttgcga agacacataa tttgaatatg ttgcaggaca      6540

taccaatgga caggtttgta atggacttaa agagagacgt gaaagtgact ccaggaacaa      6600

aacatactga agaacggccc aaggtacagg tgatccaggc tgccgatccg ctagcaacag      6660

cgtatctgtg cggaatccac cgagagctgg ttaggagatt aaatgcggtc ctgcttccga      6720

acattcatac actgtttgat atgtcggctg aagactttga cgctattata gccgagcact      6780

tccagcctgg ggattgtgtt ctggaaactg acatcgcgtc gtttgataaa agtgaggacg      6840

acgccatggc tctgaccgcg ttaatgattc tggaagactt aggtgtggac gcagagctgt      6900

tgacgctgat tgaggcggct ttcggcgaaa tttcatcaat acatttgccc actaaaacta      6960

aatttaaatt cggagccatg atgaaatctg gaatgttcct cacactgttt gtgaacacag      7020
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tcattaacat tgtaatcgca agcagagtgt tgagagaacg gctaaccgga tcaccatgtg      7080

cagcattcat tggagatgac aatatcgtga aaggagtcaa atcggacaaa ttaatggcag      7140

acaggtgcgc cacctggttg aatatggaag tcaagattat agatgctgtg gtgggcgaga      7200

aagcgcctta tttctgtgga gggtttattt tgtgtgactc cgtgaccggc acagcgtgcc      7260

gtgtggcaga ccccctaaaa aggctgttta agcttggcaa acctctggca gcagacgatg      7320

aacatgatga tgacaggaga agggcattgc atgaagagtc aacacgctgg aaccgagtgg      7380

gtattctttc agagctgtgc aaggcagtag aatcaaggta tgaaaccgta ggaacttcca      7440

tcatagttat ggccatgact actctagcta gcagtgttaa atcattcagc tacctgagag      7500

gggcccctat aactctctac ggctaacctg aatggactac gacatagtct agtcgacgcc      7560

accatggaaa gccggatctg gtgcctggtc gtgtgcgtga acctgtgcat cgtgtgcctg      7620

ggagccgccg tgagcagcag cagcaccaga ggcaccagcg ccacacacag ccaccacagc      7680

agccacacca cctctgccgc ccacagcaga tccggcagcg tgtcccagag agtgaccagc      7740

agccagaccg tgtcccacgg cgtgaacgag acaatctaca acaccaccct gaagtacggc      7800

gacgtcgtgg gcgtgaatac caccaagtac ccctacagag tgtgcagcat ggcccagggc      7860

accgacctga tcagattcga gcggaacatc gtgtgcacca gcatgaagcc catcaacgag      7920

gacctggacg agggcatcat ggtggtgtac aagagaaaca tcgtggccca caccttcaaa      7980

gtgcgggtgt accagaaggt gctgaccttc cggcggagct acgcctacat ccacaccaca      8040

tacctgctgg gcagcaacac cgagtacgtg gcccctccca tgtgggagat ccaccacatc      8100

aacagccaca gccagtgcta cagcagctac agccgcgtga tcgccggcac agtgttcgtg      8160

gcctaccacc gggacagcta cgagaacaag accatgcagc tgatgcccga cgactacagc      8220

aacacccaca gcaccagata cgtgaccgtg aaggaccagt ggcacagcag aggcagcacc      8280

tggctgtacc gggagacatg caacctgaac tgcatggtca ccatcaccac cgccagaagc      8340

aagtaccctt accacttctt cgccacctcc accggcgacg tggtggacat cagccccttc      8400

tacaacggca ccaaccggaa cgccagctac ttcggcgaga acgccgacaa gttcttcatc      8460

ttccccaact acaccatcgt gtccgacttc ggcagaccca acagcgctct ggaaacccac      8520

agactggtgg cctttctgga acgggccgac agcgtgatca gctgggacat ccaggacgag      8580

aagaacgtga cctgccagct gaccttctgg gaggcctctg agagaaccat cagaagcgag      8640

gccgaggaca gctaccactt cagcagcgcc aagatgaccg ccaccttcct gagcaagaaa      8700

caggaagtga acatgagcga ctccgccctg gactgcgtga gggacgaggc catcaacaag      8760
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ctgcagcaga tcttcaacac cagctacaac cagacctacg agaagtatgg caatgtgtcc      8820

gtgttcgaga caacaggcgg cctggtggtg ttctggcagg gcatcaagca gaaaagcctg      8880

gtggagctgg aacggctcgc caaccggtcc agcctgaacc tgacccacaa ccggaccaag      8940

cggagcaccg acggcaacaa cgcaacccac ctgtccaaca tggaaagcgt gcacaacctg      9000

gtgtacgcac agctgcagtt cacctacgac accctgcggg gctacatcaa cagagccctg      9060

gcccagatcg ccgaggcttg gtgcgtggac cagcggcgga ccctggaagt gttcaaagag      9120

ctgtccaaga tcaaccccag cgccatcctg agcgccatct acaacaagcc tatcgccgcc      9180

agattcatgg gcgacgtgct gggcctggcc agctgcgtga ccatcaacca gaccagcgtg      9240

aaggtgctgc gggacatgaa cgtgaaagag agcccaggcc gctgctactc cagacccgtg      9300

gtcatcttca acttcgccaa cagctcctac gtgcagtacg gccagctggg cgaggacaac      9360

gagatcctgc tggggaacca ccggaccgag gaatgccagc tgcccagcct gaagatcttt      9420

atcgccggca acagcgccta cgagtatgtg gactacctgt tcaagcggat gatcgacctg      9480

agcagcatct ccaccgtgga cagcatgatc gccctggaca tcgaccccct ggaaaacacc      9540

gacttccggg tgctggaact gtacagccag aaagagctgc ggagcagcaa cgtgttcgac      9600

ctggaagaga tcatgcggga gttcaacagc tacaagcagc gcgtgaaata cgtggaggac      9660

aaggtggtgg accccctgcc tccttacctg aagggcctgg acgacctgat gagcggactg      9720

ggcgctgccg gaaaagccgt gggagtggcc attggagctg tgggcggagc tgtggcctct      9780

gtcgtggaag gcgtcgccac ctttctgaag aaccccttcg gcgccttcac catcatcctg      9840

gtggccattg ccgtcgtgat catcacctac ctgatctaca cccggcagcg gagactgtgt      9900

acccagcccc tgcagaacct gttcccctac ctggtgtccg ccgatggcac cacagtgacc      9960

agcggctcca ccaaggatac cagcctgcag gccccaccca gctacgaaga gagcgtgtac     10020

aacagcggca gaaagggccc tggccctccc agctctgatg ccagcacagc cgcccctccc     10080

tacaccaacg agcaggccta ccagatgctg ctggccctgg ctagactgga tgccgagcag     10140

agggcccagc agaacggcac cgacagcctg gatggcagaa ccggcaccca ggacaagggc     10200

cagaagccca acctgctgga ccggctgcgg caccggaaga acggctaccg gcacctgaag     10260

gacagcgacg aggaagagaa cgtctgataa tctagacggc gcgcccaccc agcggccgca     10320

tacagcagca attggcaagc tgcttacata gaactcgcgg cgattggcat gccgccttaa     10380

aatttttatt ttatttttct tttcttttcc gaatcggatt ttgtttttaa tatttcaaaa     10440

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa agggtcggca tggcatctcc acctcctcgc     10500

ggtccgacct gggcatccga aggaggacgc acgtccactc ggatggctaa gggagagcca     10560

cgtttaaacc agctccaatt cgccctatag tgagtcgtat tacgcgcgct cactggccgt     10620
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cgttttacaa cgtcgtgact gggaaaaccc tggcgttacc caacttaatc gccttgcagc     10680

acatccccct ttcgccagct ggcgtaatag cgaagaggcc cgcaccgatc gcccttccca     10740

acagttgcgc agcctgaatg gcgaatggga cgcgccctgt agcggcgcat taagcgcggc     10800

gggtgtggtg gttacgcgca gcgtgaccgc tacacttgcc agcgccctag cgcccgctcc     10860

tttcgctttc ttcccttcct ttctcgccac gttcgccggc tttccccgtc aagctctaaa     10920

tcgggggctc cctttagggt tccgatttag tgctttacgg cacctcgacc ccaaaaaact     10980

tgattagggt gatggttcac gtagtgggcc atcgccctga tagacggttt ttcgcccttt     11040

gacgttggag tccacgttct ttaatagtgg actcttgttc caaactggaa caacactcaa     11100

ccctatctcg gtctattctt ttgatttata agggattttg ccgatttcgg cctattggtt     11160

aaaaaatgag ctgatttaac aaaaatttaa cgcgaatttt aacaaaatat taacgcttac     11220

aatttaggtg gcacttttcg gggaaatgtg cgcggaaccc ctatttgttt atttttctaa     11280

atacattcaa atatgtatcc gctcatgaga caataaccct gataaatgct tcaataatat     11340

tgaaaaagga agagtatgag tattcaacat ttccgtgtcg cccttattcc cttttttgcg     11400

gcattttgcc ttcctgtttt tgctcaccca gaaacgctgg tgaaagtaaa agatgctgaa     11460

gatcagttgg gtgcacgagt gggttacatc gaactggatc tcaacagcgg taagatcctt     11520

gagagttttc gccccgaaga acgttttcca atgatgagca cttttaaagt tctgctatgt     11580

ggcgcggtat tatcccgtat tgacgccggg caagagcaac tcggtcgccg catacactat     11640

tctcagaatg acttggttga gtactcacca gtcacagaaa agcatcttac ggatggcatg     11700

acagtaagag aattatgcag tgctgccata accatgagtg ataacactgc ggccaactta     11760

cttctgacaa cgatcggagg accgaaggag ctaaccgctt ttttgcacaa catgggggat     11820

catgtaactc gccttgatcg ttgggaaccg gagctgaatg aagccatacc aaacgacgag     11880

cgtgacacca cgatgcctgt agcaatggca acaacgttgc gcaaactatt aactggcgaa     11940

ctacttactc tagcttcccg gcaacaatta atagactgga tggaggcgga taaagttgca     12000

ggaccacttc tgcgctcggc ccttccggct ggctggttta ttgctgataa atctggagcc     12060

ggtgagcgtg ggtctcgcgg tatcattgca gcactggggc cagatggtaa gccctcccgt     12120

atcgtagtta tctacacgac ggggagtcag gcaactatgg atgaacgaaa tagacagatc     12180

gctgagatag gtgcctcact gattaagcat tggtaactgt cagaccaagt ttactcatat     12240

atactttaga ttgatttaaa acttcatttt taatttaaaa ggatctaggt gaagatcctt     12300

tttgataatc tcatgaccaa aatcccttaa cgtgagtttt cgttccactg agcgtcagac     12360

cccgtagaaa agatcaaagg atcttcttga gatccttttt ttctgcgcgt aatctgctgc     12420

ttgcaaacaa aaaaaccacc gctaccagcg gtggtttgtt tgccggatca agagctacca     12480

등록특허 10-2162111

- 228 -



actctttttc cgaaggtaac tggcttcagc agagcgcaga taccaaatac tgttcttcta     12540

gtgtagccgt agttaggcca ccacttcaag aactctgtag caccgcctac atacctcgct     12600

ctgctaatcc tgttaccagt ggctgctgcc agtggcgata agtcgtgtct taccgggttg     12660

gactcaagac gatagttacc ggataaggcg cagcggtcgg gctgaacggg gggttcgtgc     12720

acacagccca gcttggagcg aacgacctac accgaactga gatacctaca gcgtgagcta     12780

tgagaaagcg ccacgcttcc cgaagggaga aaggcggaca ggtatccggt aagcggcagg     12840

gtcggaacag gagagcgcac gagggagctt ccagggggaa acgcctggta tctttatagt     12900

cctgtcgggt ttcgccacct ctgacttgag cgtcgatttt tgtgatgctc gtcagggggg     12960

cggagcctat ggaaaaacgc cagcaacgcg gcctttttac ggttcctggc cttttgctgg     13020

ccttttgctc acatgttctt tcctgcgtta tcccctgatt ctgtggataa ccgtattacc     13080

gcctttgagt gagctgatac cgctcgccgc agccgaacga ccgagcgcag cgagtcagtg     13140

agcgaggaag cggaagagcg cccaatacgc aaaccgcctc tccccgcgcg ttggccgatt     13200

cattaatgca gctggcacga caggtttccc gactggaaag cgggcagtga gcgcaacgca     13260

attaatgtga gttagctcac tcattaggca ccccaggctt tacactttat gctcccggct     13320

cgtatgttgt gtggaattgt gagcggataa caatttcaca caggaaacag ctatgaccat     13380

gattacgcca agcgcgcaat taaccctcac taaagggaac aaaagctggg taccgggccc     13440

acgcgtaata cgactcacta tag                                             13463
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