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명 세 서

청구범위

청구항 1 

호흡기 세포융합 바이러스(RSV) 백신으로서, RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임(ORF)을 포함하

는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하고, RSV F 단백질 항원은 SEQ ID NO: 3과 적어도 98% 동일성을 갖는 아미노산 서

열을 포함하거나 SEQ ID NO: 3의 아미노산 서열로 이루어지는, 호흡기 세포융합 바이러스(RSV) 백신.

청구항 2 

제1항에 있어서, RSV F 단백질 항원은 융합전 단백질인, RSV 백신.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, ORF는 코돈 최적화된, RSV 백신.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA는 적어도 하나의 5' 비번역 영역(5' UTR), 적어도 하나의 3'

비번역 영역(3' UTR), 및 적어도 하나의 폴리아데닐화(폴리(A)) 서열을 포함하는, RSV 백신.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA는 적어도 하나의 화학적 변형을 포함하는, RSV 백신.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA에서 우라실 뉴클레오티드의 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도

40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 100%가 화

학적으로 변형되는, RSV 백신.

청구항 7 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, ORF에서 우라실 뉴클레오티드의 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도

40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 100%가 화

학적으로 변형되는, RSV 백신.

청구항 8 

제5항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 화학적 변형은 슈도우리딘, N1-메틸슈도우리딘, 2-티오우리딘, 4'-

티오우리딘, 5-메틸시토신, 2-티오-l-메틸-1-데아자-슈도우리딘, 2-티오-l-메틸-슈도우리딘, 2-티오-5-아자-우

리딘,  2-티오-디하이드로슈도우리딘, 2-티오-디하이드로우리딘, 2-티오-슈도우리딘, 4-메톡시-2-티오-슈도우리

딘, 4-메톡시-슈도우리딘, 4-티오-l-메틸-슈도우리딘, 4-티오-슈도우리딘, 5-아자-우리딘, 디하이드로슈도우리

딘,  5-메틸우리딘, 5-메틸우리딘, 5-메톡시우리딘, 및 2'-O-메틸 우리딘으로 이루어진 군으로부터 선택되는,

RSV 백신.

청구항 9 

제8항에 있어서, 화학적 변형은 슈도우리딘, N1-메틸슈도우리딘, 5-메틸시토신, 5-메톡시우리딘, 및 이들의 조

합으로 이루어진 군으로부터 선택되는, RSV 백신.

청구항 10 

제8항에 있어서, 화학적 변형은 N1-메틸슈도우리딘인, RSV 백신.

청구항 11 
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제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA는 지질 나노입자(LNP)에 제형화되는, RSV 백신.

청구항 12 

제11항에 있어서, LNP는 적어도 하나의 양이온성 지질을 포함하는, RSV 백신.

청구항 13 

제12항에 있어서, 양이온성 지질은 생분해성인, RSV 백신.

청구항 14 

제12항에 있어서, 양이온성 지질은 생분해성이 아닌, RSV 백신.

청구항 15 

제12항에 있어서, 양이온성 지질은 절단 가능한, RSV 백신.

청구항 16 

제12항에 있어서, 양이온성 지질은 절단 가능하지 않은, RSV 백신.

청구항 17 

제12항에 있어서, 양이온성 지질은 OF-02, cKK-E10, GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1, GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10,

및 GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14로 이루어진 군으로부터 선택되는, RSV 백신.

청구항 18 

제17항에 있어서, 양이온성 지질은 cKK-E10인, RSV 백신.

청구항 19 

제17항에 있어서, 양이온성 지질은 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10인, RSV 백신.

청구항 20 

제11항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, LNP는 폴리에틸렌 글리콜(PEG) 컨쥬게이션된(PEG화된) 지질, 콜레

스테롤계 지질 및 헬퍼 지질을 추가로 포함하는, RSV 백신.

청구항 21 

제11항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, LNP는:

35% 내지 55%의 몰비의 양이온성 지질;

0.25% 내지 2.75%의 몰비의 폴리에틸렌 글리콜(PEG) 컨쥬게이션된(PEG화된) 지질,

20% 내지 45%의 몰비의 콜레스테롤계 지질, 및

5% 내지 35%의 몰비의 헬퍼 지질을 포함하고,

모든 몰비는 LNP의 총 지질 함량에 상대적인, RSV 백신.

청구항 22 

제21항에 있어서, LNP는:

40%의 몰비의 양이온성 지질,

1.5%의 몰비의 PEG화된 지질,

28.5%의 몰비의 콜레스테롤계 지질, 및

30%의 몰비의 헬퍼 지질을 포함하는, RSV 백신.
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청구항 23 

제20항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, PEG화된 지질은 디미리스토일-PEG2000(DMG-PEG2000) 또는 2-[(폴

리에틸렌 글리콜)-2000]-N,N-디테트라데실아세트아미드(ALC-0159)인, RSV 백신.

청구항 24 

제20항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, 콜레스테롤계 지질은 콜레스테롤인, RSV 백신.

청구항 25 

제20항  내지  제22항 중  어느  한  항에  있어서,  헬퍼  지질은 1,2-디올레오일-SN-글리세로-3-포스포에탄올아민

(DOPE) 또는 1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포콜린(DSPC)인, RSV 백신.

청구항 26 

제11항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, LNP는:

40%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10,

1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000,

28.5%의 몰비의 콜레스테롤, 및

30%의 몰비의 DOPE를 포함하는, RSV 백신.

청구항 27 

제11항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, LNP는:

40%의 몰비의 cKK-E10,

1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000,

28.5%의 몰비의 콜레스테롤, 및

30%의 몰비의 DOPE를 포함하는, RSV 백신.

청구항 28 

제11항 내지 제27항 중 어느 한 항에 있어서, LNP는 30 nm 내지 200 nm의 평균 직경을 갖는, RSV 백신.

청구항 29 

제28항에 있어서, LNP는 80 nm 내지 150 nm의 평균 직경을 갖는, RSV 백신.

청구항 30 

제1항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA는 SEQ ID NO: 6에 제시된 핵산 서열에 대해 적어도 80% 동일

성을 갖는 핵산 서열을 포함하는, RSV 백신.

청구항 31 

제1항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA는 SEQ ID NO: 14에 제시된 핵산 서열에 대해 적어도 80% 동일

성을 갖는 핵산 서열을 포함하는, RSV 백신.

청구항 32 

제1항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, mRNA는 하기 구조적 요소들을 포함하는, RSV 백신:

(i) 하기 구조를 갖는 5' 캡:
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;

(ii) SEQ ID NO: 10의 핵산 서열을 갖는 5′ 비번역 영역(5' UTR);

(iii) SEQ ID NO: 6의 핵산 서열을 갖는 단백질 코딩 영역;

(iv) SEQ ID NO: 11의 핵산 서열을 갖는 3' 비번역 영역(3' UTR); 및

(v) 폴리(A) 테일.

청구항 33 

호흡기 세포융합 바이러스(RSV) 백신으로서, RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임(ORF)을 포함하

는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하고,

mRNA는 하기 구조적 요소를 포함하고:

(i) 하기 구조를 갖는 5' 캡:

;

(ii) SEQ ID NO: 10의 핵산 서열을 갖는 5′ 비번역 영역(5' UTR);

(iii) SEQ ID NO: 6의 핵산 서열을 갖는 단백질 코딩 영역;

(iv) SEQ ID NO: 11의 핵산 서열을 갖는 3' 비번역 영역(3' UTR); 및

(v) 폴리(A) 테일;

mRNA는

40%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10,

1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000,

28.5%의 몰비의 콜레스테롤, 및

30%의 몰비의 DOPE를 포함하는 지질 나노입자(LNP)에서 제형화된, 호흡기 세포융합 바이러스(RSV) 백신.

청구항 34 

호흡기 세포융합 바이러스(RSV) 백신으로서, RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임(ORF)을 포함하

는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하고,

mRNA는 하기 구조적 요소들을 포함하고:

(i) 하기 구조를 갖는 5' 캡:

;
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(ii) SEQ ID NO: 10의 핵산 서열을 갖는 5′ 비번역 영역(5' UTR);

(iii) SEQ ID NO: 6의 핵산 서열을 갖는 단백질 코딩 영역;

(iv) SEQ ID NO: 11의 핵산 서열을 갖는 3' 비번역 영역(3' UTR); 및

(v) 폴리(A) 테일;

mRNA는

40%의 몰비의 cKK-E10,

1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000,

28.5%의 몰비의 콜레스테롤, 및

30%의 몰비의 DOPE를 포함하는 지질 나노입자(LNP)에서 제형화된, 호흡기 세포융합 바이러스(RSV) 백신.

청구항 35 

제1항 내지 제34항 중 어느 한 항의 RSV 백신을 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, RSV에 대한 면역 반응을

유도하거나 대상체를 RSV 감염으로부터 보호하는 방법.

청구항 36 

제35항에 있어서, 대상체는 SEQ ID NO: 1의 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 mRNA ORF를 포함하는 RSV 백신을

투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV에 대한 중화 항체의 혈청 농도가 더 높은, 방법.

청구항 37 

제35항에 있어서, 대상체는 단백질 RSV 백신을 투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV에 대한 중화 항체

의 혈청 농도가 유사한, 방법.

청구항 38 

제37항에 있어서, 단백질 RSV 백신은 아쥬반트와 공동-투여되는, 방법.

청구항 39 

제35항에 있어서, RSV 백신은 RSV F 단백질의 Ø 부위에 대해 결합 특이성을 갖는 항체의 혈청 농도를 증가시키

는, 방법.

청구항 40 

제35항에 있어서, 대상체는 SEQ ID NO: 2의 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 mRNA ORF를 포함하는 RSV 백신을

투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV F 단백질의 부위 I 또는 부위 II에 대해 결합 특이성을 갖는 항

체의 혈청 농도가 더 낮은, 방법.

청구항 41 

제35항에 있어서, RSV 백신은 기존 RSV 면역을 갖고 있는 대상체의 중화 항체의 혈청 농도를 증가시키는, 방법.

청구항 42 

제1항 내지 제34항 중 어느 한 항의 RSV 백신을 대상체에게 투여하는 것을 포함하는, RSV에 대한 면역 반응을

유도하거나 대상체를 RSV 감염으로부터 보호하기 위한 용도의 RSV 백신.

청구항 43 

RSV에 대한 면역 반응을 유도하거나 대상체를 RSV 감염으로부터 보호하기 위한 의약의 제조에 있어서, 제1항 내

지 제34항 중 어느 한 항의 RSV 백신의 용도.

발명의 설명

공개특허 10-2024-0107146

- 7 -



기 술 분 야

관련 출원[0001]

본 출원은 각각의 전체 내용이 모든 목적에 대해 본 명세서에 참조로 포함되는 2021년 11월 5일에 출원된 미국[0002]

가출원 제63/276,233호, 및 2022년 3월 16일에 출원된 유럽 출원 제22315065.7호의 이익을 주장한다.

배 경 기 술

호흡기 세포융합 바이러스(RSV)는 유아의 중증 호흡기 질환의 주요 원인이고, 노인의 호흡기 병의 주요 원인이[0003]

다. 수십 년의 연구에도 불구하고 RSV는 미충족 수요로 남아있는 백신이 필요하다. 융합후 입체형태에서 RSV F

항원을  사용하는  최근  임상  프로그램이  성인에서  충분한  효능을  이끌어  내지  못했다.  문헌[Faloon  et  al.

(2017) JID 216: 1362-1370]을 참고한다. 그러나, 융합전 입체형태로 안정화된 RSV F 항원은 임상에서 실패한

융합후 항원보다 우수한 중화 반응을 이끌어낼 수 있다.

RNA 기반 백신(예를 들어, mRNA 백신)은 최근 중증 급성 호흡기 증후군 코로나바이러스 2(SARS-CoV-2)에 대한[0004]

효과적인 백신 유형으로 부상하였다. 코로나바이러스감염증-19(COVID-19) mRNA 백신은 빠르고 안전하며 비용상

효율적인 생산 프로세스를 보여왔다. 전달 비히클, 예컨대, 지질 나노입자(LNP)와 종종 결합되는 COVID-19 mRNA

백신은 높은 효능을 달성할 수 있다. 효과적인 RSV 백신이 부족하기 때문에, RSV 감염에 대한 강력한 중화를 위

해 RSV 전융합 F 단백질에 대해 강력한 면역 반응을 유도하는 RNA 기반 RSV 백신이 필요하다.

발명의 내용

일 양태에서, 본 개시내용은 호흡기 세포융합 바이러스(RSV)  F  단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임[0005]

(ORF)을 포함하는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하는 RSV 백신을 제공하고, RSV F 단백질 항원은 SEQ ID NO: 3과 적

어도 98% 동일성(예를 들어, 98%, 99%, 또는 100% 동일성)을 갖는 아미노산 서열을 포함하거나 SEQ ID NO: 3의

아미노산 서열로 이루어진다.

특정 구현예에서, RSV F 단백질 항원은 융합전 단백질이다.[0006]

특정 구현예에서, ORF는 코돈 최적화된다.[0007]

특정 구현예에서, mRNA는 적어도 하나의 5' 비번역 영역(5' UTR), 적어도 하나의 3' 비번역 영역(3' UTR), 및[0008]

적어도 하나의 폴리아데닐화(폴리(A)) 서열을 포함한다.

특정 구현예에서, mRNA는 적어도 하나의 화학적 변형을 포함한다.[0009]

특정 구현예에서, mRNA에서 우라실 뉴클레오티드의 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도[0010]

60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 100%가 화학적으로 변형된다.

특정 구현예에서, ORF에서 우라실 뉴클레오티드의 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도[0011]

60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 100%가 화학적으로 변형된다.

특정 구현예에서, 화학적 변형은 슈도우리딘, N1-메틸슈도우리딘, 2-티오우리딘, 4'-티오우리딘, 5-메틸시토신,[0012]

2-티오-l-메틸-1-데아자-슈도우리딘, 2-티오-l-메틸-슈도우리딘, 2-티오-5-아자-우리딘, 2-티오-디하이드로슈도

우리딘, 2-티오-디하이드로우리딘, 2-티오-슈도우리딘, 4-메톡시-2-티오-슈도우리딘, 4-메톡시-슈도우리딘, 4-

티오-l-메틸-슈도우리딘, 4-티오-슈도우리딘, 5-아자-우리딘, 디하이드로슈도우리딘, 5-메틸우리딘, 5-메틸우리

딘, 5-메톡시우리딘, 및 2'-O-메틸 우리딘으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

특정 구현예에서, 화학적 변형은 슈도우리딘, N1-메틸슈도우리딘, 5-메틸시토신, 5-메톡시우리딘, 및 이들의 조[0013]

합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

특정 구현예에서, 화학적 변형은 N1-메틸슈도우리딘이다.[0014]

특정 구현예에서, mRNA는 지질 나노입자(LNP)에 제형화된다.[0015]

특정 구현예에서, LNP는 적어도 하나의 양이온성 지질을 포함한다.[0016]

특정 구현예에서, 양이온성 지질은 생분해성이다. 특정 구현예에서, 양이온성 지질은 생분해성이 아니다.[0017]

특정 구현예에서, 양이온성 지질은 절단 가능하다. 특정 구현예에서, 양이온성 지질은 절단 가능하지 않다.[0018]
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특정 구현예에서, 양이온성 지질은 OF-02, cKK-E10, GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1, GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10,[0019]

및 GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14로 이루어진 군으로부터 선택된다.

특정 구현예에서, 양이온성 지질은 cKK-E10이다.[0020]

특정 구현예에서, 양이온성 지질은 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10이다.[0021]

특정 구현예에서, LNP는 폴리에틸렌 글리콜(PEG) 컨쥬게이션된(PEG화된) 지질, 콜레스테롤계 지질 및 헬퍼 지질[0022]

을 추가로 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 35% 내지 55%의 몰비의 양이온성 지질; 0.25% 내지 2.75%의 몰비의 폴리에틸렌 글리콜[0023]

(PEG) 컨쥬게이션된(PEG화된) 지질; 20% 내지 45%의 몰비의 콜레스테롤계 지질; 및 5% 내지 35%의 몰비의 헬퍼

지질을 포함하고, 모든 몰비는 LNP의 총 지질 함량에 상대적이다.

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 양이온성 지질, 1.5%의 몰비의 PEG화된 지질, 28.5%의 몰비의 콜레스테[0024]

롤계 지질, 및 30%의 몰비의 헬퍼 지질을 포함한다.

특정  구현예에서,  PEG화된  지질은  디미리스토일-PEG2000(DMG-PEG2000)  또는  2-[(폴리에틸렌  글리콜)-2000]-[0025]

N,N-디테트라데실아세트아미드(ALC-0159)이다.

특정 구현예에서, 콜레스테롤계 지질은 콜레스테롤이다.[0026]

특정 구현예에서, 헬퍼 지질은 1,2-디올레오일-SN-글리세로-3-포스포에탄올아민(DOPE) 또는 1,2-디스테아로일-[0027]

sn-글리세로-3-포스포콜린(DSPC)이다.

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10, 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000, 28.5%의 몰비[0028]

의 콜레스테롤, 및 30%의 몰비의 DOPE를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 cKK-E10, 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000, 28.5%의 몰비의 콜레스테롤, 및[0029]

30%의 몰비의 DOPE를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는 30 nm 내지 200 nm의 평균 직경을 갖는다. 특정 구현예에서, LNP는 80 nm 내지 150 nm[0030]

의 평균 직경을 갖는다.

특정 구현예에서, mRNA는 SEQ ID NO: 6에 제시된 핵산 서열에 대해 적어도 80% 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함[0031]

한다.

특정 구현예에서, mRNA는 SEQ ID NO: 14에 제시된 핵산 서열에 대해 적어도 80% 동일성을 갖는 핵산 서열을 포[0032]

함한다.

특정 구현예에서, mRNA는 하기 구조적 요소를 포함하고:[0033]

(i) 하기 구조를 갖는 5' 캡:[0034]

;[0035]

(ii) SEQ ID NO: 10의 핵산 서열을 갖는 5′ 비번역 영역(5' UTR);[0036]

(iii) SEQ ID NO: 6의 핵산 서열을 갖는 단백질 코딩 영역;[0037]

(iv) SEQ ID NO: 11의 핵산 서열을 갖는 3' 비번역 영역(3' UTR); 및[0038]

(v) 폴리(A) 테일.[0039]

일 양태에서, 본 개시내용은 호흡기 세포융합 바이러스(RSV)  F  단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임[0040]

(ORF)을 포함하는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하는 RSV 백신을 제공하고, mRNA는 하기 구조적 요소를 포함하고:

(i) 하기 구조를 갖는 5' 캡:[0041]
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;[0042]

(ii) SEQ ID NO: 10의 핵산 서열을 갖는 5′ 비번역 영역(5' UTR);[0043]

(iii) SEQ ID NO: 6의 핵산 서열을 갖는 단백질 코딩 영역;[0044]

(iv) SEQ ID NO: 11의 핵산 서열을 갖는 3' 비번역 영역(3' UTR); 및[0045]

(v) 폴리(A) 테일;[0046]

mRNA는 40%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10, 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000, 28.5%의 몰비의 콜레스테롤, 및[0047]

30%의 몰비의 DOPE를 포함하는 지질 나노입자(LNP)에 제형화된다.

일 양태에서, 본 개시내용은 호흡기 세포융합 바이러스(RSV)  F  단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임[0048]

(ORF)을 포함하는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하는 RSV 백신을 제공하고, mRNA는 하기 구조적 요소를 포함하고:

(i) 하기 구조를 갖는 5' 캡:[0049]

;[0050]

(ii) SEQ ID NO: 10의 핵산 서열을 갖는 5′ 비번역 영역(5' UTR);[0051]

(iii) SEQ ID NO: 6의 핵산 서열을 갖는 단백질 코딩 영역;[0052]

(iv) SEQ ID NO: 11의 핵산 서열을 갖는 3' 비번역 영역(3' UTR); 및[0053]

(v) 폴리(A) 테일;[0054]

mRNA는 40%의 몰비의 cKK-E10, 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000, 28.5%의 몰비의 콜레스테롤, 및 30%의 몰비의 DOPE[0055]

를 포함하는 지질 나노입자(LNP)에 제형화된다.

또 다른 양태에서, 본 개시내용은 상기에 기재된 RSV 백신을 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, RSV에 대한[0056]

면역 반응을 유도하거나 대상체를 RSV 감염으로부터 보호하는 방법을 제공한다.

특정 구현예에서, 대상체는 SEQ ID NO: 1의 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 mRNA ORF를 포함하는 RSV 백신을[0057]

투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV에 대한 중화 항체의 혈청 농도가 더 높다.

특정 구현예에서, 대상체는 단백질 RSV 백신을 투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV에 대한 중화 항체[0058]

의 혈청 농도가 유사하다.

특정 구현예에서, 단백질 RSV 백신은 아쥬반트와 공동-투여된다.[0059]

특정 구현예에서, RSV 백신은 RSV F 단백질의 부위 Ø에 대해 결합 특이성을 갖는 항체의 혈청 농도를 증가시킨[0060]

다.

특정 구현예에서, 대상체는 SEQ ID NO: 2의 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 mRNA ORF를 포함하는 RSV 백신을[0061]

투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV F 단백질의 부위 I 또는 부위 II에 대해 결합 특이성을 갖는 항

체의 혈청 농도가 더 낮다.

특정 구현예에서, RSV 백신은 기존 RSV 면역을 갖고 있는 대상체의 중화 항체의 혈청 농도를 증가시킨다.[0062]

또 다른 양태에서, 본 개시내용은 상기에 기재된 RSV 백신을 대상체에게 투여하는 것을 포함하는, RSV에 대한[0063]

면역 반응을 유도하거나 대상체를 RSV 감염으로부터 보호하기 위한 RSV 백신을 제공한다.
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특정 구현예에서, 상기에 기재된 RSV 백신은 RSV에 대한 면역 반응을 유도하거나 대상체를 RSV 감염으로부터 보[0064]

호하기 위한 의약의 제조에 사용된다.

도면의 간단한 설명

본 개시내용의 상기 및 기타 특징 및 이점은 첨부된 도면과 함께 취해진 예시적인 구현예의 다음의 상세한 설명[0065]

으로부터 보다 완전히 이해될 것이다.

도 1a 및 도 1b는 형질감염된 세포로부터의 FD1, FD2 및 FD3 단백질의 웨스턴 블롯 이미지를 도시한다. 6웰 플

레이트에 시딩한 HEK293FT 세포를 MIRUS 키트 및 세포 용해물(FD1 및 FD3) 또는 세포 상층액(FD2)을 사용하여 3

μg의 mRNA로 형질감염시키고 형질감염 24시간 후 회수하였다(도 1a). FD1 mRNA는 단백질을 생산하기 위해 시험

관내 전사(in vitro transcription, IVT) 키트를 사용하여 무세포 수단으로 평가하고 FD1 mRNA 형질감염된 세

포의 단백질과 비교하였다. 회수한 샘플에 대해 웨스턴 블롯 분석을 수행하고 막을 5353C75 단클론성 항체로 염

색하였다(도 1b).

도 2의 A 및 도 2의 B는 형질감염된 HEK 대 핵감염된 HSkMC의 웨스턴 블롯을 도시한다. 6웰 플레이트에 시딩한

HEK293FT 세포를 MIRUS 키트를 사용하여 5 μg의 mRNA로 형질감염시키고 세포 용해물(FD1 및 FD3) 또는 세포 상

층액(FD2)을 형질감염 24시간 후에 회수하였다(도 2의 A). HSkM 세포를 Amaxa 기본 뉴클레오펙터 키트를 사용하

여 5 μg의 mRNA로 핵감염시키고 세포 용해물(FD1 및 FD3) 또는 세포 상층액(FD2)을 핵감염 24시간 후에 회수하

였다(도 2의 B). 회수한 샘플에 대해 웨스턴 블롯 분석을 수행하고 막을 5353C75 단클론성 항체로 염색하였다.

도 3은 형질감염된 HEK 세포의 면역염색을 도시한다. 24-웰 플레이트에 시딩한 HEK293FT 세포를 MIRUS 키트 세

포를 사용하여 5 μg의 mRNA로 형질감염시켰다. 형질감염 24시간 후, 단클론성 항체 D25 및 Synagis를 형광 태

그된 이차 항체와 함께 플레이트에 추가하고 Celigo를 사용하여 영상화하였다.

도 4a 및 도 4b는 나이브 비인간 영장류(  non-human primate, NHP)에서 선택된 RSV 항원의 면역원성을 도

시한다. RSV F 단백질 항체 역가(도 4a) 및 RSV 미세중화 역가(도 4b)를 각각의 항원 조성물에 대해 0일차, 28

일차 및 56일차에 측정하였다.

도 5는 세 종류의 공지된 RSV F 단백질 항체인 D25, Synagis(팔리비주맙) 및 131-2a에 대해 선택된 RSV 항원으

로 면역화된 NHP의 혈청을 사용한 경쟁 ELISA의 결과를 도시한다.

도 6a 및 도 6b는 RSV F ELISA 및 RSV 미세중화 검정에 의한 시노몰구스 마카크(cynomolgus macaque)에서의 면

역 전 부스팅 효과를 도시한다. 부스팅된 원숭이에서 항-RSV-F 항체의 역가는 DS-Cav1 Pre-F 단백질을 결합 항

원으로 사용하여 종점 ELISA로 측정하고 염소-항-인간 IgG로 검출하였다. 개별 동물(n = 6)의 판독값은 D0, D14

및 D28 시점에 대해 GMT +/- 95% 신뢰 구간(각각 위의 값 = GMT)으로 표시된다. 다중 비교를 위해 Tukey 사후

검정과 더불어 양방향 ANOVA로 통계 분석을 수행하였다(도 6a). Vero 세포의 96-웰 플레이트상의 백신접종된 원

숭이의 연속 희석된 혈청과 혼합된 WT A2-GFP RSV 균주를 사용하여 RSV 중화 항체 역가를 미세중화 검정으로 측

정하였다. 24시간 인큐베이션 후 형광 초점의 역 감소를 계산하여 역가를 결정하였다. 개별 동물(n = 6)의 판독

값은 D0, D14 및 D28 시점에 대해 GMT +/- 95% 신뢰 구간(각각 위의 값 = GMT)으로 표시된다. 다중 비교를 위해

Tukey 사후 검정과 더불어 양방향 ANOVA로 통계 분석을 수행하였다(도 6b).

도 7는 mRNA를 발현하는 FD3F 단백질로 면역화된 NHP에서 RSV F 단백질 항체 역가를 도시한다. mRNA는 여러 양

이온성 지질 중 하나를 함유하는 지질 나노입자(LNP)와 함께 전달되었다. 항체 역가는 각각의 항원 조성물에 대

해 0일, 21일 및 35일에 측정되었다.

도 8은 mRNA를 발현하는 FD3 F 단백질로 면역화된 NHP에서 RSV 중화 역가를 도시한다. mRNA는 여러 양이온성 지

질 중 하나를 함유하는 지질 나노입자(LNP)와 함께 전달되었다. 항체 역가는 각각의 항원 조성물에 대해 0일,

21일 및 35일에 측정되었다.

도 9의 A 및 도 9의 B는 나이브 마우스에서 선택된 RSV 항원의 면역원성을 도시한다. RSV F 단백질 항체 역가

(도 9의 A) 및 RSV 미세중화 역가(도 9의 B)를 각각의 항원 조성물에 대해 0일차, 21일차 및 35일차에 측정하였

다.

도 10a 및 도 10b는 모듈형 면역 시험관내 작제물(MIMIC®) 시스템에서 선택된 RSV 항원과의 Pre-F IgG 역가(도

10a) 및 Pre-F / Post-F 결합 비(도 10b)를 도시한다.
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도 11은 기존 RSV 면역을 갖는 공여자에서 유래한 MIMIC® 시스템에서의 항-RSV 중화 역가를 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 개시내용은 특히 RSV F 단백질을 인코딩하는 신규한 RNA(예를 들어, mRNA) 조성물 및 이를 이용한 백신접종[0066]

방법에 관한 것이다. 특히, 본 개시내용은 지질 나노입자(LNP)에 제형화된 RSV Pre-F 단백질을 인코딩하는 mRNA

에 관한 것이다.

I. 정의[0067]

본원에서 달리 정의되지 않는 한, 본 발명에 관해 사용된 과학적 및 기술적 용어는 당업자에 의해 일반적으로[0068]

이해되는 의미를 갖는다. 예시적인 방법 및 물질이 아래에 기술되지만, 본원에 기술된 것과 유사하거나 동등한

방법 및 물질이 본 발명의 실시 또는 시험에 사용될 수도 있다. 충돌되는 경우, 정의를 비롯한 본 명세서가 우

선할 것이다. 일반적으로, 본원에 기술되어 있는 세포 및 조직 배양, 분자 생물학, 바이러스학, 면역학, 미생물

학, 유전학, 분석 화학, 합성 유기 화학, 의학 및 제약 화학, 단백질 및 핵산 화학 및 혼성화와 관련하여 사용

되는 명명법 및 이들의 기법은 당해 기술분야에 잘 알려져 있고 흔히 사용되는 것이다. 효소 반응 및 정제 기법

은 당분야에서 일반적으로 달성되는 바와 같이 또는 본원에 기재된 바와 같이, 제조업체의 사양에 따라 수행된

다. 또한, 문맥상 달리 요구되지 않는 한, 단수형 용어는 복수를 포함할 것이고, 복수형 용어는 단수형을 포함

할 것이다.  본  명세서 및 구현예 전반에 걸쳐, 단어 "갖다(have)"  및 "포함하다(comprise)",  또는 "가진다

(has)", "갖는(having)", "포함한다(comprises)", 또는 "포함하는(comprising)"과 같은 변형은 언급된 정수 또

는  정수의  군을  포함하고,  임의의  다른  정수  또는  정수의  군을  배제하지  않음을  암시하는  것으로  이해될

것이다. 본원에 언급된 모든 간행물 및 다른 참고문헌은 그 전체가 본원에 참고로 포함된다. 다수의 문헌이 본

원에 인용되지만, 이 인용은 임의의 이들 문헌이 당업계의 통상적인 일반 지식의 일부를 형성함을 인정하는 것

으로 간주되지 않는다.

단수 형태의 엔티티는 해당 엔티티 중 하나 이상을 지칭함에 유의해야 한다. 예를 들어 "뉴클레오티드 서열"은[0069]

하나 이상의 뉴클레오티드 서열을 나타내는 것으로 이해된다. 그러므로, 용어 "하나", "하나 이상" 및 "적어도

하나"는 본원에서 상호교환적으로 사용될 수 있다.

추가로, 본원에 사용된 "및/또는"은 두 가지의 명시된 개시내용 또는 구성요소의 각각을 다른 것과 함께 또는[0070]

다른 것 없이 구체적으로 개시하는 것으로서 간주되어야 한다. 따라서, 본원에서 "A 및/또는 B"와 같은 어구에

서 사용된 용어 "및/또는"은 "A 및 B", "A 또는 B", "A"(단독) 및 "B"(단독)를 포함하는 것으로 의도된다. 마찬

가지로, "A, B 및/또는 C"와 같은 어구에서 사용된 용어 "및/또는"은 하기의 양태 각각을 포함하는 것으로 의도

된다: A, B 및 C; A, B 또는 C; A 또는 C; A 또는 B; B 또는 C; A 및 C; A 및 B; B 및 C; A(단독); B(단독);

및 C(단독).

본원에서 양태가 "포함하는(comprising)"이라는 말로 기재되는 경우, 다르게는 "이루어진(consisting of)" 및/[0071]

또는 "본질적으로 이루어진(consisting essentially of)"이라는 용어로 기재된 유사한 양태도 제공되는 것으로

이해된다.

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술 용어 및 과학 용어는 본 개시내용이 관련된 분야의 당업자에[0072]

의해 일반적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 예를 들어, 문헌[Concise Dictionary of Biomedicine

and Molecular Biology, Juo, Pei-Show, 2nd ed., 2002, CRC Press; The Dictionary of Cell and Molecular

Biology,  3rd  ed.,  1999,  Academic  Press;  and  the  Oxford  Dictionary  of  Biochemistry  and  Molecular

Biology, Revised, 2000, Oxford University Press]은 본 개시내용에서 사용된 용어 중 많은 것의 일반적인 사

전을 당업자에게 제공할 수 있다.

단위, 접두어 및 기호는 이들의 국제단위계(International System of Units, SI) 허용 형태로 표시된다. 수치[0073]

범위는 범위를 한정하는 수치를 포함한다. 달리 명시되지 않는 한, 아미노산-카르복시 배향에 있어서 아미노산

서열은 왼쪽에서 오른쪽으로 쓰여진다. 본원에 제공된 표제는 본 개시내용의 다양한 양태를 한정하지 않는다.

따라서, 바로 아래에 정의된 용어는 명세서 전체를 참조함으로써 더욱 완전하게 정의된다.

용어 "대략" 또는 "약"은 본원에서 대략, 거의, ~쯤, 또는 ~정도를 의미하는 것으로 사용된다. "약"이라는 용어[0074]

가 수치 범위와 함께 사용되는 경우, 이는 명시된 수치값 위아래로 경계를 확장하여 해당 범위를 수식한다. 일

반적으로, 용어 "약"은 표시 값의 위와 아래의 수치값을 예를 들어 10퍼센트의 차이만큼 위 또는 아래로(높게

또는 낮게) 수정할 수 있다. 일부 구현예에서, 상기 용어는 ±10%, ±5%, ±4%, ±3%, ±2%, ±1%, ±0.9%, ±
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0.8%, ±0.7%, ±0.6%, ±0.5%, ±0.4%, ±0.3%, ±0.2%, ±0.1%, ±0.05% 또는 ±0.01%만큼 표시된 수치값으

로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±10%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일

부 구현예에서, "약"은 ±5%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±4%만큼

표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±3%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를

나타낸다.  일부  구현예에서,  "약"은  ±2%만큼  표시된  수치값으로부터의  편차를  나타낸다.  일부  구현예에서,

"약"은 ±1%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±0.9%만큼 표시된 수치

값으로부터의  편차를  나타낸다.  일부  구현예에서,  "약"은  ±0.8%만큼  표시된  수치값으로부터의  편차를

나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±0.7%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서,

 "약"은 ±0.6%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±0.5%만큼 표시된 수

치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±0.4%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸

다. 일부 구현예에서, "약"은 ±0.3%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은

±0.1%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±0.05%만큼 표시된 수치값으

로부터의 편차를 나타낸다. 일부 구현예에서, "약"은 ±0.01%만큼 표시된 수치값으로부터의 편차를 나타낸다.

본원에 사용된 용어 "메신저 RNA" 또는 "mRNA"는 적어도 하나의 폴리펩티드를 인코딩하는 폴리뉴클레오티드를[0075]

지칭한다. 본원에 사용된 mRNA는 변형된 RNA 및 변형되지 않은 RNA 둘 모두를 포함한다. mRNA는 하나 이상의 코

딩 영역 및 비-코딩 영역을 함유할 수 있다. 코딩 영역은 대안적으로 오픈 리딩 프레임(ORF)로 지칭된다. mRNA

에서 비-코딩 영역은 5' 캡, 5' 비번역 영역(UTR), 3' UTR 및 폴리(A) 테일을 포함한다. mRNA는 천연 공급원으

로부터 정제될 수 있고, 재조합 발현 시스템(예를 들어, 시험관내 전사)를 이용하여 생성되고, 선택적으로 정제

되거나, 화학적으로 합성된다.

본원에 사용된 용어 "항원성 부위 Ø" 또는 "부위 Ø 에피토프"는 야생형 RSV F의 아미노산 잔기 62 내지 69 및[0076]

196 내지 209(SEQ ID NO: 1)를 포함하는, 융합전 RSV F 삼량체의 정점에 위치한 부위를 지칭한다. 부위 Ø 에피

토프는 융합전 RSV F, 예컨대 D25 및 AM14에 대한 특이성을 갖는 항체에 대한 결합 부위이고, 부위 Ø 에피토프

에  대한  항체의  결합은  RSV의  세포-표면  부착을  차단한다(예를  들어,  문헌[McLellan  et  al.,  Science,

340(6136): 1113-1117, 2013])을 참고한다). 재조합 인간 항-RSV 항체 D25(Creative Biolabs®; CAT #: PABL-

322) 및 재조합 인간 항-RSV 항체 AM14(Creative Biolabs®; CAT #: PABL-321)는 각각 상업적으로 시판된다.

본원에 사용된 용어 "항원 안정성"은 시간 경과에 따른 또는 용액 내 항원의 안정성을 지칭한다.[0077]

본원에 사용된 용어 "공동 충전 치환"은 융합전 RSV F 삼량체에 존재하는 공동을 충전하기 위한 조작된 소수성[0078]

치환을 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "F 단백질" 또는 "RSV F 단백질"은 바이러스 진입 동안 바이러스 외피와 숙주 세포막의 융[0079]

합을 유도하는 역할을 하는 RSV의 단백질을 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "RSV F 폴리펩티드" 또는 "F 폴리펩티드"는 F 단백질의 적어도 하나의 에피토프를 포함하는[0080]

폴리펩티드를 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "글리칸 첨가"는 야생형 RSV F에 존재하지 않는 글리코실화 부위를 도입하는 돌연변이의 추[0081]

가를 지칭하고, 이는 작제물 발현을 증가시키거나, 작제물 안정성을 증가시키거나, 융합전 및 융합후 입체형태

간에 공유되는 에피토프를 차단하도록 조작될 수 있다. 글리칸 첨가를 포함하는 변형된 단백질은 더 많은 글리

코실화를 가지므로 더 높은 분자량을 가질 것이다. 글리칸 첨가는 RSV F 폴리펩티드가 RSV F의 융합후 입체형태

에 대한 항체를 유도하는 정도를 감소시킬 수 있다.

본원에 사용된 용어 "프로토머내 안정화 치환"은 RSV F 삼량체의 프로토머 내 상호작용을 안정화함으로써 융합[0082]

전 입체형태를 안정화시키는 RSV F의 아미노산 치환을 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "프로토머간 안정화 치환"은 RSV F 삼량체의 프로토머 내 서로와의 상호작용을 안정화함으[0083]

로써 융합전 입체형태를 안정화시키는 RSV F의 아미노산 치환을 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "프로테아제 절단"은 폴리펩티드 서열내 감수성 잔기(예를 들어, 리신 또는 아르기닌)의 단[0084]

백질분해(종종 "클리핑"이라고도 함)를 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "융합후"는 RSV F와 관련하여, 바이러스 및 세포막의 병합 후에 발생하는 RSV F의 안정한[0085]

입체형태를 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "융합전"은 RSV F와 관련하여, 바이러스-세포 상호작용 전에 채택된 RSV F의 입체형태를 지[0086]
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칭한다.

본원에 사용된 용어 "프로토머"는 올리고머 단백질의 구조적 단위를 지칭한다. RSV F의 경우, RSV F 삼량체의[0087]

개별 단위는 프로토머이다.

본원에 사용된 용어 "N-글리칸"은 단백질의 N(아스파라긴) 잔기의 아미드 질소에서 단백질에 부착된 당류 사슬[0088]

을 지칭한다. 이와 같이, N-글리칸은 N-글리코실화 프로세스에 의해 형성된다. 이 글리칸은 다당류일 수 있다.

본원에 사용된 용어 "글리코실화"는 단백질에 당류 단위를 첨가하는 것을 지칭한다.[0089]

본원에 사용된 용어 "면역 반응"은 항원 또는 백신과 같은 자극제에 대한 면역계 세포, 예컨대 B 세포, T 세포,[0090]

수지상 세포, 대식세포 또는 다형핵구의 반응을 지칭한다. 면역 반응은 예를 들어, 인터페론 또는 사이토카인을

분비하는 상피 세포를 포함하여, 숙주 방어 반응에 관련된 신체의 임의의 세포를 포함할 수 있다. 면역 반응은

선천성 및/또는 적응성 면역 반응을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다.

본원에 사용된 "보호 면역 반응"은 감염으로부터 대상체를 보호하는 (예를 들어, 감염을 예방하거나 감염과 관[0091]

련된  질환의  발병을  예방하는)  면역  반응을  지칭한다.  면역  반응을  측정하는  방법은,  예를  들어,

림프구(예컨대, B 또는 T 세포)의 증식 및/또는 활성, 사이토카인 또는 케모카인 분비, 염증, 항체 생산 등을

측정하는 것을 포함한다.

본원에 사용된 "항체 반응"은 항체가 생성되는 면역 반응이다.[0092]

본원에 사용된 "항원"은 (예를 들어, MHC 분자에 의해 제시될 때) 면역 반응을 유도하는 제제 및/또는 T 세포[0093]

수용체에 의해 결합되거나, 유기체에 노출되거나 투여될 때 (예를 들어, B 세포에 의해 생성되는) 항체에 결합

되는 제제를 지칭한다. 일부 구현예에서, 항원은 유기체에서 체액 반응(예를 들어, 항원-특이적 항체의 생성 포

함)을 유도한다. 대안적으로 또는 추가적으로, 일부 구현예에서, 항원은 유기체에서 (예를 들어, 수용체가 항원

과 특이적으로 상호작용하는 T-세포를 포함하는) 세포 반응을 유도한다. 특정 항원은 표적 유기체(예를 들어,

마우스, 토끼, 영장류, 인간)의 하나 또는 여러 구성원에서 면역 반응을 유도할 수 있지만, 표적 유기체 종의

모든 구성원에서 그렇지는 않다. 일부 구현예에서, 항원은 표적 유기체 종의 구성원의 적어도 약 25%,  30%,

35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또

는 99%에서 면역 반응을 유도한다. 일부 구현예에서, 항원은 항체 및/또는 T 세포 수용체에 결합하고, 유기체에

서 특정 생리학적 반응을 유도할 수 있거나 유도하지 않을 수 있다. 일부 구현예에서, 예를 들어, 항원은 이러

한 상호작용이 생체내에서 발생하는지 여부에 관계없이 시험관내 항체 및/또는 T  세포  수용체에 결합할 수

있다. 일부 구현예에서, 항원은 특정 체액성 또는 세포성 면역의 생성물과 반응한다. 항원은 본원에 기재된

mRNA에 의해 인코딩된 RSV 폴리펩티드를 포함한다.

본원에 사용된 "아쥬반트"는 항원에 대한 면역 반응을 향상시키는 물질 또는 비히클을 지칭한다. 아쥬반트는 항[0094]

원이 흡착된 미네랄(예를 들어, 명반, 수산화 알루미늄 또는 포스페이트)의 현탁액; 항원 용액이 광유 또는 물

에 유화된 유중수형 또는 수중유형 에멀션(예를 들어, 프로인트(Freund)의 불완전 아쥬반트)를 제한없이 포함할

수 있다. 때때로 사멸된 마이코박테리아가 포함되어(예를 들어, 프로인트의 완전 아쥬반트), 항원성을 더욱 향

상시킨다. 면역-자극 올리고뉴클레오티드(예를 들어, CpG 모티프)도 아쥬반트로서 사용될 수 있다(예를 들어,

미국 특허 제6,194,388호; 제6,207,646호; 제6,214,806호; 제6,218,371호; 제6,239,116호; 제6,339,068호; 제

6,406,705호; 및 제6,429,199호 참고). 아쥬반트는 또한 톨-유사 수용체(TLR) 작용제 및 공동자극 분자와 같은

생물학적 분자를 포함할 수 있다.

본원에 사용된 "항원성 RSV 폴리펩티드"는 분자가 RSV에 대해 항원성인 충분한 길이의 RSV 아미노산 서열의 전[0095]

부 또는 일부를 포함하는 폴리펩티드를 지칭한다.

본원에 사용된 "대상체"는 동물계의 모든 구성원을 지칭한다. 일부 구현예에서, "대상체"는 인간을 지칭한다.[0096]

일부 구현예에서, "대상체"는 비인간 동물을 지칭한다. 일부 구현예에서, 대상체는 포유동물, 새, 파충류, 양서

류, 어류, 곤충 및/또는 벌레를 포함하지만, 이에 제한되지 않는다. 특정 구현예에서, 비인간 대상체는 포유동

물(예를 들어, 설치류, 마우스, 래트, 토끼, 원숭이, 개, 고양이, 양, 소, 영장류 및/또는 돼지)이다. 일부 구

현예에서, 대상체는 트랜스제닉 동물, 유전적으로 조작된 동물 및/또는 클론일 수 있다. 특정 구현예에서, 대상

체는 성인, 청소년 또는 유아이다. 일부 구현예에서, 용어 "개체" 또는 "환자"가 사용되고, "대상체"와 상호교

환될 수 있도록 의도된다. 소정의 예시적 구현예에서, 대상체는 조산아(예를 들어, 재태기간이 37주 미만), 신

생아(예를 들어, 생후 0-27일), 신생아 또는 유아(예를 들어, 생후 28일-23개월), 아동(예를 들어, 2세 내지 11

세), 청소년(예를 들어, 12세 내지 17세), 성인(예를 들어, 18세 내지 50세 또는 18세 내지 64세) 또는 노인(예
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를 들어, 65세 이상)이다. 예시적인 구현예에서, 대상체는 18세 내지 50세이다. 다른 예시적인 구현예에서, 대

상체는 노인(예를 들어, 60세 이상의 성인)이다.

본원에 사용된 용어 "백신접종" 또는 "백신접종하다"는 예를 들어, 질환-유발제에 대한 면역 반응을 생성하도록[0097]

의도된 조성물의 투여를 지칭한다. 백신접종은 질환-유발 제제, 및/또는 하나 이상의 증상의 발현에 대한 노출

전, 동안 및/또는 후에, 그리고 일부 구현예에서 질환-유발 제제에 노출되기 전, 동안 및/또는 직후에 투여될

수 있다. 일부 구현예에서, 백신접종은 백신접종 조성물의 적절한 시간 간격을 둔 다회 투여를 포함한다.

본 개시내용은 각각 주어진 핵산 서열 또는 아미노산 서열(기준 서열)에 대해 특정 정도의 동일성을 갖는 핵산[0098]

서열(예를 들어, DNA 및 RNA 서열) 및 아미노산 서열을 기재한다.

두 핵산 서열 사이의 "서열 동일성"은 서열들 사이에 동일한 뉴클레오티드의 백분율을 나타낸다. 두 아미노산[0099]

서열 사이의 "서열 동일성"은 서열들 사이에 동일한 아미노산의 백분율을 나타낸다.

용어 "% 동일한", "% 동일성" 또는 유사한 용어는 특히 비교될 서열 간의 최적 정렬에서 동일한 뉴클레오티드[0100]

또는 아미노산의 백분율을 지칭하는 것으로 의도된다. 상기 백분율은 순전히 통계적이고, 두 서열 간의 차이는

비교될 서열의 전체 길이에 걸쳐 무작위로 분포될 수 있지만 반드시 그런 것은 아니다. 두 서열의 비교는 일반

적으로 상응하는 서열의 국소 영역을 식별하기 위해, 세그먼트 또는 "비교 창"에 대해 최적 정렬 후에 상기 서

열을 비교함으로써 수행된다. 비교를 위한 최적 정렬은 수동으로 수행될 수 있거나, 문헌[Smith and Waterman,

1981, Ads App. Math. 2, 482]의 국소적 상동성 알고리즘에 의해, 문헌[Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol.

Biol. 48, 443]의 국소적 상동성 알고리즘에 의해, 문헌[Pearson and Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci.

USA 88, 2444]의 유사성 검색 알고리즘에 의해, 또는 이러한 알고리즘을 이용하는 컴퓨터 프로그램 (위스콘신

제네틱스  소프트웨어  패키지(Wisconsin  Genetics  Software  Package)  내의  GAP,  BESTFIT,  FASTA,  BLAST  P,

BLAST  N  및 TFASTA,  미국 위스콘신주 매디슨 사이언스 드라이브 575  소재의 제네틱스 컴퓨터 그룹(Genetics

Computer Group))에 의해 수행될 수 있다.

백분율 동일성은 비교될 서열이 대응하는 동일한 포지션의 수를 결정하고, 이 수를 비교된 포지션의 수(예를 들[0101]

어, 기준 서열의 포지션 수)로 나누고, 이 결과에 100을 곱함으로써 획득된다.

일부 구현예에서, 동일성의 정도는 기준 서열 전체 길이의 적어도 약 50%, 적어도 약 60%, 적어도 약 70%, 적어[0102]

도 약 80%, 적어도 약 90% 또는 약 100%인 영역에 대해 제공된다. 예를 들어, 기준 핵산 서열이 200개의 뉴클레

오티드로 구성되는 경우, 동일성의 정도는 적어도 약 100, 적어도 약 120, 적어도 약 140, 적어도 약 160, 적어

도 약 180, 또는 약 200개의 뉴클레오티드에 대해, 일부 구현예에서 연속 뉴클레오티드에서 제공된다. 일부 구

현예에서, 동일성의 정도는 기준 서열의 전체 길이에 대해 제공된다.

주어진 핵산 서열 또는 아미노산 서열에 대해 각각 특정 정도의 동일성을 갖는 핵산 서열 또는 아미노산 서열은[0103]

상기 주어진 서열의 적어도 하나의 기능적 특성을 가질 수 있고, 예를 들어, 일부 경우에는 상기 주어진 서열과

기능적으로 동일하다. 일부 구현예에서, 주어진 핵산 서열 또는 아미노산 서열에 대해 특정 정도의 동일성을 갖

는 핵산 서열 또는 아미노산 서열은 상기 주어진 서열과 기능적으로 동등하다.

본원에 사용된 용어 "키트"는 하나 이상의 화합물 또는 조성물과 같은 관련 성분 및 용매, 용액, 완충액, 지침[0104]

또는 건조제와 같은 하나 이상의 관련 물질의 패키지 세트를 지칭한다.

II. RNA[0105]

본 개시내용의 RSV 백신은 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 ORF를 포함하는 적어도 하나의 리보핵산(RNA)을 포[0106]

함할 수 있다. 특정 구현예에서, RNA는 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 ORF를 포함하는 메신저 RNA(mRNA)이다.

특정 구현예에서, RNA(예를 들어, mRNA)는 적어도 하나의 5' UTR, 3' UTR, 폴리(A) 테일, 및/또는 5' 캡을 추

가로 포함한다.

II. A. 5' 캡[0107]

mRNA 5' 캡은 대부분의 진핵 세포에서 발견되는 뉴클레아제에 대한 저항성을 제공하고, 번역 효율을 촉진할 수[0108]

있다. 여러 유형의 5' 캡이 알려져 있다. 7-메틸구아노신 캡("m
7
G" 또는 "캡-0"이라고도 함)은 5' - 5' - 삼인

산염 결합을 통해 첫 번째 전사된 뉴클레오티드에 연결된 구아노신을 포함한다.

5' 캡은 전형적으로 다음과 같이 추가된다: 첫째, RNA 말단 포스파타제는 5' 뉴클레오티드로부터 말단 포스페이[0109]

트 기들 중 하나를 제거하여, 2개의 말단 포스페이트를 남기고; 그런 다음 구아노신 삼인산염(GTP)은 구아닐릴
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트랜스퍼라제를 통해 말단 포스페이트에 추가되어, 5 '5 '5 삼인산염 연결을 생성하고; 그런 다음, 구아닌의 7-

질소는  메틸트랜스퍼라제에  의해  메틸화된다.  캡  구조의  예는  m7G(5')ppp,  (5'(A,G(5')ppp(5')A,  및

G(5')ppp(5')G을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다. 추가 캡 구조는 미국 공개 번호 US 2016/0032356 및 미국

공개 번호 US 2018/0125989에 기재되어 있고, 이는 본원에 참고로 포함된다.

폴리뉴클레오티드의 5'-캡핑은 하기 화학적 RNA 캡 유사체를 사용하여 시험관내-전사 반응 동안 부수적으로 완[0110]

료되어 제조업체 프로토콜에 따라 5'-구아노신 캡 구조를 생성할 수 있다: 3'-O-Me-m7G(5')ppp(5')G(ARCA 캡);

G(5')ppp(5')A;  G(5')ppp(5')G;  m7G(5')ppp(5')A;  m7G(5')ppp(5')G;  m7G(5')ppp(5')(2'OMeA)pG;

m7G(5')ppp(5')(2'OMeA)pU;  m7G(5')ppp(5')(2'OMeG)pG(New  England  BioLabs,  Ipswich,  MA;  TriLink

Biotechnologies). 변형된 RNA의 5'-캡핑은 백시니아 바이러스 캡핑 효소를 사용하여 전사 후 완료되어, 캡 0

구조: m7G(5')ppp(5')G를 생성할 수 있다. 캡 1 구조는 백시니아 바이러스 캡핑 효소 및 2'-O 메틸-트랜스퍼라

제 둘 모두를 사용하여 생성되어: m7G(5')ppp(5')G-2'-O-메틸을 생성할 수 있다. 캡 2 구조는 2'-O 메틸-트랜스

퍼라제를 사용하여 5'-끝에서 세번째 뉴클레오티드의 2'-O-메틸화가 뒤따르는 캡 1 구조로부터 생성될 수 있다.

캡 3 구조는 2'-O 메틸-트랜스퍼라제를 사용하여 5'-끝에서 네번째 뉴클레오티드의 2'-O-메틸화가 뒤따르는 캡

2 구조로부터 생성될 수 있다.

특정 구현예에서, 본 개시내용의 mRNA는 3'-O-Me-m7G(5')ppp(5')G (ARCA 캡), G(5')ppp(5')A, G(5')ppp(5')G,[0111]

m7G(5')ppp(5')A,  m7G(5')ppp(5')G,  m7G(5')ppp(5')(2'OMeA)pG,  m7G(5')ppp(5')(2'OMeA)pU,  및

m7G(5')ppp(5')(2'OMeG)pG로 이루어진 군으로부터 선택되는 5' 캡을 포함한다.

특정 구현예에서, 본 개시내용의 mRNA는 하기의 5' 캡을 포함한다:[0112]

.[0113]

II. B. 비번역 영역(UTR)[0114]

일부 구현예에서, 본 개시내용의 mRNA는 5' 및/또는 3' 비번역 영역(UTR)을 포함한다. mRNA에서, 5' UTR은 전사[0115]

시작 부위에서 시작하여 시작 코돈까지 계속되지만, 시작 코돈을 포함하지 않는다. 3' UTR은 정지 코돈 바로 다

음에서 시작하여 전사 종료 신호까지 계속한다.

일부 구현예에서, 본원에 개시된 mRNA는 mRNA의 안정성 또는 번역에 영향을 미치는 하나 이상의 요소를 포함하[0116]

는 5' UTR을 포함할 수 있다. 일부 구현예에서, 5' UTR은 약 10 내지 5,000개 뉴클레오티드 길이일 수 있다. 일

부 구현예에서, 5' UTR은 약 50 내지 500개 뉴클레오티드 길이일 수 있다. 일부 구현예에서, 5' UTR은 적어도

약 10개 뉴클레오티드 길이, 약 20개 뉴클레오티드 길이, 약 30개 뉴클레오티드 길이, 약 40개 뉴클레오티드 길

이, 약 50개 뉴클레오티드 길이, 약 100개 뉴클레오티드 길이, 약 150개 뉴클레오티드 길이, 약 200개 뉴클레오

티드 길이, 약 250개 뉴클레오티드 길이, 약 300개 뉴클레오티드 길이, 약 350개 뉴클레오티드 길이, 약 400개

뉴클레오티드 길이, 약 450개 뉴클레오티드 길이, 약 500개 뉴클레오티드 길이, 약 550개 뉴클레오티드 길이,

약 600개 뉴클레오티드 길이, 약 650개 뉴클레오티드 길이, 약 700개 뉴클레오티드 길이, 약 750개 뉴클레오티

드 길이, 약 800개 뉴클레오티드 길이, 약 850개 뉴클레오티드 길이, 약 900개 뉴클레오티드 길이, 약 950개 뉴

클레오티드 길이, 약 1,000개 뉴클레오티드 길이, 약 1,500개 뉴클레오티드 길이, 약 2,000개 뉴클레오티드 길

이, 약 2,500개 뉴클레오티드 길이, 약 3,000개 뉴클레오티드 길이, 약 3,500개 뉴클레오티드 길이, 약 4,000개

뉴클레오티드 길이, 약 4,500개 뉴클레오티드 길이 또는 약 5,000개 뉴클레오티드 길이이다.

일부 구현예에서, 본원에 개시된 mRNA는 폴리아데닐화 신호 중 하나 이상을 포함하는 3' UTR, mRNA의 세포내 위[0117]

치 안정성에 영향을 미치는 단백질에 대한 결합 부위, 또는 miRNA에 대한 하나 이상의 결합 부위를 포함할 수

있다. 일부 구현예에서, 3' UTR은 50 내지 5,000개 뉴클레오티드 길이 또는 그 이상일 수 있다. 일부 구현예에

서, 3' UTR은 50 내지 1,000개 뉴클레오티드 길이 또는 그 이상일 수 있다. 일부 구현예에서, 3' UTR은 적어도

약 50개 뉴클레오티드 길이, 약 100개 뉴클레오티드 길이, 약 150개 뉴클레오티드 길이, 약 200개 뉴클레오티드

길이, 약 250개 뉴클레오티드 길이, 약 300개 뉴클레오티드 길이, 약 350개 뉴클레오티드 길이, 약 400개 뉴클

레오티드 길이, 약 450개 뉴클레오티드 길이, 약 500개 뉴클레오티드 길이, 약 550개 뉴클레오티드 길이, 약

600개 뉴클레오티드 길이, 약 650개 뉴클레오티드 길이, 약 700개 뉴클레오티드 길이, 약 750개 뉴클레오티드
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길이, 약 800개 뉴클레오티드 길이, 약 850개 뉴클레오티드 길이, 약 900개 뉴클레오티드 길이, 약 950개 뉴클

레오티드 길이, 약 1,000개 뉴클레오티드 길이, 약 1,500개 뉴클레오티드 길이, 약 2,000개 뉴클레오티드 길이,

약 2,500개 뉴클레오티드 길이, 약 3,000개 뉴클레오티드 길이, 약 3,500개 뉴클레오티드 길이, 약 4,000개 뉴

클레오티드 길이, 약 4,500개 뉴클레오티드 길이, 또는 약 5,000개 뉴클레오티드 길이이다.

일부 구현예에서, 본원에 개시된 mRNA는 mRNA 전사물에 의해 인코딩된 유전자와 구별되는 유전자로부터 유래된[0118]

5' 또는 3' UTR을 포함할 수 있다(즉, UTR은 이종 UTR임).

특정 구현예에서, 5' 및/또는 3' UTR 서열은 안정한 mRNA(예를 들어, 글로빈, 액틴, GAPDH, 튜불린, 히스톤 또[0119]

는 시트르산 사이클 효소)로부터 유래되어 mRNA의 안정성을 증가시킬 수 있다. 예를 들어, 5' UTR 서열은 CMV

즉각적-초기 1(IE1)  유전자의 부분 서열, 또는 이의 단편을 포함하여, 뉴클레아제 저항성을 개선하고/하거나

mRNA의 반감기를 개선할 수 있다. 인간 성장 호르몬(hGH)을 인코딩하는 서열, 또는 이의 단편을 mRNA의 3' 말단

또는 비번역 영역에 포함시키는 것도 고려된다. 일반적으로, 이러한 변형은 비변형 대응물에 비해 mRNA의 안정

성 및/또는 약동학적 특성(예를 들어, 반감기)을 개선하고, 예를 들어 생체내 뉴클레아제 소화에 대한 이러한

mRNA 저항성을 개선하기 위해 이루어진 변형을 포함한다.

예시적인  5'  UTR은  CMV  즉각적-초기 1(IE1)  유전자로부터  유래된  서열(미국 공개  번호  2014/0206753호  및[0120]

2015/0157565호, 이들 각각은 본원에 참고로 포함됨), 또는 서열 GGGAUCCUACC(SEQ ID NO: 18)(미국 공개 번호

2016/0151409호, 본원에 참고로 포함됨)을 포함한다.

다양한 구현예에서, 5' UTR은 TOP 유전자의 5' UTR로부터 유래될 수 있다. TOP 유전자는 전형적으로 5'-말단 올[0121]

리고피리미딘(TOP) 트랙트의 존재를 특징으로 한다. 또한, 대부분의 TOP 유전자는 성장-관련 번역 조절을 특징

으로 한다. 그러나, 조직 특이적 번역 조절을 하는 TOP 유전자도 알려져 있다. 특정 구현예에서, TOP 유전자의

5' UTR로부터 유래된 5' UTR은 5' TOP 모티프(올리고피리미딘 트랙트)가 결여되어 있다(예를 들어, 미국 공개

번호 2017/0029847호, 2016/0304883호, 2016/0235864호, 및 2016/0166710호, 이들 각각은 본원에 참고로 포함

됨).

특정 구현예에서, 5' UTR은 리보좀 단백질 Large 32 (L32) 유전자로부터 유래된다(미국 공개 번호 2017/0029847[0122]

호, 위와 같음).

특정 구현예에서, 5' UTR은 하이드록시스테로이드(17-b) 데하이드로게나제 4 유전자(HSD17B4)의 5' UTR로부터[0123]

유래된다(미국 공개 번호 2016/0166710호, 위와 같음).

특정 구현예에서,  5'  UTR은  ATP5A1  유전자의 5'  UTR로부터 유래된다(미국 공개 번호 2016/0166710호,  위와[0124]

같음).

일부 구현예에서, 내부 리보솜 유입 부위(IRES)는 5' UTR 대신에 사용된다.[0125]

일부 구현예에서, 5' UTR은 SEQ ID NO: 10에 기재된 핵산 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 3' UTR은 SEQ ID[0126]

NO: 11에 기재된 핵산 서열을 포함한다. 5' UTR 및 3' UTR은 본원에 참고로 포함된 WO2012/075040에 더 상세히

기재되어 있다.

II. C. 폴리아데닐화 테일[0127]

본원에 사용된 바와 같이, 용어들 "폴리(A) 서열", "폴리(A) 테일", 및 "폴리(A) 영역"은 mRNA 분자의 3' 말단[0128]

에 아데노신 뉴클레오티드의 서열을 지칭한다. 폴리(A) 테일은 mRNA에 안정성을 부여하고 이를 엑소뉴클레아제

분해로부터 보호할 수 있다. 폴리(A) 테일은 번역을 향상시킬 수 있다. 일부 구현예에서, 폴리(A) 테일은 본질

적으로 호모폴리머이다. 예를 들어, 100개의 아데노신 뉴클레오티드의 폴리(A) 테일은 본질적으로 100개의 뉴클

레오티드 길이를 가질 수 있다. 특정 구현예에서, 폴리(A) 테일은 아데노신 뉴클레오티드와 상이한 적어도 하나

의 뉴클레오티드(예를 들어, 아데노신 뉴클레오티드가 아닌 뉴클레오티드)에 의해 중단될 수 있다. 예를 들어,

100개 아데노신 뉴클레오티드의 폴리(A) 테일은 100개 초과의 뉴클레오티드 길이를 가질 수 있다(100개의 아데

노신 뉴클레오티드 및 적어도 하나의 뉴클레오티드, 또는 아데노신 뉴클레오티드와 상이한 뉴클레오티드의 스트

레치  포함).  특정  구현예에서,  폴리(A)  테일은  서열

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCAUAUGACUAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAA(SEQ ID NO: 19)을 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, "폴리(A) 테일"은 전형적으로 RNA에 관한 것이다. 그러나, 본 개시내용의 맥락에서,[0129]
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용어는 마찬가지로 DNA 분자 내의 상응하는 서열(예를 들어, "폴리(T) 서열")에 관한 것이다.

폴리(A) 테일은 약 10 내지 약 500개 아데노신 뉴클레오티드, 약 10 내지 약 200개 아데노신 뉴클레오티드, 약[0130]

40 내지 약 200개 아데노신 뉴클레오티드, 또는 약 40 내지 약 150개 아데노신 뉴클레오티드를 포함할 수 있다.

폴리(A) 테일의 길이는 적어도 약 10, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 또는 500개 아데노신

뉴클레오티드일 수 있다.

핵산이 RNA인 일부 구현예에서, 핵산의 폴리(A) 테일은 RNA 시험관내 전사 동안 DNA 주형으로부터 얻어진다. 특[0131]

정 구현예에서, 폴리(A) 테일은 DNA 주형으로부터 전사되지 않고 일반적인 화학적 합성 방법에 의해 시험관내에

서 얻어진다. 다양한 구현예에서, 폴리(A) 테일은 상업적으로 입수가능한 폴리아데닐화 키트 및 상응하는 프로

토콜을 사용한 RNA의 효소적 폴리아데닐화(RNA 시험관내 전사 후)에 의해, 또는 대안적으로, 고정된 폴리(A)중

합효소를 사용하여, 예를 들어, WO2016/174271에 기재된 바와 같은 방법 및 수단을 사용하여, 생성된다.

핵산은 효소적 폴리아데닐화에 의해 수득된 폴리(A) 테일을 포함할 수 있고, 대부분의 핵산 분자는 약 100개[0132]

(+/-20) 내지 약 500개 (+/-50) 또는 약 250개 (+/-20) 아데노신 뉴클레오티드를 포함한다.

일부 구현예에서, 핵산은 주형 DNA로부터 유래된 폴리(A) 테일을 포함할 수 있고, 예를 들어, WO2016/091391에[0133]

기재된 바와 같이, 효소적 폴리아데닐화에 의해 생성된 적어도 하나의 추가의 폴리(A) 테일을 추가로 포함할 수

있다.

특정 구현예에서, 핵산은 적어도 하나의 폴리아데닐화 신호를 포함한다.[0134]

다양한 구현예에서, 핵산은 적어도 하나의 폴리(C) 서열을 포함할 수 있다.[0135]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "폴리(C) 서열"은 최대 약 200개의 시토신 뉴클레오티드의 시토신 뉴클레오티드[0136]

의 서열인 것으로 의도된다. 일부 구현예에서, 폴리(C) 서열은 약 10 내지 약 200개 시토신 뉴클레오티드, 약

10 내지 약 100개 시토신 뉴클레오티드, 약 20 내지 약 70개 시토신 뉴클레오티드, 약 20 내지 약 60개 시토신

뉴클레오티드, 또는 약 10 내지 약 40개 시토신 뉴클레오티드를 포함한다. 일부 구현예에서, 폴리(C) 서열은 약

30개의 시토신 뉴클레오티드를 포함한다.

II. D. 화학적 변형[0137]

본원에 개시된 mRNA는 변형되거나 변형되지 않을 수 있다. 일부 구현예에서, mRNA는 적어도 하나의 화학적 변형[0138]

을 포함할 수 있다. 일부 구현예에서, 본원에 개시된 mRNA는 전형적으로 RNA 안정성을 향상시키는 하나 이상의

변형을 함유할 수 있다. 예시적인 변형은 백본 변형, 당 변형, 또는 염기 변형을 포함할 수 있다. 일부 구현예

에서, 개시된 mRNA는 자연 발생 뉴클레오티드 및/또는 퓨린(아데닌(A) 및 구아닌(G)) 또는 피리미딘(티민(T),

시토신(C), 및 우라실(U))을 포함하지만, 이에 제한되지 않는 뉴클레오티드 유사체(변형된 뉴클레오티드)로부터

합성될  수  있다.  특정  구현예에서,  개시된  mRNA는  퓨린  및  피리미딘의  변형된  뉴클레오티드  유사체  또는

유도체, 예컨대, 예를 들어, 1-메틸-아데닌, 2-메틸-아데닌, 2-메틸티오-N-6-이소펜테닐-아데닌, N6-메틸-아데

닌,  N6-이소펜테닐-아데닌,  2-티오-시토신,  3-메틸-시토신,  4-아세틸-시토신,  5-메틸-시토신,

2,6-디아미노퓨린, 1-메틸-구아닌, 2-메틸-구아닌, 2,2-디메틸-구아닌, 7-메틸-구아닌, 이노신, 1-메틸-이노신,

슈도우라실 (5-우라실), 디하이드로-우라실, 2-티오-우라실, 4-티오-우라실, 5-카르복시메틸아미노메틸-2-티오-

우라실, 5-(카르복시하이드록시메틸)-우라실, 5-플루오로-우라실, 5-브로모-우라실, 5-카르복시메틸아미노메틸-

우라실, 5-메틸-2-티오-우라실, 5-메틸-우라실, N-우라실-5-옥시 아세트산 메틸 에스테르, 5-메틸아미노메틸-우

라실, 5-메톡시아미노메틸-2-티오-우라실, 5'-메톡시카르보닐메틸-우라실, 5-메톡시-우라실, 우라실-5-옥시아세

트산 메틸 에스테르, 우라실-5-옥시아세트산(v), 1-메틸-슈도우라실, 퀘오신, β-D-만노실-퀘오신, 포스포라미

데이트, 포스포로티오에이트, 펩티드 뉴클레오티드, 메틸포스포네이트, 7-데아자구아노신, 5-메틸시토신, 및 이

노신으로부터 합성될 수 있다.

일부 구현예에서, 개시된 mRNA는 슈도우리딘, N1-메틸슈도우리딘, 2-티오우리딘, 4'-티오우리딘, 5-메틸시토신,[0139]

2-티오-l-메틸-1-데아자-슈도우리딘, 2-티오-l-메틸-슈도우리딘, 2-티오-5-아자-우리딘, 2-티오-디하이드로슈도

우리딘, 2-티오-디하이드로우리딘, 2-티오-슈도우리딘, 4-메톡시-2-티오-슈도우리딘, 4-메톡시-슈도우리딘, 4-

티오-l-메틸-슈도우리딘, 4-티오-슈도우리딘, 5-아자-우리딘, 디하이드로슈도우리딘, 5-메틸우리딘, 5-메틸우리

딘, 5-메톡시우리딘, 및 2'-O-메틸 우리딘을 포함하지만, 이에 제한되지 않는 적어도 하나의 화학적 변형을 포

함할 수 있다.

일부 구현예에서, 화학적 변형은 슈도우리딘, N1-메틸슈도우리딘, 5-메틸시토신, 5-메톡시우리딘, 및 이들의 조[0140]
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합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 구현예에서, 화학적 변형은 N1-메틸슈도우리딘을 포함한다.[0141]

일부 구현예에서, mRNA에서 우라실 뉴클레오티드의 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도[0142]

60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 100%가 화학적으로 변형된다.

일부 구현예에서, ORF에서 우라실 뉴클레오티드의 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도[0143]

60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 또는 100%가 화학적으로 변형된다.

이러한 유사체의 제조는 예를 들어, 미국 특허 제4,373,071, 미국 특허 제4,401,796, 미국 특허 제4,415,732,[0144]

미국 특허 제4,458,066, 미국 특허 제4,500,707, 미국 특허 제4,668,777, 미국 특허 제4,973,679, 미국 특허

제5,047,524,  미국  특허  제5,132,418,  미국  특허  제5,153,319,  미국  특허  제5,262,530,  및  미국  특허  제

5,700,642호에 기재되어 있다.

II. E. mRNA 합성[0145]

본원에 개시된 mRNA는 임의의 다양한 방법에 따라 합성될 수 있다. 예를 들어, 본 개시내용에 따른 mRNA는 시험[0146]

관내 전사(IVT)를 통해 합성될 수 있다. 시험관내 전사를 위한 일부 방법은, 예를 들어, 문헌[Geall et al.

(2013) Semin. Immunol. 25(2): 152-159]; 문헌[Brunelle et al. (2013) Methods Enzymol. 530:101-14]에 기

재되어 있다. 간단히 말해서, IVT는 전형적으로 프로모터, 리보뉴클레오티드 삼인산염의 풀, DTT 및 마그네슘

이온을 포함할 수 있는 완충 시스템, 적당한 RNA 중합효소(예를 들어, T3, T7, 또는 SP6 RNA 중합효소), DNase

I, 피로포스파타제 및/또는 RNase 저해제를 함유하는 선형 또는 원형 DNA 주형으로 수행된다. 정확한 조건은 특

정 용도에 따라 다를 수 있다. 이들 시약의 존재는 일반적으로 최종 mRNA 생성물에서 바람직하지 않고, 이들 시

약은 치료 용도에 적합한 깨끗하고/하거나 균질한 mRNA를 제공하기 위해 정제 또는 제거될 수 있는 불순물 또는

오염물로 간주될 수 있다. 일부 구현예에서 시험관내 전사 반응으로부터 제공된 mRNA가 바람직할 수 있지만, 박

테리아, 진균, 식물 및/또는 동물로부터 생성된 야생형 mRNA를 포함하는 mRNA의 다른 공급원이 본 개시내용에

따라 사용될 수 있다.

특정 구현예에서, mRNA는 하기 구조적 요소를 포함한다:[0147]

(i) 하기 구조를 갖는 5' 캡:[0148]

;[0149]

(ii) SEQ ID NO: 10의 핵산 서열을 갖는 5′ 비번역 영역(5' UTR);[0150]

(iii) SEQ ID NO: 6의 핵산 서열을 갖는 단백질 코딩 영역;[0151]

(iv) SEQ ID NO: 11의 핵산 서열을 갖는 3' 비번역 영역(3' UTR); 및[0152]

(v) 폴리(A) 테일.[0153]

특정 구현예에서, 폴리(A) 테일은 약 10개 내지 약 500개 길이의 아데노신 뉴클레오티드를 갖는다.[0154]

III. RSV F 단백질[0155]

호흡기 세포융합 바이러스(RSV)는 뉴모비리대(Pneumoviridae) 과에 속하는 네거티브-센스, 단일 가닥 RNA 바이[0156]

러스이다. RSV는 호흡기 감염을 일으킬 수 있다. RSV는 표면에 당단백질(G 단백질), 작은 소수성 단백질(SH 단

백질) 및 융합 단백질(F 단백질)이 있는 외피 바이러스이다.

RSV F 단백질은 바이러스 및 숙주 세포막의 융합을 담당하고, 적어도 3개의 입체형태(융합 전, 중간 및 융합 후[0157]

입체형태)를 취한다. 융합전 입체형태(융합-전, Pre-F)에서 F 단백질은 주요 항원성 부위 Ø가 노출된 삼량체

형태로 존재한다. 부위 Ø는 RSV-감염 대상체에 의해 생성된 중화 항체의 일차 표적 역할을 한다(문헌[Coultas

et al., Thorax. 74: 986-993. 2019]; [McLellan et al., Science. 340(6136): 1113-7. 2013] 참고). Pre-F는

숙주 세포 표면의 표적에 결합한 후, 부위 Ø가 더 이상 노출되지 않는 입체형태 변화를 겪는다. Pre-F는 일시
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적인 중간 입체형태로 전환되어, F 단백질이 숙주 세포막에 삽입될 수 있게 하여 바이러스와 숙주 세포막의 융

합을 유도한다. 최종 입체형태 시프트(conformational shift)는 단백질의 더 안정적이고 늘어난 형태를 초래한

다(융합후, Post-F). F 단백질의 부위 II 및 부위 IV는 Post-F에 특이적인 반면, 부위 I은 Pre-F 및 Post-F 입

체형태 둘 모두에 존재한다(문헌[McLellan et al., J. Virol. 85(15): 7788-7796. 2011]).

항원성 RSV F 폴리펩티드를 인코딩하는 RNA(예를 들어, mRNA)가 본원에 제공된다.[0158]

일 양태에서, 본 개시내용은 호흡기 세포융합 바이러스(RSV)  F  단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임[0159]

(ORF)을 포함하는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하는 RSV 백신을 제공하고, RSV F 단백질 항원은 SEQ ID NO: 3과 적

어도 98% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포함하거나 SEQ ID NO: 3의 아미노산 서열로 이루어진다.

일부 구현예에서, ORF는 코돈 최적화된다. 본원에 사용된 "코돈 최적화된" 또는 "코돈 최적화"는 RNA의 안정성[0160]

과 관련하고/하거나 대상체에서의 코돈 사용과 관련하여 더 유리할 수 있는 특정 코돈의 도입(동일한 아미노산

을 인코딩하는 각각의 야생형 코돈과의 교환)을 지칭한다.

일부 구현예에서, Pre-F와 Post-F 사이에 공유되는 RSV F 단백질의 에피토프는 차단된다. 에피토프를 차단하면,[0161]

항원성 RSV F 폴리펩티드를 인코딩하는 RNA(예를 들어, mRNA)가 대상체에게 투여될 때 에피토프에 대한 항체 생

성이 감소하거나 제거된다. 이것은 F의 특정 입체형태, 예컨대, 융합전 입체형태(예를 들어, 부위 Ø를 표적으

로 하는 항체)에 특이적인 에피토프를 표적으로 하는 항체의 비율을 증가시킬 수 있다. F는 아직 세포에 들어

가지 않은 바이러스에서 융합전 입체형태를 갖기 때문에, Pre-F를 표적으로 하는 항체의 증가된 비율은 더 높은

중화도를 제공할 수 있다(예를 들어, 본원에 기재된 바와 같이 중화 대 결합 비로 표현됨). 차단은 공유된 에피

토프 근처에서 N-글리칸과 같은 부피가 큰 모이어티를 조작하여 달성될 수 있다. 예를 들어, 야생형 F에 존재하

지 않는 N-글리코실화 부위는 예를 들어 적절한 잔기를 아스파라긴으로 돌연변이시킴으로써 추가될 수 있다. 일

부 구현예에서, 차단된 에피토프는 RSV F의 항원성 부위 I의 에피토프이다. 일부 구현예에서, pre-F와 post-F

사이에 공유되는 2개 이상의 에피토프가 차단된다. 일부 구현예에서, RSV F의 항원성 부위 I의 2개 이상의 에피

토프가 차단된다. 일부 구현예에서, 차단된 에피토프와 토폴로지적으로 중첩하는 하나 이상의 또는 모든 에피토

프도 차단되고, 선택적으로, 차단된 에피토프는 RSV F의 항원성 부위 I의 에피토프이다.

일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 SEQ ID NO: 1의 포지션 328, 348, 또는 507에 상응하는 하나 이상의 포지[0162]

션(즉, E328N, S348N 또는 R507N)의 아스파라긴 치환을 포함한다. 일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 SEQ ID

NO: 1의 포지션 328, 348, 또는 507에 상응하는 둘 이상의 포지션(즉, E328N, S348N 또는 R507N)의 아스파라긴

치환을  포함한다.  일부  구현예에서,  RSV  F  폴리펩티드는  SEQ  ID  NO:  1의  포지션 328,  348,  또는  507(즉,

E328N, S348N 및 R507N)의 아스파라긴 치환을 포함한다.

이전에 기술한 바와 같이, 이러한 아스파라긴은 글리코실화 부위로 기능할 수 있는 것으로 밝혀졌다(본원에 참[0163]

조로 포함되는 WO2019/195291 참고). 더욱이, 어떤 특정한 이론에 구속되기를 원하지 않으면서, 이들 부위의 글

리칸은 항원성 RSV F 폴리펩티드를 인코딩하는 RNA(예를 들어, mRNA)가 대상체에게 투여될 때 융합전 및 융합후

RSV F 단백질에 공통적인 에피토프를 포함하는 근처 에피토프에 대한 항체의 발달을 억제할 수 있다. 일부 구현

예에서, SEQ ID NO: 1의 포지션 328, 348, 또는 507에 상응하는 아스파라긴의 글리코실화는 융합전 RSV F와 융

합후 RSV F 사이에 공유되는 적어도 하나의 에피토프, 예컨대 항원성 부위 1의 에피토프를 차단한다. 융합전 및

융합후 RSV F 단백질에 공통적인 에피토프에 대한 항체의 개발을 억제하는 것은 부위 Ø 에피토프와 같은, 융합

전 RSV F 단백질에 특이적인 에피토프에 대한 항체 개발을 지시할 수 있기 때문에 유익할 수 있고, 이는 다른

RSV F 에피토프에 대한 항체보다 효과적인 중화 활성을 가질 수 있다. 부위 Ø 에피토프는 SEQ ID NO: 1의 아미

노산 잔기 62 내지 69 및 196 내지 209를 포함한다. 따라서, 일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 SEQ ID NO:

1의 아미노산 잔기 62 내지 69 및 196 내지 209를 포함한다.

본원에 기재된 RSV F 폴리펩티드는 야생형 RSV F에 비해 상이한 길이의 결실 또는 치환을 가질 수 있음을 주목[0164]

해야 한다. 예를 들어, SEQ ID NO: 1의 RSV F 폴리펩티드에서, 야생형 서열(SEQ ID NO: 1)의 포지션 98 내지

144는 GSGNVGL(SEQ ID NO: 15)로 대체되어, 40개의 아미노산이 순 제거되어, SEQ ID NO: 1의 포지션 328, 348,

또는 507이 SEQ ID NO: 3의 포지션 288, 308, 및 467에 상응하도록 한다. 대안적으로, SEQ ID NO: 3의 RSV F

폴리펩티드에서, 야생형 서열(SEQ ID NO: 1)의 포지션 98 내지 146은 GSGNVGLGG(SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 3

의 포지션 98 내지 106)로 대체되어, 40개 아미노산이 순 제거되어, SEQ ID NO: 1의 포지션 328, 348, 또는

507이 SEQ ID NO: 3의 포지션 290, 310, 및 469에 상응하도록 한다.

일반적으로, 본원에 기재된 작제물의 포지션은 예를 들어, 표준 매개변수(EBLOSUM62 매트릭스, 갭 페널티 10,[0165]
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갭 확장 페널티 0.5)와 함께 Needleman-Wunsch 알고리즘을 사용하여, 쌍 정렬에 의해 SEQ ID NO: 1의 야생형

서열 상에 매핑될 수 있다. 또한 해당 포지션을 식별하기 위한 대안적인 접근법으로 본원에 제공된 구조적 정렬

에 대한 설명을 참조한다.

일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 융합후 RSV F의 표면에 있는 것과 구조적으로 유사한 융합전 항원 상의[0166]

에피토프를 차단하는 글리칸을 추가하는 돌연변이를 포함한다. 일부 구현예에서, RSV F의 융합후 입체형태로 존

재할 수 있는 에피토프를 특이적으로 차단하기 위해 글리칸이 첨가된다. 일부 구현예에서, RSV F의 융합후 입체

형태로 존재할 수 있지만 RSV F의 융합전 입체형태로 존재하는 하나 이상의 에피토프에 영향을 미치지 않는 에

피토프, 예컨대, 부위 Ø 에피토프를 차단하는 글리칸이 첨가된다.

일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 SEQ ID NO: 2에 제시된 아미노산 서열에 대하여 적어도 85%, 90%, 95%,[0167]

97%, 98%, 99%, 또는 99.5% 동일성을 갖는 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 SEQ ID NO: 3에 제시된 아미노산 서열에 대하여 적어도 85%, 90%, 95%,[0168]

97%, 98%, 99%, 또는 99.5% 동일성을 갖는 서열을 포함한다.

일부 구현예에서,  RSV  F  폴리펩티드는 DS-CAV1  아미노산 치환(예를 들어, 문헌[McLellan  et  al.,  Science,[0169]

342(6158): 592-598, 2013]에 기재됨)을 포함하고, 상기에 기재된 아스파라긴 중 적어도 1, 2 또는 3개를 포함

하는 추가의 변형들이 이루어진다. CAV1 돌연변이는 SEQ ID NO: 1에 비하여 S190F 및 V207L이다. DS 돌연변이는

SEQ ID NO: 1에 비하여 S155C 및 S290C이다.

일부 구현예에서, 아미노산 치환 또는 한 쌍의 아미노산 치환은 프로토머간 안정화 치환(들)이다. 프로토머간[0170]

안정화가 될 수 있는 예시적인 치환은 SEQ  ID  NO:  1의 포지션 넘버링을 사용하여 V207L;  N228F;  I217V  및

E218F; I221L 및 E222M; 또는 Q224A 및 Q225L이다.

일부 구현예에서, 아미노산 치환 또는 한 쌍의 아미노산 치환은 프로토머내 안정화이다. 프로토머내 안정화가[0171]

될 수 있는 예시적인 치환은 SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버링을 사용하여 V220I; 및 A74L 및 Q81L이다.

일부 구현예에서, 아미노산 치환은 나선 안정화이고, 즉 RSV F의 나선 도메인을 안정화하는 것으로 예측된다.[0172]

나선 도메인의 안정화는 부위 Ø 에피토프의 안정성 및 일반적으로 RSV F의 융합전 입체형태의 안정성에 기여할

수 있다. 나선 안정화가 될 수 있는 예시적인 치환은 SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버링을 사용하여 N216P 또는

I217P이다. SEQ ID NO: 1의 포지션 217은 SEQ ID NO: 3의 포지션 177에 상응한다.

일부 구현예에서, 아미노산 치환은 나선 캡핑이다. 일부 구현예에서, 아미노산 치환은 나선 PRO 캡핑이다. 나선[0173]

캡핑은 알파 나선에 있는 프롤린 잔기 돌연변이가 나선 형성을 방해할 수 있지만 나선 영역의 N-말단에 있는 프

롤린은 PHI/PSI 결합 각도를 안정화하여 나선 형성을 유도하는 데 도움이 될 수 있다는 생물물리학적 관찰을 기

반으로 한다. 나선 캡핑이 될 수 있는 예시적인 치환은 SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버링을 사용하여 N216P 또는

I217P이다.

일부 구현예에서, 아미노산 치환은 DS-CAV1의 디설피드 돌연변이를 대체한다. 일부 구현예에서, DS-CAV1의 조작[0174]

된 디설피드는 SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버링을 사용하여 야생형(DS-CAV1의 C69S 및/또는 C212S 돌연변이)으로

복귀된다. 일부 구현예에서, DS-CAV1의 하나 이상의 C 잔기가 S 잔기로 대체되어, 디설피드 결합을 제거한다.

일부 구현예에서, SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버링을 사용한 C69S 또는 C212S 치환은 디설피드 결합을 제거한다.

일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버링을 사용한 C69S 및 C212S 둘 모두를 포함한

다. 일부 구현예에서, 이러한 시스테인을 대체하여 디설피드 결합을 제거하면 RSV F 폴리펩티드의 감소(즉, 환

원제로부터 전자의 수용)를 차단한다. 일부 구현예에서, SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버링을 사용한 I217P 치환은

C69 및/또는 C212에서의 치환 대신 항원에 포함된다.

일부 구현예에서, 아미노산 치환은 트립신 또는 트립신-유사 프로테아제에 의한 단백질분해를 방지한다. 일부[0175]

구현예에서,  이러한  단백질분해를  방지하는  아미노산  치환은  RSV  F의  헵타드  반복  영역  B(heptad  repeat

region, HRB) 영역에 있다.

야생형 HRB 영역을 포함하는 RSV F 폴리펩티드의 단백질분해와 일치하는 단편의 출현은 이 영역의 리신 또는 아[0176]

르기닌이 단백질분해의 표적이 되고 있었음을 시사했다. K 또는 R 잔기를 제거하기 위한 아미노산 치환은 녹아

웃(knockout,  KO)이라고  할  수  있다.  일부  구현예에서,  K  또는  R은  L  또는  Q에  대해  치환된다.  일부

구현예에서, K는 L 또는 Q에 대해 치환된다. 일부 구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 SEQ ID NO: 1의 포지션 넘버

링을 사용한 K498L 및/또는 K508Q를 포함한다. SEQ ID NO: 3에서 상응하는 포지션은 각각 458 및 468이다. 일부
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구현예에서, RSV F 폴리펩티드는 K498L 및 K508Q 둘 모두를 포함한다.

일부 구현예에서, 아미노산 치환은 글리칸을 추가한다. 일부 구현예에서, 아미노산 치환은 RSV F 폴리펩티드에[0177]

글리칸을 추가함으로써 글리코실화를 증가시킨다. 글리칸을 추가하기 위한 치환은 (추가 글리칸이 없는) 천연

글리코실화와 비교하여 조작된 글리코실화라고도 할 수 있다.

일부 구현예에서, 글리칸을 추가하기 위한 아미노산 치환은 N에 의한 치환이다. 일부 구현예에서, N에 의한 아[0178]

미노산 치환은 N-연결 글리코실화를 허용한다. 일부 구현예에서, N에 의한 치환은 NxT/S 글리코실화 모티프를

형성하는, N에 대한 C-말단의 제2 아미노산 포지션에서 T 또는 S에 의한 치환을 수반한다. 일부 구현예에서, N

은 표면-노출된다.

RSV F 폴리펩티드의 전술한 치환 및 돌연변이 각각은 본원에 참고로 포함된 WO2019/195291에 보다 상세히 기술[0179]

된다.

일 양태에서, 본 개시내용은 호흡기 세포융합 바이러스(RSV)  F  단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임[0180]

(ORF)을 포함하는 메신저 RNA(mRNA)를 포함하는 RSV 백신을 제공하고, RSV F 단백질 항원은 SEQ ID NO: 1에 제

시된 아미노산 서열에 비하여 다음 치환 중 하나 이상을 포함한다:

1) SEQ ID NO: 1의 아미노산 포지션 98 내지 146이 GSGNVGLGG(SEQ ID NO: 16)의 아미노산 서열로 대체된다;[0181]

2) 아미노산 치환 S190F 및 V207L;[0182]

3) 아미노산 치환 I217P;[0183]

4) 아미노산 치환 E328N, S348N, 및 R507N;[0184]

5) 아미노산 치환 L373R;[0185]

6) 아미노산 치환 K498L; 및[0186]

7) 아미노산 치환 K508Q.[0187]

또 다른 양태에서, 본 개시내용은 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 ORF를 포함하는 mRNA를 포함하는 RSV 백신을[0188]

제공하고, RSV F 단백질 항원은 SEQ ID NO: 1에 제시된 아미노산 서열에 비하여 다음 치환을 각각 포함한다:

1) SEQ ID NO: 1의 아미노산 포지션 98 내지 146이 GSGNVGLGG(SEQ ID NO: 16)의 아미노산 서열로 대체된다;[0189]

2) 아미노산 치환 S190F 및 V207L;[0190]

3) 아미노산 치환 I217P;[0191]

4) 아미노산 치환 E328N, S348N, 및 R507N;[0192]

5) 아미노산 치환 L373R;[0193]

6) 아미노산 치환 K498L; 및[0194]

7) 아미노산 치환 K508Q.[0195]

특정  구현예에서,  RSV  F  단백질  항원은  막관통  도메인  및[0196]

IMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN(SEQ ID NO: 17)의 세포질 테일 아미노산 서열을 포함한

다.

일부 구현예에서, mRNA는 SEQ ID NO: 4 내지 SEQ ID NO: 6에 제시된 핵산 서열 중 어느 하나에 대하여 적어도[0197]

80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적

어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 100% 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, mRNA는 SEQ ID NO: 12 내지 SEQ ID NO: 14에 제시된 핵산 서열 중 어느 하나에 대하여 적어도[0198]

80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적

어도 97%, 적어도 98%, 적어도 99%, 또는 100% 동일성을 갖는 핵산 서열을 포함한다.

IV. 지질 나노입자(LNP)[0199]

본 개시내용의 LNP는 4가지 범주의 지질을 포함할 수 있다: (i) 이온화 가능한 지질(예를 들어, 양이온성 지[0200]
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질); (ii) PEG화된 지질; (iii) 콜레스테롤계 지질(예를 들어, 콜레스테롤), 및 (iv) 헬퍼 지질.

A. 양이온성 지질[0201]

이온화 가능한 지질은 mRNA 캡슐화를 촉진하고, 양이온성 지질일 수 있다. 양이온성 지질은 낮은 pH에서 양전하[0202]

환경을 제공하여 음전하 mRNA 약물 물질의 효율적인 캡슐화를 용이하게 한다. 예시적인 양이온성 지질은 하기

표 1에 나와 있다.

[표 1][0203]

이온화 가능한 지질[0204]

[0205]
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[0206]
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[0207]

양이온성 지질은 [ckkE10]/[OF-02], [(6Z,9Z,28Z,31Z)-헵타트리아콘타-6,9,28,31-테트라엔-19-일] 4-(디메틸아[0208]

미노)부타노에이트(D-Lin-MC3-DMA);  2,2-디리놀레일-4-디메틸아미노에틸-[1,3]-디옥솔란(DLin-KC2-DMA);  1,2-

디리놀레일옥시-N,N-디메틸-3-아미노프로판(DLin-DMA); 디((Z)-논-2-엔-1-일) 9-((4-(디메틸아미노)부타노일)옥

시)헵타데칸디오에이트(L319);  9-헵타데카닐  8-{(2-하이드록시에틸)[6-옥소-6-(운데실옥시)헥실]아미노}옥타노

에이트(SM-102); [(4-하이드록시부틸)아잔디일]디(헥산-6,1-디일) 비스(2-헥실데카노에이트)(ALC-0315); [3-(디

메틸아미노)-2-[(Z)-옥타덱-9-에노일]옥시프로필] (Z)-옥타덱-9-에노에이트(DODAP); 2,5-비스(3-아미노프로필아

미노)-N-[2-[디(헵타데실)아미노]-2-옥소에틸]펜탄아미드(DOGS);  [(3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-10,13-디메틸-

17-[(2R)-6-메틸헵탄-2-일]-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-도데카하이드로-1H-사이클로펜타[a]페난트렌-3-일]

N-[2-(디메틸아미노)에틸]카르바메이트(DC-Chol); 테트라키스(8-메틸노닐) 3,3',3",3'''-(((메틸아잔디일) 비스

(프로판-3,1 디일))비스 (아잔트리일))테트라프로피오네이트(306Oi10); 데실 (2-(디옥틸암모니오)에틸) 포스페

이트(9A1P9);  에틸  5,5-디((Z)-헵타덱-8-엔-1-일)-1-(3-(피롤리딘-1-일)프로필)-2,5-디하이드로-1H-이미다졸-

2-카르복실레이트(A2-Iso5-2DC18);  비스(2-(도데실디설파닐)에틸) 3,3'-((3-메틸-9-옥소-10-옥사-13,14-디티아

-3,6-디아자헥사코실)아잔디일)디프로피오네이트(BAME-O16B); 1,1'-((2-(4-(2-((2-(비스(2-하이드록시도데실)아

미노)에틸)  (2-하이드록시도데실)아미노)에틸)  피페라진-1-일)에틸)아잔디일)  비스(도데칸-2-올)(C12-200);

3,6-비스(4-(비스(2-하이드록시도데실)아미노)부틸)피페라진-2,5-디온(cKK-E12);  헥사(옥탄-3-일)

9,9',9",9''',9'''',9'''''-((((벤젠-1,3,5-트리카르보닐)이리스(아잔디일)) 트리스(프로판-3,1-디일))  트리스

(아잔트리일))헥사노나노에이트(FTT5);  (((3,6-디옥소피페라진-2,5-디일)비스(부탄-4,1-디일))비스(아잔트리
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일))테트라키스(에탄-2,1-디일)(9Z,9'Z,9"Z,9'''Z,12Z,12′Z,12"Z,12'''Z)-테트라키스  (옥타데카-9,12-디에노

에이트)(OF-Deg-Lin);  TT3;  N
1
,N

3
,N

5
-트리스(3-(디도데실아미노)프로필)벤젠-1,3,5-트리카르복사미드;  N1-[2-

((1S)-1-[(3-아미노프로필)아미노]-4-[디(3-아미노프로필)아미노]부틸카르복사미도)에틸]-3,4-디[올레일옥시]-

벤즈아미드(MVL5);  헵타데칸-9-일  8-((2-하이드록시에틸)(8-(노닐옥시)-8-옥소옥틸)아미노)옥타노에이트(지질

5); 및 이들의 조합을 포함하는 군으로부터 선택될 수 있다.

특정 구현예에서, 양이온성 지질은 생분해성이다.[0209]

다양한 구현예에서, 양이온성 지질은 생분해성이 아니다.[0210]

일부 구현예에서, 양이온성 지질은 절단 가능하다.[0211]

특정 구현예에서, 양이온성 지질은 절단 가능하지 않다.[0212]

양이온성  지질은  문헌[Dong  et  al.  (PNAS.  111(11):3955-60.  2014)];  문헌[Fenton  et  al.  (Adv.  Mater.[0213]

28:2939. 2016)]; 미국 특허 제9,512,073호; 및 미국 특허 제10,201,618호에 더 상세하게 기재되어 있고, 이들

각각은 본원에 참조로 포함된다.

B. PEG화된 지질[0214]

PEG화된 지질 성분은 나노입자의 입자 크기 및 안정성에 대한 제어를 제공한다. 그러한 성분의 첨가는 복잡한[0215]

응집을 방지할 수 있고, 순환 수명을 증가시키고 표적 조직으로의 지질-핵산 약제학적 조성물의 전달을 증가시

키는 수단을 제공할 수 있다(문헌[Klibanov et al. FEBS Letters 268(1):235-7. 1990]). 이들 성분은 생체내에

서 약제학적 조성물로부터 빠르게 교환되도록 선택될 수 있다(예를 들어, 미국 특허 제5,885,613호 참조).

고려되는 PEG화된 지질은 C6-C20 (예를 들어, C8, C10, C12, C14, C16, 또는 C18) 길이의 알킬 사슬(들)을 갖는 지질[0216]

에 공유 부착된 최대 5 kDa 길이의 폴리에틸렌 글리콜(PEG) 사슬, 예컨대 유도체화된 세라마이드(예를 들어, N-

옥타노일-스핑고신-1-[숙시닐(메톡시폴리에틸렌 글리콜)]  (C8  PEG  세라마이드))를 포함하지만, 이에 제한되지

않는다.  일부  구현예에서,  PEG화된  지질은  1,2-디미리스토일-rac-글리세로-3-메톡시폴리에틸렌  글리콜(DMG-

PEG);  1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민-폴리에틸렌 글리콜(DSPE-PEG);  1,2-디라우로일-sn-글

리세로-3-포스포에탄올아민-폴리에틸렌 글리콜(DLPE-PEG);  또는 1,2-디스테아로일-rac-글리세로-폴리에틸렌 글

리콜(DSG-PEG), PEG-DAG; PEG-PE; PEG-S-DAG; PEG-S-DMG; PEG-cer; PEG-디알콕시프로필카르바메이트; 2-[(폴리

에틸렌 글리콜)-2000]-N,N-디테트라데실아세트아미드(ALC-0159); 및 이들의 조합이다.

특정  구현예에서,  PEG는  고분자량,  예를  들어,  2000  내지  2400  g/mol을  갖는다.  특정  구현예에서,  PEG는[0217]

PEG2000(또는  PEG-2K)이다.  특정  구현예에서,  본원의  PEG화된  지질은  DMG-PEG2000,  DSPE-PEG2000,  DLPE-

PEG2000, DSG-PEG2000, C8 PEG2000, 또는 ALC-0159(2-[(폴리에틸렌 글리콜)-2000]-N,N-디테트라데실아세트아미

드)이다. 특정 구현예에서, 본원의 PEG화된 지질은 DMG-PEG2000이다.

C. 콜레스테롤계 지질[0218]

콜레스테롤 성분은 나노입자 내의 지질 이중층 구조에 안정성을 제공한다. 일부 구현예에서, LNP는 하나 이상의[0219]

콜레스테롤계 지질을 포함한다. 적합한 콜레스테롤계 지질은 예를 들어: DC-Choi (N,N-디메틸-N-에틸카르복사미

도콜레스테롤),  l,4-비스(3-N-올레일아미노-프로필)피페라진(문헌[Gao  et  al.,  Biochem  Biophys  Res  Comm.

(1991) 179:280]; [Wolf et al., BioTechniques (1997) 23:139]; 미국 특허 제5,744,335호), 이미다졸 콜레스

테롤 에스테르("ICE"; WO2011/068810), 시토스테롤(22,23-디하이드로스티그마스테롤), β-시토스테롤, 시토스타

놀,  푸코스테롤,  스티그마스테롤(스티그마스타-5,22-디엔-3-올), 에르고스테롤;  데스모스테롤(3β-하이드록시-

5,24-콜레스타디엔);  라노스테롤(8,24-라노스타디엔-3b-올);  7-데하이드로콜레스테롤(Δ5,7-콜레스테롤);  디하

이드로라노스테롤(24,25-디하이드로라노스테롤);  자이모스테롤(5α-콜레스타-8,24-디엔-3β-올);  라토스테롤(5

α-콜레스트-7-엔-3ß-올);  디오스게닌((3β,25R)-스피로스트-5-엔-3-올);  캄페스테롤(캄페스트-5-엔-3ß-올);

캄페스타놀(5a-캄페스탄-3b-올);  24-메틸렌 콜레스테롤(5,24(28)-콜레스타디엔-24-메틸렌-3ß-올); 콜레스테릴

마가레이트(콜레스트-5-엔-3ß-일 헵타데카노에이트); 콜레스테릴 올레에이트; 콜레스테롤 스테아레이트 및 기

타 변형된 형태의 콜레스테롤을 포함한다. 일부 구현예에서, LNP에 사용되는 콜레스테롤계 지질은 콜레스테롤이

다.

D. 헬퍼 지질[0220]

헬퍼 지질은 LNP의 구조적 안정성을 향상시키고, 엔도좀 탈출에서 LNP를 돕는다. 그것은 mRNA 약물 페이로드의[0221]
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흡수 및 방출을 향상시킨다. 일부 구현예에서, 헬퍼 지질은 약물 페이로드의 흡수 및 방출을 향상시키기 위한

융해성 특성들을 갖는 쯔비터이온성 지질이다. 헬퍼 지질의 예는 1,2-디올레오일-SN-글리세로-3-포스포에탄올아

민(DOPE);  1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포콜린(DSPC);  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-포스포-L-세린

(DOPS); 1,2-디엘라이도일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민 (DEPE); 및 1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-포스포콜

린(DPOC), 디팔미토일포스파티딜콜린(DPPC), DMPC, 1,2-디라우로일-sn-글리세로-3-포스포콜린(DLPC), 1,2-디스

테아로일포스파티딜에탄올아민(DSPE), 및 1,2-디라우로일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민(DLPE)이다.

다른 예시적인 헬퍼 지질은 디올레오일포스파티딜콜린(DOPC), 디올레오일포스파티딜글리세롤(DOPG), 디팔미토일[0222]

포스파티딜글리세롤(DPPG),  팔미토일올레오일포스파티딜콜린(POPC),  팔미토일올레오일-포스파티딜에탄올아민

(POPE), 디올레오일-포스파티딜에탄올아민 4-(N-말레이미도메틸)-사이클로헥산-l-카르복실레이트(DOPE-mal), 디

팔미토일 포스파티딜 에탄올아민(DPPE), 디미리스토일포스포에탄올아민(DMPE), 포스파티딜세린, 스핑고지질, 스

핑고미엘린, 세라마이드, 세레브로시드, 강글리오시드, 16-O-모노메틸 PE, 16-O-디메틸 PE, 18-1-트랜스 PE, l-

스테아로일-2-올레오일-포스파티디에탄올아민(SOPE),  또는  이들의  조합이다.  특정  구현예에서,  헬퍼  지질은

DOPE이다. 특정 구현예에서, 헬퍼 지질은 DSPC이다.

다양한 구현예에서, 본 LNP는 (i) OF-02, cKK-E10, GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1, GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10,[0223]

또는 GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14로부터 선택된 양이온성 지질; (ii) DMG-PEG2000; (iii) 콜레스테롤; 및 (iv)

DOPE를 포함한다.

E. 지질 성분의 몰비[0224]

상기 성분들의 몰비는 mRNA 전달에서 LNP의 유효성에 중요하다. 양이온성 지질, PEG화된 지질, 콜레스테롤계 지[0225]

질, 및 헬퍼 지질의 몰비는 A: B: C: D이고, 여기서 A + B + C + D = 100%이다. 일부 구현예에서, 총 지질에

비한 LNP내 양이온성 지질(즉, A)의 몰비는 35 내지 55%, 예컨대 35 내지 50%(예를 들어, 38 내지 42%, 예컨대

40%, 또는 45 내지 50%)이다. 일부 구현예에서, 총 지질에 비한 PEG화된 지질 성분(즉, B)의 몰비는 0.25 내지

2.75%(예를 들어, 1 내지 2% 예컨대 1.5%)이다. 일부 구현예에서, 총 지질에 바한 콜레스테롤계 지질(즉, C)의

몰비는 20 내지 50%(예를 들어, 27 내지 30% 예컨대 28.5%, 또는 38 내지 43%)이다. 일부 구현예에서, 총 지질

에 비한 헬퍼 지질(즉, D)의 몰비는 5 내지 35%(예를 들어, 28 내지 32%, 예컨대 30%, 또는 8 내지 12%, 예컨대

10%)이다. 일부 구현예에서, (PEG화된 지질 + 콜레스테롤) 성분은 헬퍼 지질과 동일한 몰량을 갖는다. 일부 구

현예에서, LNP는 1보다 큰 헬퍼 지질에 대한 양이온성 지질의 몰비를 함유한다.

특정 구현예에서, 본 개시내용의 LNP는:[0226]

35% 내지 55% 또는 40% 내지 50%의 몰비의 양이온성 지질(예를 들어, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41% 42%,[0227]

43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 또는 55%의 몰비의 양이온성 지질);

0.25% 내지 2.75% 또는 1.00% 내지 2.00%의 몰비의 폴리에틸렌 글리콜(PEG) 컨쥬게이션된(PEG화된) 지질(예를[0228]

들어, 0.25%, 0.50%, 0.75%, 1.00%, 1.25%, 1.50%, 1.75%, 2.00%, 2.25%, 2.50%, 또는 2.75%의 몰비의 PEG화

된 지질);

20% 내지 50%, 25% 내지 45%, 또는 28.5% 내지 43%의 몰비의 콜레스테롤계 지질(예를 들어, 20%, 21%, 22%,[0229]

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%, 또는 50%의 몰비의 콜레스테롤계 지질); 및

5% 내지 35%, 8% 내지 30%, 또는 10% 내지 30%의 몰비의 헬퍼 지질(예를 들어, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%,[0230]

12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%,

32%, 33%, 34%, 또는 35%의 몰비의 헬퍼 지질)을 포함하고,

모든 몰비는 LNP의 총 지질 함량에 상대적이다.[0231]

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 양이온성 지질; 1.5%의 몰비의 PEG화된 지질; 28.5%의 몰비의 콜레스테[0232]

롤계 지질; 및 30%의 몰비의 헬퍼 지질을 포함한다.

특정 구현예에서, PEG화된 지질은 디미리스토일-PEG2000(DMG-PEG2000)이다.[0233]

다양한 구현예에서, 콜레스테롤계 지질은 콜레스테롤이다.[0234]

일부 구현예에서, 헬퍼 지질은 1,2-디올레오일-SN-글리세로-3-포스포에탄올아민(DOPE)이다.[0235]
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특정 구현예에서, LNP는: 35% 내지 55%의 몰비의 OF-02; 0.25% 내지 2.75%의 몰비의 DMG-PEG2000; 20% 내지[0236]

50%의 몰비의 콜레스테롤; 및 5% 내지 35%의 몰비의 DOPE를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 35% 내지 55%의 몰비의 cKK-E10; 0.25% 내지 2.75%의 몰비의 DMG-PEG2000; 20% 내지[0237]

50%의 몰비의 콜레스테롤; 및 5% 내지 35%의 몰비의 DOPE를 포함한다.

특정 구현예에서,  LNP는:  35%  내지 55%의  몰비의 GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1;  0.25%  내지 2.75%의  몰비의[0238]

DMG-PEG2000; 20% 내지 50%의 몰비의 콜레스테롤; 및 5% 내지 35%의 몰비의 DOPE를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 35% 내지 55%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10; 0.25% 내지 2.75%의 몰비의 DMG-[0239]

PEG2000; 20% 내지 50%의 몰비의 콜레스테롤; 및 5% 내지 35%의 몰비의 DOPE를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 35% 내지 55%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14; 0.25% 내지 2.75%의 몰비의 DMG-[0240]

PEG2000; 20% 내지 50%의 몰비의 콜레스테롤; 및 5% 내지 35%의 몰비의 DOPE를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 35% 내지 55%의 몰비의 SM-102; 0.25% 내지 2.75%의 몰비의 DMG-PEG2000; 20% 내지[0241]

50%의 몰비의 콜레스테롤; 및 5% 내지 35%의 몰비의 DSPC를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 35% 내지 55%의 몰비의 ALC-0315; 0.25% 내지 2.75%의 몰비의 ALC-0159; 20% 내지[0242]

50%의 몰비의 콜레스테롤; 및 5% 내지 35%의 몰비의 DSPC를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 OF-02;  1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000;  28.5%의 몰비의 콜레스테롤; 및[0243]

30%의 몰비의 DOPE를 포함한다. 이 LNP 제형은 본원에서 "지질 A"로 명명된다.

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 cKK-E10; 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000; 28.5%의 몰비의 콜레스테롤; 및[0244]

30%의 몰비의 DOPE를 포함한다. 이 LNP 제형은 본원에서 "지질 B"로 명명된다.

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1; 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000; 28.5%의 몰[0245]

비의 콜레스테롤; 및 30%의 몰비의 DOPE를 포함한다. 이 LNP 제형은 본원에서 "지질 C"로 명명된다.

특정 구현예에서, LNP는: (40%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10; 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000; 28.5%의 몰비[0246]

의 콜레스테롤; 및 30%의 몰비의 DOPE를 포함한다. 이 LNP 제형은 본원에서 "지질 D"로 명명된다.

특정 구현예에서, LNP는: 40%의 몰비의 GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14; 1.5%의 몰비의 DMG-PEG2000; 28.5%의 몰비[0247]

의 콜레스테롤; 및 30%의 몰비의 DOPE를 포함한다. 이 LNP 제형은 본원에서 "지질 E"로 명명된다.

특정  구현예에서,  LNP는:  50%의  몰비의  9-헵타데카닐[0248]

8-{(2-하이드록시에틸)[6-옥소-6-(운데실옥시)헥실]아미노}옥타노에이트(SM-102); 10%의 몰비의 1,2-디스테아로

일-sn-글리세로-3-포스포콜린(DSPC); 38.5%의 몰비의 콜레스테롤; 및 1.5%의 몰비의 1,2-디미리스토일-rac-글리

세로-3-메톡시폴리에틸렌 글리콜-2000(DMG-PEG2000)을 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 46.3%의 몰비의 (4-하이드록시부틸)아잔디일]디(헥산-6,1-디일) 비스(2-헥실데카노에[0249]

이트)(ALC-0315); 9.4%의 몰비의 1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포콜린(DSPC); 42.7%의 몰비의 콜레스테

롤; 및 1.6%의 몰비의 2-[(폴리에틸렌 글리콜)-2000]-N,N-디테트라데실아세트아미드(ALC-0159)를 포함한다.

특정 구현예에서, LNP는: 47.4%의 몰비의 (4-하이드록시부틸)아잔디일]디(헥산-6,1-디일) 비스(2-헥실데카노에[0250]

이트)(ALC-0315);  10%의  몰비의  1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포콜린(DSPC);  40.9%의  몰비의

콜레스테롤; 및 1.7%의 몰비의 2-[(폴리에틸렌 글리콜)-2000]-N,N-디테트라데실아세트아미드(ALC-0159)를 포함

한다.

LNP 제형에 투입될 각각의 지질의 실제 양을 계산하기 위해, 양이온성 지질의 몰량은 먼저 원하는 N/P 비에 기[0251]

초하여 결정되고, 여기서 N은 양이온성 지질에서 질소 원자의 수이고, P는 LNP에 의해 수송되는 mRNA의 포스페

이트 기의 수이다. 다음으로, 각각의 다른 지질의 몰량은 양이온성 지질의 몰량과 선택된 몰비에 기초하여 계산

된다. 그런 다음, 이러한 몰량은 각 지질의 분자량을 사용하여 중량으로 변환된다.

F. 완충액 및 다른 성분들[0252]

핵산 및/또는 LNP를 안정화하기 위해 (예를 들어, 백신 제품의 유통기한을 연장하기 위해), LNP 약제학적 조성[0253]

물의 투여를 용이하게 하기 위해, 및/또는 핵산의 생체내 발현을 향상시키기 위해, 핵산 및/또는 LNP는 하나 이

상의 담체, 표적 리간드, 안정화 시약(예를 들어, 보존제 및 산화방지제), 및/또는 기타 약제학적으로 허용 가
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능한  부형제와  조합하여  제형화될  수  있다.  이러한  부형제의  예는  파라벤,  티메로살,  티오메르살,

클로로부탄올, 벤즈알코늄 클로라이드 및 킬레이트제(예를 들어, EDTA)이다.

본 개시내용의 LNP 조성물은 냉동 액체 형태 또는 동결건조 형태로 제공될 수 있다. 수크로스, 트레할로스, 글[0254]

루코스,  만니톨,  만노스,  덱스트로스  등을  포함하지만  이에  제한되지  않는  다양한  동결방지제가  사용될  수

있다. 동결방지제는 LNP 조성물의 5 내지 30%(w/v)를 구성할 수 있다. 일부 구현예에서, LNP 조성물은 예를 들

어, 5 내지 30%(예를 들어, 10%)(w/v)의 트레할로스를 포함한다. 일단 동결방지제로 제형화되면, LNP 조성물은

-20℃ 내지 -80℃에서 동결(또는 동결건조 및 동결보존)될 수 있다.

LNP 조성물은 완충 수용액으로 환자에게 제공될 수 있다 - 이전에 동결된 경우 해동되거나, 이전에 동결건조된[0255]

경우 병상에서 완충 수용액으로 재구성된다. 완충 용액은 등장성일 수 있고, 예를 들어, 근육내 또는 피내 주사

에 적합할 수 있다. 일부 구현예에서, 완충 용액은 인산염 완충 식염수(PBS)이다.

V. LNP 백신을 제조하기 위한 프로세스[0256]

본 LNP는 다양한 기법에 의해 제조될 수 있다. 예를 들어, 다층 소포(multilamellar vesicles, MLV)는 적절한[0257]

용매에 지질을 용해시킴으로써 적절한 컨테이너 또는 용기의 내벽에 선택된 지질을 침착시킨 다음, 용매를 증발

시켜 용기 내부의 박막을 남기거나 분무-건조와 같은 통상적인 기법에 따라 제조될 수 있다. 그런 다음 MLV를

형성시키는 보르텍싱 운동으로 수성 상이 용기에 첨가될 수 있다. 그런 다음, 단층 소포(unilamellar vesicle,

ULV)는 다층 소포의 균질화, 초음파처리 또는 압출에 의해 형성될 수 있다. 또한, 단층 소포는 세제 제거 기법

에 의해 형성될 수 있다.

US 2011/0244026, US 2016/0038432, US 2018/0153822, US 2018/0125989, 및 US 2021/0046192에 다양한 방법들[0258]

이 기재되어 있고, LNP 백신을 제조하는 데 사용될 수 있다. 하나의 예시적인 프로세스는 US 2016/0038432에 기

재된 바와 같이, 지질을 먼저 지질 나노입자로 미리 형성하지 않으면서 mRNA를 지질 혼합물과 혼합함으로써

mRNA를 캡슐화하는 것을 수반한다. 또다른 예시적인 프로세스는 US 2018/0153822에 기재된 바와 같이, 미리 형

성된 LNP를 mRNA와 혼합함으로써 mRNA를 캡슐화하는 것을 수반한다.

일부 구현예에서, mRNA-로드된 LNP를 제조하는 프로세스는 용액 중 하나 이상을 주위 온도보다 높은 온도까지[0259]

가열하는 단계를 포함하고, 상기 하나 이상의 용액은 미리 형성된 지질 나노입자를 포함하는 용액, mRNA를 포함

하는 용액 및 LNP-캡슐화된 mRNA를 포함하는 혼합 용액이다. 일부 구현예에서, 프로세스는 혼합 단계 이전에,

mRNA 용액 및 미리 형성된 LNP 용액 중 하나 또는 둘 모두를 가열하는 단계를 포함한다. 일부 구현예에서, 프로

세스는 미리 형성된 LNP를 포함하는 용액, mRNA를 포함하는 용액 및 LNP-캡슐화된 mRNA를 포함하는 용액 중 하

나 이상을 혼합 단계 동안 가열하는 단계를 포함한다. 일부 구현예에서, 프로세스는 혼합 단계 후에 LNP-캡슐화

된 mRNA를 가열하는 단계를 포함한다. 일부 구현예에서, 용액 중 하나 이상이 가열되는 온도는 약 30℃, 37℃,

40℃, 45℃, 50℃, 55℃, 60℃, 65℃, 또는 70℃이거나, 이보다 높다. 일부 구현예에서, 용액 중 하나 이상이

가열되는 온도는 약 25 내지 70℃, 약 30 내지 70℃, 약 35 내지 70℃, 약 40 내지 70℃, 약 45 내지 70℃, 약

50 내지 70℃, 또는 약 60 내지 70℃ 범위이다. 일부 구현예에서, 온도는 약 65℃이다.

본 개시내용에 적합한 mRNA 용액을 제조하기 위해 다양한 방법이 사용될 수 있다. 일부 구현예에서, mRNA는 본[0260]

원에 기재된 완충 용액에 직접 용해될 수 있다. 일부 구현예에서, mRNA 용액은 캡슐화를 위해 지질 용액과 혼합

하기 전에 mRNA 스톡 용액을 완충 용액과 혼합함으로써 생성될 수 있다. 일부 구현예에서, mRNA 용액은 캡슐화

를 위해 지질 용액과 혼합하기 직전에 mRNA 스톡 용액을 완충 용액과 혼합함으로써 생성될 수 있다. 일부 구현

예에서, 적합한 mRNA 스톡 용액은 약 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0 mg/ml,

1.2  mg/ml,  1.4  mg/ml,  1.5  mg/ml,  또는 1.6  mg/ml,  2.0  mg/ml,  2.5  mg/ml,  3.0  mg/ml,  3.5  mg/ml,  4.0

mg/ml, 4.5 mg/ml, 또는 5.0 mg/ml 이상의 농도로 물 또는 완충액에 mRNA를 함유할 수 있다.

일부 구현예에서, mRNA 스톡 용액은 펌프를 사용하여 완충 용액과 혼합된다. 예시적인 펌프는 기어 펌프, 연동[0261]

펌프 및 원심 펌프를 포함하지만, 이에 제한되지 않는다. 전형적으로, 완충 용액은 mRNA 스톡 용액보다 더 큰

속도로 혼합된다. 예를 들어, 완충 용액은 mRNA 스톡 용액의 속도보다 적어도 1x, 2x, 3x, 4x, 5x, 6x, 7x,

8x, 9x, 10x, 15x, 또는 20x 더 큰 속도로 혼합될 수 있다. 일부 구현예에서, 완충 용액은 약 100 내지 6000

ml/분 (예를 들어, 약 100 내지 300 ml/분, 300 내지 600 ml/분, 600 내지 1200 ml/분, 1200 내지 2400 ml/분,

2400 내지 3600 ml/분, 3600 내지 4800 ml/분, 4800 내지 6000 ml/분, 또는 60 내지 420 ml/분) 범위의 유속으

로 혼합된다. 일부 구현예에서, 완충 용액은 약 60 ml/분, 100 ml/분, 140 ml/분, 180 ml/분, 220 ml/분, 260

ml/분, 300 ml/분, 340 ml/분, 380 ml/분, 420 ml/분, 480 ml/분, 540 ml/분, 600 ml/분, 1200 ml/분, 2400
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ml/분, 3600 ml/분, 4800 ml/분, 또는 6000 ml/분 이상의 유속으로 혼합된다.

일부 구현예에서, mRNA 스톡 용액은 약 10 내지 600 ml/분 (예를 들어, 약 5 내지 50 ml/분, 약 10 내지 30[0262]

ml/분, 약 30 내지 60 ml/분, 약 60 내지 120 ml/분, 약 120 내지 240 ml/분, 약 240 내지 360 ml/분, 약 360

내지 480 ml/분, 또는 약 480 내지 600 ml/분) 범위의 유속으로 혼합된다. 일부 구현예에서, mRNA 스톡 용액은

약 5 ml/분, 10 ml/분, 15 ml/분, 20 ml/분, 25 ml/분, 30 ml/분, 35 ml/분, 40 ml/분, 45 ml/분, 50 ml/분,

60 ml/분, 80 ml/분, 100 ml/분, 200 ml/분, 300 ml/분, 400 ml/분, 500 ml/분, 또는 600 ml/분 이상의 유속으

로 혼합된다.

원하는 mRNA를 지질 나노입자에 혼입하는 프로세스를 "로딩"이라고 한다. 예시적인 방법은 문헌[Lasic et al.,[0263]

FEBS Lett. (1992) 312:255-8]에 기재되어 있다. LNP-혼입된 핵산은 지질 나노입자의 이중층 막 내에서 지질 나

노입자의 내부 공간에 완전히 또는 부분적으로 위치하거나, 지질 나노입자 막의 외부 표면과 회합될 수 있다.

지질 나노입자로의 mRNA의 혼입은 본원에서 "캡슐화"라고도 지칭되고, 핵산은 지질 나노입자의 내부 공간 내에

완전히 또는 실질적으로 함유된다.

적합한 LNP는 다양한 크기로 제조될 수 있다. 일부 구현예에서, 지질 나노입자의 감소된 크기는 mRNA의 보다 효[0264]

율적인 전달과 관련이 있다. 적당한 LNP 크기의 선택은 표적 세포 또는 조직의 부위 및 어느 정도 지질 나노입

자가 제조되는 용도를 고려할 수 있다.

다양한 방법이 지질 나노입자 집단의 크기결정에 이용가능하다. 다양한 구현예에서, 본원의 바람직한 방법은[0265]

Zetasizer Nano ZS(Malvern Panalytical)를 이용하여 LNP 입자 크기를 측정한다. 한 프로토콜에서, 10 μl의

LNP 샘플이 990 μl의 10% 트레할로스와 혼합된다. 이 용액은 큐벳에 넣은 다음, Zetasizer 기계에 넣는다. z-

평균 직경(nm), 또는 누적 평균은 샘플의 LNP에 대한 평균 크기로 간주된다. Zetasizer  기계는 동적 광산란

(dynamic  light  scattering,  DLS)  및 자기 상관 함수의 누적 분석을 사용하여 다분산 지수(polydispersity

index, PDI)를 측정하는 데에도 사용될 수 있다. 평균 LNP 직경은 형성된 LNP의 초음파 처리에 의해 감소될 수

있다. 간헐적인 초음파 처리 주기는 준탄성광산란(quasi-elastic light scattering, QELS) 평가와 번갈아 가며

효율적인 지질 나노입자 합성을 가이드할 수 있다.

일부 구현예에서, 대부분의 정제된 LNP, 즉, LNP의 약 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,[0266]

96%, 97%, 98%, 또는 99% 초과가 약 70 내지 150 nm (예를 들어, 약 145 nm, 약 140 nm, 약 135 nm, 약 130

nm, 약 125 nm, 약 120 nm, 약 115 nm, 약 110 nm, 약 105 nm, 약 100 nm, 약 95 nm, 약 90 nm, 약 85 nm, 또

는 약 80 nm)의 크기를 갖는다. 일부 구현예에서, 실질적으로 모든 (예를 들어, 80 또는 90% 초과)의 정제된 지

질 나노입자가 약 70 내지 150 nm (예를 들어, 약 145 nm, 약 140 nm, 약 135 nm, 약 130 nm, 약 125 nm, 약

120 nm, 약 115 nm, 약 110 nm, 약 105 nm, 약 100 nm, 약 95 nm, 약 90 nm, 약 85 nm, 또는 약 80 nm)의 크기

를 갖는다.

특정 구현예에서, LNP는 30 내지 200 nm의 평균 직경을 갖는다.[0267]

다양한 구현예에서, LNP는 80 내지 150 nm의 평균 직경을 갖는다.[0268]

일부 구현예에서, 본 조성물 중 LNP는 150 nm 미만, 120 nm 미만, 100 nm 미만, 90 nm 미만, 80 nm 미만, 70[0269]

nm 미만, 60 nm 미만, 50 nm 미만, 30 nm 미만, 또는 20 nm 미만의 평균 크기를 갖는다.

일부 구현예에서, 본 조성물 중 LNP의 약 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 초과가 약 40 내[0270]

지 90 nm (예를 들어, 약 45 내지 85 nm, 약 50 내지 80 nm, 약 55 내지 75 nm, 약 60 내지 70 nm) 또는 약 50

내지 70 nm (예를 들어, 약 55 내지 65 nm) 범위의 크기를 가지고, 분무를 통한 폐 전달용으로 적합하다.

일부 구현예에서, 본 개시내용에 의해 제공되는 약제학적 조성물 중 LNP의 분산도 또는 분자 크기의 이질성[0271]

(PDI) 측정치는 약 0.5 미만이다. 일부 구현예에서, LNP는 약 0.5 미만, 약 0.4 미만, 약 0.3 미만, 약 0.28

미만, 약 0.25 미만, 약 0.23 미만, 약 0.20 미만, 약 0.18 미만, 약 0.16 미만, 약 0.14 미만, 약 0.12 미만,

약 0.10 미만, 또는 약 0.08 미만의 PDI를 갖는다. PDI는 전술한 바와 같이 Zetasizer 기계에 의해 측정될 수

있다.

일부 구현예에서, 본원에 제공된 약제학적 조성물 중 정제된 LNP의 약 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,[0272]

98%, 또는 99% 초과는 각 개별 입자 내에서 mRNA를 캡슐화한다. 일부 구현예에서, 실질적으로 모든 (예를 들어,

80% 또는 90% 초과의) 약제학적 조성물 중 정제된 지질 나노입자는 각 개별 입자 내에서 mRNA를 캡슐화한다. 일

부 구현예에서, 지질 나노입자는 50% 내지 99%; 또는 약 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 98%,
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또는 99% 초과의 캡슐화 효율을 갖는다. 전형적으로, 본원에서 사용하기 위한 지질 나노입자는 적어도 90% (예

를 들어, 적어도 91%, 92%, 93%, 94%, 또는 95%)의 캡슐화 효율을 갖는다.

일부 구현예에서, LNP는 1 내지 10의 N/P 비를 갖는다. 일부 구현예에서, 지질 나노입자는 1 초과, 약 1, 약 2,[0273]

약 3, 약 4, 약 5, 약 6, 약 7, 또는 약 8의 N/P 비를 갖는다. 특정 구현예에서, 본원의 전형적인 LNP는 4의

N/P 비를 갖는다.

일부 구현예에서, 본 개시내용에 따른 약제학적 조성물은 적어도 약 0.5 μg, 1 μg, 5 μg, 10 μg, 100 μg,[0274]

500 μg, 또는 1000 μg의 캡슐화된 mRNA를 함유한다. 일부 구현예에서, 약제학적 조성물은 약 0.1 μg 내지

1000 μg, 적어도 약 0.5 μg, 적어도 약 0.8 μg, 적어도 약 1 μg, 적어도 약 5 μg, 적어도 약 8 μg, 적어

도 약 10 μg, 적어도 약 50 μg, 적어도 약 100 μg, 적어도 약 500 μg, 또는 적어도 약 1000 μg의 캡슐화된

mRNA를 함유한다.

일부 구현예에서, mRNA는 화학적 합성 또는 DNA 주형의 시험관내 전사(IVT)에 의해 제조될 수 있다. mRNA를 제[0275]

조하고 정제하는 예시적인 프로세스는 실시예 1에 기재되어 있다. IVT 프로세스인 이 프로세스에서, cDNA 주형

은 mRNA 전사물을 생산하기 위해 사용되고 DNA 주형은 DNase에 의해 분해된다. 전사물은 심층 여과 및 접선류

여과(TFF)에 의해 정제된다. 정제된 전사물은 캡과 테일을 첨가하여 추가로 변형되고, 변형된 RNA는 심층 여과

및 TFF에 의해 다시 정제된다.

그런 다음 mRNA는 수성 완충액에서 준비되고, LNP의 지질 성분을 함유하는 양친매성 용액과 혼합된다. LNP의 4[0276]

가지 지질 성분을 용해시키기 위한 양친매성 용액은 알코올 용액일 수 있다. 일부 구현예에서, 알코올은 에탄올

이다. 수성 완충액은 예를 들어 시트레이트, 포스페이트, 아세테이트 또는 숙신산염 완충액일 수 있고, 약 3.0

내지 7.0, 예를 들어, 약 3.5, 약 4.0, 약 4.5, 약 5.0, 약 5.5, 약 6.0, 또는 약 6.5의 pH를 가질 수 있다.

완충액은 염(예를 들어, 나트륨, 칼륨 및/또는 칼슘 염)과 같은 다른 성분을 함유할 수 있다. 특정한 구현예에

서, 수성 완충액은 1 mM 시트레이트, 150 mM NaCl, pH 4.5를 갖는다.

mRNA-LNP 조성물을 제조하기 위한 예시적이고 비제한적인 프로세스는 제어된 균질 방식으로 완충된 mRNA 용액을[0277]

에탄올 중의 지질 용액과 혼합하는 단계를 수반하고, 여기서 지질:mRNA의 비율은 혼합 프로세스 내내 유지된다.

이 예시적인 예에서, mRNA는 시트르산 일수화물, 시트르산 삼나트륨 이수화물 및 염화나트륨을 함유하는 수성

완충액 내에 제시된다. mRNA 용액이 용액(1 mM 시트레이트 완충액, 150 mM NaCl, pH 4.5)에 첨가된다. 네 가지

지질(예를 들어, 양이온성 지질, PEG화된 지질, 콜레스테롤계 지질, 및 헬퍼 지질)의 지질 혼합물이 에탄올에

용해된다. mRNA 수용액과 에탄올 지질 용액은 거의 "무펄스" 펌프 시스템을 갖춘 "T" 혼합기에서 4:1의 부피비

로 혼합된다. 그런 다음 생성된 혼합물에는 이후 다운스트림 정제 및 완충액 교환이 가해진다. 완충액 교환은

투석 카세트 또는 TFF 시스템을 사용하여 수행될 수 있다. TFF는 T-mix 프로세스를 통한 형성 직후 생성된 초기

LNP를 농축 및 완충액-교환하는 데 사용될 수 있다. 다이아필트레이션 프로세스는 투과 흐름과 동일한 속도로

적절한 완충액을 첨가하여 부피를 일정하게 유지하는 연속 작업이다.

VI. mRNA-LNP RSV 백신의 패키징 및 용도[0278]

mRNA-LNP 백신은 비경구(예를 들어, 근육내, 피내 또는 피하) 투여 또는 비인두(예를 들어, 비강내) 투여를 위[0279]

해 제형화되거나 패키징될 수 있다. 다양한 구현예에서, mRNA-LNP 백신은 폐 투여를 위해 제형화되거나 패키징

될 수 있다. 다양한 구현예에서, mRNA-LNP 백신은 정맥내 투여를 위해 제형화되거나 패키징될 수 있다. 백신 조

성물은 즉석 제형의 형태일 수 있고, 여기서 LNP 조성물은 동결건조되고 사용 직전에 생리학적 완충액(예를 들

어, PBS)으로 재구성된다. 백신 조성물은 또한 수용액 또는 냉동 수용액의 형태로 운송 및 제공될 수 있고, 재

구성 없이 대상체에게 직접 투여될 수 있다(이전에 냉동된 경우, 해동 후).

따라서, 본 개시내용은 단일 컨테이너에 mRNA-LNP 백신을 제공하거나, 하나의 컨테이너(예를 들어, 제1 컨테이[0280]

너)에 mRNA-LNP 백신을 제공하고 또 다른 컨테이너(예를 들어, 제2 컨테이너)에 재구성을 위한 생리학적 완충액

을 제공하는 키트와 같은 제조 물품을 제공한다. 컨테이너(들)는 단회-사용 투여량 또는 다회-사용 투여량을 함

유할 수 있다. 컨테이너(들)는 전처리된 유리 바이알 또는 앰플일 수 있다. 제조 물품은 사용 지침도 포함할 수

있다.

특정 구현예에서, mRNA-LNP 백신은 근육내(IM) 주사에 사용하기 위해 제공된다. 백신은 예를 들어 상완의 삼각[0281]

근에 대상체에게 주사될 수 있다. 일부 구현예에서, 백신은 사전 충전형 시린지 또는 주사기(예를 들어, 단일

챔버 또는 다중 챔버)에 제공된다.  일부  구현예에서,  백신은 흡입에 사용하기 위해 제공되고,  미리 채워진

펌프, 에어로졸기 또는 흡입기에 제공된다.
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mRNA-LNP 백신은 예방적 유효량, 즉 충분한 시간(예를 들어, 1년, 2년, 5년, 10년, 또는 평생) 동안 표적 병원[0282]

체에 대해 충분한 면역 보호를 제공하는 양으로 이를 필요로 하는 대상체에게 투여될 수 있다. 예를 들어, 충분

한 면역 보호는 병원체에 의한 감염과 관련된 증상의 예방 또는 완화일 수 있다. 일부 구현예에서, 백신의 다회

용량(예를 들어, 2회 용량)은 원하는 예방 효과를 달성하기 위해 이를 필요로 하는 대상체에게 투여된다(예를

들어, 주사된다). 용량(예를 들어, 1차(prime) 및 부스터 용량)은 적어도 예를 들어, 2주, 3주, 4주, 1개월, 2

개월, 3개월, 4개월, 5개월, 6개월, 1년, 2년, 5년, 또는 10년의 간격만큼 분리될 수 있다.

VII. 벡터[0283]

일 양태에서, 본원에 개시된 mRNA 조성물을 포함하는 벡터가 본원에 개시된다. 관심 단백질을 인코딩하는 RNA[0284]

서열(예를 들어, RSV F 단백질을 인코딩하는 mRNA)은 다양한 유형의 벡터로 클로닝될 수 있다. 예를 들어, 핵산

은 플라스미드, 파지미드, 파지 유도체, 동물 바이러스 및 코스미드를 포함하지만 이에 제한되지 않는 벡터로

클로닝될 수 있다. 특별한 관심 벡터에는 발현 벡터, 복제 벡터, 프로브 생성 벡터, 시퀀싱 벡터 및 시험관내

전사에 최적화된 벡터가 포함될 수 있다.

특정 구현예에서, 벡터는 숙주 세포에서 mRNA를 발현하는 데 사용될 수 있다. 다양한 구현예에서, 벡터는 IVT에[0285]

대한 주형으로 사용될 수 있다. 치료 용도에 적합한 최적으로 번역된 IVT mRNA의 작제는 문헌[Sahin, et al.

(2014). Nat. Rev. Drug Discov. 13, 759-780]; 문헌[Weissman (2015). Expert Rev. Vaccines 14, 265-281]에

상세하게 개시되어 있다.

일부 구현예에서, 본원에 개시된 벡터는 5'에서 3'으로 적어도 다음을 포함할 수 있다: RNA 중합효소 프로모터;[0286]

5' UTR을 인코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열; ORF를 인코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열; 3' UTR을 인코딩하는

폴리뉴클레오티드 서열; 및 적어도 하나의 RNA 앱타머를 인코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열. 일부 구현예에서,

본원에 개시된 벡터는 폴리(A) 서열 및/또는 폴리아데닐화 신호를 인코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 포함할

수 있다.

다양한 RNA 중합효소 프로모터가 알려져 있다. 일부 구현예에서, 프로모터는 T7 RNA 중합효소 프로모터일 수 있[0287]

다. 다른 유용한 프로모터에는 T3 및 SP6 RNA 중합효소 프로모터가 포함되지만 이에 제한되지 않는다. T7, T3

및 SP6 프로모터에 대한 공통 뉴클레오티드 서열이 알려져 있다.

또한, 본원에 개시된 벡터 또는 RNA 조성물을 포함하는 숙주 세포(예를 들어, 포유류 세포, 예를 들어 인간 세[0288]

포)가 본원에 개시된다.

폴리뉴클레오티드는  임의의  다수의  다양한  방법,  예를  들어  전기천공법(Amaxa  Nucleofector-II(Amaxa[0289]

Biosystems,  Cologne,  Germany)),  (ECM  830)(BTX)(Harvard  Instruments,  Boston,  Mass.)  또는 Gene  Pulser

II(BioRad, Denver, Colo.), Multiporator(Eppendorf, Hamburg, Germany), 리포펙션을 이용한 양이온성 리포좀

매개 형질감염, 중합체 캡슐화, 펩티드 매개 형질감염, "유전자 총"과 같은 바이올리스틱(biolistic) 입자 전달

시스템(예를 들어, 문헌[Nishikawa, et al. (2001). Hum Gene Ther. 12(8):861-70], 또는 TransIT-RNA 형질감

염 키트(Mirus, Madison, WI)를 포함하지만, 이에 제한되지 않는 상업적으로 이용 가능한 방법을 사용하여 표적

세포로 도입될 수 있다.

폴리뉴클레오티드를 숙주 세포에 도입하기 위한 화학적 수단에는 거대분자 복합체, 나노캡슐, 미소구체, 비드와[0290]

같은 콜로이드 분산 시스템과 수중유 에멀션, 마이셀, 혼합 마이셀 및 리포좀을 비롯한 지질 기반 시스템이 포

함된다. 시험관내 및 생체내 전달 비히클로 사용하기 위한 예시적인 콜로이드 시스템은 리포좀(예를 들어, 인공

막 소포)이다.

외인성 핵산을 숙주 세포에 도입하거나 세포를 본 개시내용의 저해제에 노출시키는 데 사용되는 방법에 관계없[0291]

이, 숙주 세포에서 mRNA 서열의 존재를 확인하기 위해 다양한 검정이 수행될 수 있다.

VIII. 자가-복제 RNA 및 트랜스-복제 RNA[0292]

자가-복제 RNA:[0293]

일 양태에서, RSV F 단백질을 인코딩하는 자가-복제 RNA가 본원에 개시된다.[0294]

자가-복제 RNA는 예를 들어 알파바이러스로부터 유래된 복제 요소를 사용하고 구조적 바이러스 단백질을 관심[0295]

단백질(예를 들어, RSV F 단백질)을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열로 대체함으로써 생산될 수 있다. 자가-복제

RNA는 전형적으로 세포에 전달된 후 직접 번역될 수 있는 양성 가닥 분자이고, 이 번역은 전달된 RNA로부터 안
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티센스 및 센스 전사체 둘 모두를 생성하는 RNA 의존성 RNA 중합효소를 제공한다. 따라서, 전달된 RNA는 여러

딸 RNA의 생성으로 이어진다. 이러한 딸 RNA와 동일 선상의 하위 게놈 전사체는 자체적으로 번역되어 인코딩된

항원(즉, RSV F 단백질 항원)의 제자리 발현(in situ expression)을 제공할 수 있거나, 전사되어 전달된 RNA와

동일한 의미를 갖는 추가 전사체를 제공할 수 있고, 이는 번역되어 항원의 제자리 발현을 제공한다. 이러한 서

열의 전사의 전체적인 결과로, 도입된 레플리콘 RNA의 수가 크게 증폭되고, 따라서 인코딩된 항원은 세포의 주

요 폴리펩티드 생성물이 된다.

이러한 방식으로 자가-복제를 달성하는 데 적합한 시스템 중 하나는 알파바이러스 기반 레플리콘을 사용하는 것[0296]

이다. 이들 레플리콘은 세포에 전달된 후 복제효소(또는 복제효소-전사효소)의 번역을 유도하는 양성 가닥(양성

센스 가닥) RNA이다. 복제효소는 자동 절단되어 전달된 양성 가닥 RNA의 게놈 가닥 복제본을 생성하는 복제 복

합체를 제공하는 다단백질로 번역된다. 이러한 음성(-) 가닥 전사체는 그 자체로 전사되어 양성 가닥 모 RNA의

추가 복제본을 제공하고 또한 항원을 인코딩하는 하위 게놈 전사체를 제공할 수 있다. 따라서 하위 게놈 전사체

의 번역은 감염된 세포에 의한 항원의 제자리 발현을 유도한다. 적합한 알파바이러스 레플리콘은 Sindbis 바이

러스, Semliki 숲 바이러스, 동부 말 뇌염 바이러스, 베네수엘라 말 뇌염 바이러스 등의 복제효소를 사용할 수

있다. 돌연변이체 또는 야생형 바이러스 서열이 사용될 수 있다, 예를 들어, VEEV의 약독화 TC83 돌연변이가 레

플리콘에서 사용되었다. 다음의 참조를 참고: WO2005/113782(본원에 참고로 포함됨).

일 구현예에서, 본원에 기재된 각각의 자가-복제 RNA는 (i) 자가-복제 RNA 분자로부터 RNA를 전사할 수 있는[0297]

RNA 의존성 RNA 중합효소 및 (ii) RSV F 단백질 항원을 인코딩한다. 중합효소는 예를 들어 알파바이러스 단백질

nsP1, nsP2, nsP3 및 nsP4 중 하나 이상을 포함하는 알파바이러스 복제효소일 수 있다. 천연 알파바이러스 게놈

은 비구조적 복제효소 다단백질에 더하여 구조적 비리온 단백질을 인코딩하는 반면, 특정 구현예에서 자가-복제

RNA 분자는 알파바이러스 구조 단백질을 인코딩하지 않는다. 따라서, 자가-복제 RNA는 세포 내에서 자신의 게놈

RNA 복제본을 생성할 수 있지만 RNA를 포함하는 비리온을 생성하지는 않는다. 이러한 비리온을 생산할 수 없다

는 것은 야생형 알파바이러스와 달리 자가-복제 RNA 분자가 감염 형태로 영속될 수 없음을 의미한다. 야생형 바

이러스에서 영속하는 데 필요한 알파바이러스 구조 단백질은 본 개시내용의 자가-복제 RNA에는 없고, 그 자리는

관심 면역원을 인코딩하는 유전자(들)이 차지하여, 하위 게놈 전사체가 구조적 알파바이러스 비리온 단백질보다

는 면역원을 인코딩한다. 자가-복제 RNA는 본원에 참고로 포함된 WO 2011005799에 더 상세히 기재되어 있다.

트랜스-복제 RNA:[0298]

일 양태에서, RSV F 단백질을 인코딩하는 트랜스-복제 RNA가 본원에 개시된다.[0299]

트랜스-복제 RNA는 상기에 기재된 자가-복제 RNA와 유사한 요소를 가지고 있다. 그러나 트랜스-복제 RNA의 경우[0300]

두 개의 별도 RNA 분자가 사용된다. 제1 RNA 분자는 상기에 기재된 RNA 복제효소(예를 들어, 알파바이러스 복제

효소)를 인코딩하고, 제2 RNA 분자는 관심 단백질(예를 들어, RSV F 단백질 항원)을 인코딩한다. RNA 복제효소

는 제1 및 제2 RNA 분자 중 하나 또는 둘 모두를 복제함으로써 관심 단백질을 인코딩하는 RNA 분자의 복제 수를

크게 증가시킬 수 있다. 트랜스-복제 RNA는 본원에 참고로 포함된 WO 2017162265에 더 상세히 기재되어 있다.

IX. 약제학적 조성물[0301]

본 개시내용에 따라 정제된 RNA는 예를 들어 백신으로 사용하기 위한 약제학적 조성물의 성분으로서 유용할 수[0302]

있다. 이들 조성물은 전형적으로 RNA 및 약제학적으로 허용되는 담체를 포함할 것이다. 본 개시내용의 약제학적

조성물은 또한 소분자 면역강화제(예를 들어, TLR 작용제)와 같은 하나 이상의 추가 성분을 포함할 수 있다. 본

개시내용의 약제학적 조성물은 또한 리포좀, 수중유 에멀션 또는 마이크로입자와 같은 RNA 전달 시스템을 포함

할 수 있다. 일부 구현예에서, 약제학적 조성물은 지질 나노입자(LNP)를 포함한다. 특정 구현예에서, 조성물은

LNP 내에 캡슐화된 항원 인코딩 핵산 분자를 포함한다.

X. 백신접종 방법[0303]

본원에 개시된 RSV 백신은 RSV F 단백질에 대한 면역 반응을 유도하기 위해 대상체에게 투여될 수 있고, 대상체[0304]

의 항-항원 항체 역가는 본원에 개시된 RSV 백신을 접종하지 않은 대상체의 항-항원 항체 역가에 비해 또는 RSV

에  대한  대체  백신에  비해  백신접종  후  증가된다.  "항-항원  항체"는  항원에  특이적으로  결합하는  혈청

항체이다.

일 양태에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 RSV 백신을 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, RSV에 대한 면역[0305]

반응을 유도하거나 대상체를 RSV 감염으로부터 보호하는 방법을 제공한다. 본 개시내용은 또한 RSV에 대한 면역

반응을 유도하거나 RSV 감염으로부터 대상체를 보호하는 데 사용하기 위한 본원에 기재된 RSV 백신을 제공한다.
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본 개시내용은 또한 RSV에 대한 면역 반응을 유도하거나 RSV 감염으로부터 대상체를 보호하기 위한 백신의 제조

에 사용하기 위한 본원에 기재된 RSV mRNA를 제공한다.

특정 구현예에서, 대상체는 SEQ ID NO: 1의 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 mRNA ORF를 포함하는 RSV 백신을[0306]

투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV에 대한 중화 항체의 혈청 농도가 더 높다.

특정 구현예에서, 대상체는 아쥬반트와 공동-투여되는 RSV 단백질 백신을 투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투[0307]

여 후 RSV에 대한 중화 항체의 혈청 농도가 유사하다.

특정 구현예에서, RSV 백신은 RSV F 단백질의 부위 Ø에 대해 결합 특이성을 갖는 항체의 혈청 농도를 증가시킨[0308]

다.

특정 구현예에서, 대상체는 SEQ ID NO: 2의 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 mRNA ORF를 포함하는 RSV 백신을[0309]

투여받은 대상체에 비해 RSV 백신 투여 후 RSV F 단백질의 부위 I 또는 부위 II에 대해 결합 특이성을 갖는 항

체의 혈청 농도가 더 낮다.

특정 구현예에서, RSV 백신은 기존 RSV 면역을 갖고 있는 대상체의 중화 항체의 혈청 농도를 증가시킨다.[0310]

본 발명이 보다 잘 이해될 수 있도록, 하기 실시예가 기술된다. 이들 실시예는 단지 예시를 위한 것이고, 어떠[0311]

한 방식으로든 본 발명의 범주를 제한하는 것으로 간주되어서는 안 된다.

실시예[0312]

구체적인 구현예에 대한 전술한 설명은 당업계 내의 지식을 적용함으로써 다른 사람이 본 개시내용의 일반적인[0313]

개념을 벗어나지 않고도 과도한 실험 없이 이러한 구체적인 구현예를 다양한 응용예에 맞도록 용이하게 수정 및

/또는 조정할 수 있는 개시내용의 일반적인 속성을 완전히 밝힐 것이다. 따라서, 본원에 제시된 교시 및 지침에

기초하여 이러한 조정 및 수정은 개시된 구현예의 균등물의 의미 및 범위 내에 있는 것으로 의도된다. 본원에서

의 표현 또는 용어는 본원의 용어 또는 표현이 본 발명의 교시 및 지침에 비추어 당업자에 의해 해석될 수 있도

록 기술하기 위한 것이며 한정하기 위한 것이 아님을 이해해야 한다.

실시예 1: RSV F 단백질을 인코딩하는 mRNA[0314]

mRNA 기반 백신으로 시험하기 위해 세 가지 다른 RSV F 단백질을 선택하였다. FD1로 명명된 F 단백질은 WT RSV[0315]

F 단백질에 해당한다. FD2로 명명된 F 단백질은 막관통 도메인 및 세포질 테일이 결여되고 C 말단 피브리틴 삼

량체화 도메인(T4 폴돈으로도 알려짐)을 함유하는 가용성 RSV F 단백질에 해당한다. FD3으로 명명된 F 단백질은

융합전 RSV F 단백질에 해당한다. RSV F 단백질 각각에 대한 아미노산 서열을 하기에 열거하였다.

FD1:[0316]

[0317]
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FD2:[0318]

[0319]

FD3:[0320]

[0321]

본원에 기재된 mRNA는 RSV F 단백질 항원을 인코딩하는 오픈 리딩 프레임(ORF), 적어도 하나의 5' 비번역 영역[0322]

(5' UTR), 적어도 하나의 3' 비번역 영역(3' UTR), 및 적어도 하나의 폴리아데닐화(폴리(A)) 서열을 포함한다.

mRNA는 하기 구조를 갖는 5' 캡을 추가로 포함한다:

[0323]

RSV F 단백질을 인코딩하는 각각의 mRNA 오픈 리딩 프레임(ORF)에 대한 핵산 서열을 하기에 열거하였다.[0324]
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FD1 mRNA ORF:[0325]

[0326]

FD2 mRNA ORF:[0327]

[0328]
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[0329]

FD3 mRNA ORF:[0330]

[0331]
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[0332]

RSV F 단백질을 인코딩하는 각각의 DNA 주형에 대한 핵산 서열을 하기에 열거하였다.[0333]

FD1 DNA:[0334]

[0335]

[0336]
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FD2 DNA:[0337]

[0338]

[0339]
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FD3 DNA:[0340]

[0341]

[0342]

5'UTR 및 3'UTR에 대한 핵산 서열을 하기에 열거하였다.[0343]

5'UTR:[0344]

[0345]

3'UTR:[0346]

[0347]

RSV F 단백질을 인코딩하는 각각의 전장 mRNA에 대한 핵산 서열을 하기에 열거하였다.[0348]

공개특허 10-2024-0107146

- 40 -



FD1 mRNA:[0349]

[0350]

[0351]
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FD2 mRNA:[0352]

[0353]

[0354]
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FD3 mRNA:[0355]

[0356]

[0357]

RSV F mRNA 단백질 발현:[0358]

FD1,  FD2  및  FD3  mRNA  작제물의  단백질  발현을  평가하였다.  mRNA  작제물을  인간  배아  신장  세포(human[0359]

embryonic kidney cell, HEK)에 형질감염시키고, 웨스턴 블롯으로의 분석을 위해 24시간 후에 세포 용해물 또는

상층액을 회수하였다. 도 1a는 형질감염된 세포로부터 회수되고 5353C75 마우스 단클론성 항체를 사용하여 검출

된 단백질의 웨스턴 블롯 이미지를 나타낸다. FD1 작제물은 DS-Cav1 단백질 대조군을 기준으로 약 50 kDa의 예

상 분자량(MW)에서 중등 강도의 밴드를 생성했지만, 30 kDa 미만에서도 매우 조밀한 밴드가 존재하였다. FD2 밴

드는 적절한 MW에서 발현되었지만 FD1의 50 kDa 밴드보다 밀도가 실질적으로 낮았으며 이는 더 낮은 발현을 시

사한다. FD3 밴드는 훨씬 더 크고 60 내지 80 kDa에서 번졌고, 이는 FD3가 글리코실화된 단백질이라는 점과 일

치한다. FD2와 FD3 모두 FD1과 같이 30 kDa 미만에서 단백질 밴드를 발현하지 않았다. FD1에서 관찰된 저분자량

밴드를 조사하기 위해 mRNA에 대해 시험관내 번역을 수행하였다. 도 1b에 나타낸 바와 같이, "FD1 - T"로 표시

한 레인의 FD1 mRNA의 HEK 형질감염된 단백질과 "FD1 - IVT"로 표시한 레인의 FD1 mRNA의 시험관내 번역 생성물

을 사용하여 웨스턴 블롯을 준비하였다. 이 블롯의 FD1 - IVT 레인에서 작은 MW 밴드의 발현이 결여된 것은 작

은 MW 밴드가 HEK 세포에 의한 단백질 프로세싱 문제에 기인한 것일 수 있음을 시사한다.

FD1에 의한 저분자량 밴드 발현을 추가로 조사하고 mRNA 로트 간의 일관성을 확보하기 위해 3가지 FD 작제물 모[0360]

두에 대해 새로 전사된 mRNA의 2개 로트를 준비하였다. 도 2의 A 및 도 2의 B에 나타낸 바와 같이, 이들 mRNA는

HEK 세포에 형질감염되었을 뿐만 아니라 인간 골격근 세포(human skeletal muscle cell, HSkMC)에 핵감염되었
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다.

마지막으로, 세포 표면 발현 및 알려진 항원성 부위에 대한 단클론성 항체의 결합을 평가하기 위해 막 결합 FD1[0361]

및 FD3 작제물에 대해 면역염색을 수행하였다. HEK 세포를 FD1 또는 FD3 mRNA로 형질감염시키고 형질감염 24시

간 후 단클론성 항체로 프로빙하였다. 도 3에 나타낸 바와 같이, 두 작제물 모두 부위 II 특이적 단클론성 항체

로 프로빙할 때 신호가 높았음에도 불구하고, FD3 형질감염된 세포와는 달리, FD1 작제물은 부위 Ø 특이적 단

클론성 항체 D25로 프로빙할 때 배경(모의 형질감염됨(mock transfected))에 비해 신호가 거의 없었다. 이는

FD1 형질감염된 세포의 표면에서 발현되는 RSV-F 단백질이 가장 높은 중화 가능성을 갖는 항원성 부위를 나타내

지 않음을 시사한다. 예상치 못한 밴딩 패턴을 보여주는 웨스턴 블롯과 더불어(예를 들어, 도 1a, 도 1b, 도 2

의 A 및 도 2의 B), 이러한 데이터는 FD1이 생체내에서 효과적인 보호를 유도하지 못할 수 있으며 이를 확인하

기 위해 면역원성 테스트를 수행해야 함을 시사한다.

실시예 2: 마우스에서 RSV F 단백질을 인코딩하는 mRNA의 면역원성[0362]

전술한 RSV F 단백질 FD1, FD2 및 FD3을 인코딩하는 mRNA의 면역원성을 면역화되지 않은(나이브) 마우스에서 테[0363]

스트하였다. 각 mRNA는 지질 나노입자(LNP)로 캡슐화하였다.

마우스당 1 μg의 용량으로 각 LNP-mRNA 조성물을 나이브 마우스에 투여하였다. 대조군으로서, 융합전 F 단백질[0364]

나노입자(Pre-F-NP)를 alum-85 아쥬반트와 함께 마우스에 투여하였다. Alum-85(알하이드로겔-85라고도 알려짐)

는 수산화알루미늄 기반 아쥬반트의 일종이다. Pre-F-NP는 Pre-F 단백질의 C 말단에 있는 페리틴 도메인을 활용

하고, 각 페리틴 도메인은 다른 페리틴 도메인과 자가조립되어 구형 나노입자를 형성한다. 주사 후 0일차, 21일

차 및 35일차에, 면역화된 마우스에서 혈청을 채취하였다. RSV F 단백질 항체 역가(도 9의 A) 및 RSV 미세중화

역가(도 9의 B)를 측정하였다. 항체 역가를 다음과 같이 측정하였다: ELISA 플레이트를 1 μg/ml의 RSV 융합전

F 단백질로 코팅하였다. 차단 후, 플레이트는 1:1000 내지 1:729,000의 희석 범위로 각 혈청 샘플이 연속 희석

되었다. 그런 다음 겨자무과산화효소에 컨쥬게이션된 항-마우스 이차 항체를 사용하여 플레이트를 검출한 후,

Pierce 1-Step Ultra TMB-ELISA 기질 용액을 사용하여 시각화하였다. 그런 다음 SpectraMax 플레이트 판독기에

서 플레이트를 450 nm에서 판독했다. 역가는 광학 밀도 0.2 초과가 되는 최고 혈청 희석으로 보고되었다.

RSV 미세중화 역가를 다음과 같이 측정하였다: Vero 세포(ATCC CCL-81)를 감염 하루 전에 형광 판독에 적합한[0365]

96-웰 플레이트에 웰당 30,000개 세포로 시딩하였다. 혈청 샘플을 열 불활성화하고 1:20 내지 1:81,920로 4배

연속 희석하였다. 희석된 혈청을 녹색 형광 단백질 리포터를 발현하는 RSV 균주 A2와 1:1로 혼합하고 1시간 동

안 인큐베이션하였다. 혈청-바이러스 혼합물을 24시간 동안 인큐베이션된 세포 플레이트에 첨가하였다. 그런 다

음 플레이트를 고용량 이미저(imager)에서 판독하고 형광 사례를 정량화하였다. 혈청 50% 중화 역가를 SoftMax

GxP로 4-매개변수 로지스틱 회귀를 사용하여 계산하였다.

FD1, FD2 및 FD3 mRNA 중에서, 데이터는 FD1 및 FD3 mRNA가 마우스에서 가장 높은 RSV F-단백질 결합 항체 역[0366]

가를 유도했고, FD2 및 FD3 mRNA가 가장 높은 RSV 중화를 유도했음을 보여준다.

실시예 3: 모듈형 면역 시험관내 작제물(MIMIC®) 시스템에서 RSV F 단백질을 인코딩하는 mRNA의 면역원성[0367]

MIMIC® 시스템은 개별 공여자의 순환 면역 세포를 사용하여 각 개인의 인간 면역 반응을 개괄한다. RSV에 대한[0368]

인간 노출 이력은 MIMIC® B 세포 림프 조직 등가(Lymphoid Tissue Equivalent, LTE) 모듈을 개발하는 데 사용

되는 인간 공여자 세포의 면역 집단에서 나타난다. 이 모듈을 사용하면 순환 림프구의 "회상(recall)" 반응을

측정할 수 있고, 이는 RSV에 대하여 기존 면역을 가진 인간 집단의 면역화 중에 예상되는 상황이다. MIMIC® 시

스템은 문헌[Higbee et al. (Altern. Lab Anim. 37: Suppl 1: 19-27. 2009)]에 추가로 기재되어 있고, 이는 본

원에 참고로 포함된다. mRNA-LNP 조성물을 MIMIC® 시스템으로 인큐베이션하였다. 각각의 LNP는 40% 양이온성

지질 F, 30% 인지질 DOPE, 1.5% PEG화된 지질 PEG2000, 및 28.5% 콜레스테롤로 조성되었다.

FD1, FD2 및 FD3의 항체 반응을 확인하기 위해 MIMIC® B 세포 LTE에 0.37 μg의 mRNA-LNP 용량을 사용하였다.[0369]

14일 후, MIMIC® 상층액을 채취하고 Pre-F 및 Post-F에 대한 항체 결합에 관하여 Luminex 기반 항체 포렌식 검

정으로 테스트하였다.

Pre-F NP를 대조군으로 하여, FD1, FD2 및 FD3 mRNA 각각에 대해 항-Pre-F 단백질 IgG의 역가를 측정하였다.[0370]

도 10a에 나타낸 바와 같이, 세 가지 mRNA 각각은 항-Pre-F 단백질 IgG의 생산을 강력하게 자극하였다. 항-Pre-

F/항-Post-F 항체 비 역시 측정하였다. 도 10b에 나타낸 바와 같이, FD3 mRNA는 FD1 또는 FD2 mRNA보다 항-

Pre-F 항체 생성을 보다 크게 자극하였다.
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상기에 기재된 자극으로 MIMIC® 시스템에서 유도된 중화 항체 역가를 측정하였다. 도 11에 나타낸 바와 같이,[0371]

FD1, FD2 및 FD3 mRNA 각각은 높은 항-RSV 중화 역가를 자극하였다.

실시예 4: 비인간 영장류(Non-Human Primate, NHP)에서 RSV F 단백질을 인코딩하는 mRNA의 면역원성[0372]

면역원성 실험은 NHP에서 수행하였다. 각 mRNA는 40% 양이온성 지질 OF-02, 30% 인지질 DOPE, 1.5% PEG화 지질[0373]

DMG PEG2000 및 28.5% 콜레스테롤로 구성된 LNP("지질 A" LNP 제형)로 캡슐화하였다.

각 LNP-mRNA 조성물은 동물당 10 μg의 용량으로 나이브 NHP에 투여하였다. 대조군으로서 Pre-F-NP를 AF03 아쥬[0374]

반트와 함께 NHP에 투여하였다. AF03은 문헌[Klucker et al. (J. Pharma. Scien. 101(12): 4490-4500. 2012)]

에 추가로 기재된 스쿠알렌계 에멀션 아쥬반트이다. 주사 후 0일차, 28일차 및 56일차에, 면역화된 NHP에서 혈

청을 채취하였다. RSV F 단백질 항체 역가(도 4a) 및 RSV 미세중화 역가(도 4b)를 측정하였다. 데이터는 세 가

지 mRNA 모두 높은 RSV F-단백질 결합 항체 역가를 유도했고, FD2 및 FD3 mRNA는 NHP에서 가장 높은 RSV 중화를

유도했음을 보여준다.

Pre-F NP로 사전 면역화된 NHP에서도 면역원성 실험을 수행하였다. 각 mRNA는 나이브 NHP에서 앞서 사용된 것과[0375]

동일한 LNP로 캡슐화하였다.

면역화된 NHP에서 생성된 항-RSV F 단백질 항체는 경쟁 ELISA를 통해 추가로 특성 분석하였다. 면역화된 NHP의[0376]

혈청을 사용하여 세 가지 다른 항-RSV F 단백질 항체와 경쟁하는 혈청의 능력을 결정하였다. 항체 D25는 Pre-F

단백질의 부위 Ø에 결합한다(문헌[McLellan et al., Science. 340(6136): 1113-7. 2013]). 항체 Synagis(팔리

비주맙)는 부위 II에 결합한다(문헌[Johnson et al. J. Infect. Dis. 176(5): 1215-24. 1997]). 항체 131-2a는

부위 I에 결합한다(문헌[Widjaja et al. J. Virol. 90(13): 5965-5977. 2016]). 도 5에 도시된 바와 같이, FD3

mRNA 또는 아쥬반트와 함께 Pre-F NP로 면역화된 NHP로부터의 혈청은, D25 항체의 경우 높은 Log2 IT50 값에 의

해 입증되는 바와 같이, 높은 부위 Ø 항체를 나타냈다. 더욱이, 제한된 부위 I(융합후 F 단백질이 바람직함,

131-2a) 또는 부위 II(Synagis) 항체를 생성하였다. 이는 융합전 F 단백질 형성을 촉진하고 덜 생산적인 에피토

프를 차폐하는 글리코실화 부위를 도입하는 FD3 설계의 F 단백질에 대한 변형에 의한 것으로 보인다. 이를 통해

부위 Ø에서 가장 강력한 에피토프에 다시 면역의 초점을 맞출 수 있다.

FD3와는 대조적으로, FD2 mRNA는 유사한 수준의 부위 Ø, II 및 I 특이적 항체를 유도하였다. 유사한 결과가 문[0377]

헌[Espeseth et al. (npj Vaccines. 5(1): 16. 2020)]에서도 관찰되었다. 부위 II 항체는 부위 Ø 항체보다 덜

강력하다. 더욱이, 부위 I로부터의 덜 효과적인 항체는 잠재적으로 중화 활성에 영향을 미치거나 감염을 향상시

킬 수 있다.

면역 전 NHP 평가:[0378]

FD2와 FD3를 비교할 때 고려해야 할 또 다른 요소는 백신접종된 개체에서 메모리 B 세포 회상 반응을 유도하는[0379]

능력이다. 가용성 단백질, 예컨대, FD2 작제물에 의해 생성된 것은 일반적으로 B 세포 수용체(B cell receptor,

BCR)를 교차 연결하고 메모리 B  집단을 활성화하는 데 있어서 막 결합 단백질에 비해 효율적이지 않다(문헌

[Kowalski  et  al.  Molecular  Therapy.  27(4):  710-728.  2019;  Maruggi  et  al.  Molecular  Therapy.  27(4):

757-772. 2019; Pardi et al. Nature Reviews Drug Discovery. 17(4): 261-279. 2018]). FD2 작제물을 사용한

백신접종은 마우스 및 원숭이의 나이브 집단에서 강력한 RSV 중화 항체 반응을 생성했지만, FD2 작제물은 가용

성 RSV-F 단백질을 생성하므로 부스팅 반응을 평가하기 위해 면역 전 집단에서 시험해야 한다. 이를 시험하기

위해 이전에 아쥬반트와 함께 RSV Pre-F NP로 백신접종된 원숭이 12마리를 사용하여, 면역 전 상태(RSV-F ELISA

에 의함) 및 이전 연구 참여를 기준으로 두 개의 그룹(n = 6)으로 나누었다. 면역 전 부스팅 연구를 위해 선택

된 동물은 이전에 아쥬반트가 첨가된 RSV pre-F NP 서브유닛 백신으로 면역화하였다. 간단히 말하면, 마지막 면

역화 날짜가 면역 전 부스팅 연구 시작으로부터 적어도 6개월 전인 세 개의 연구를 선택하였다. 이들 세 개 연

구에서 적격하고 이용가능한 모든 동물을 ELISA로 RSV 역가에 대해 스크리닝하였고 12마리의 동물을 면역 전 부

스팅 연구를 위해 선택하였다. RSV 역가, 성별 및 이전 연구 참여를 기준으로 동물을 FD2 또는 FD3 부스팅군에

배치하였다.

한 시험군 5 μg의 FD2 mRNA-LNP(지질 A LNP 제형)로 부스팅하였고 다른 시험군은 5 μg의 FD3 mRNA-LNP(지질[0380]

A LNP 제형)로 추가 접종하였다. D0, D14 및 D28에 혈액을 채취하고 혈청을 RSV-F ELISA 및 RSV MNA로 평가하

여 각각 항체 결합 및 중화 항체의 배수 증가를 결정하였다. 도 6a에 나타낸 결합 항체 역가 및 도 6b에 나타낸

중화 항체 역가 둘 모두 D0에서 D14까지 FD2 및 FD3 부스팅군에 대하여 유의미하게 증가했지만(p < 0.001), D14

및 D28 간에는 변화가 없었다. FD2 및 FD3에 의해 유도된 반응 사이에는 차이가 관찰되지 않았고, 이는 두 작제
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물 모두 면역 전 개체를 효과적으로 부스팅시킬 수 있음을 시사한다.

실시예 5: 양이온성 지질 스크리닝[0381]

LNP에서 상이한 양이온성 지질의 효과를 LNP-캡슐화된 RSV F 단백질 mRNA에 대해 시험하였다. 양이온성 지질인[0382]

cKK-E10, OF-02, GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10, GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14, 및 GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1을 시

험하였다. 각각의 LNP는 5개의 양이온성 지질들 중 하나의 40%,  30%  인지질 DOPE,  1.5%  PEG화된 지질 DMG-

PEG2000, 및 28.5% 콜레스테롤로 조성되었다. 산업 벤치마크로 간주되는, 양이온성 지질 MC3을 갖는 LNP도 사용

하였다(문헌[Jayaraman et al. Angew Chem Int Ed. 51:8529-33. 2012]).

시험한 LNP의 특성은 아래의 표 2에 나타내었다.[0383]

[표 2][0384]

시험한 LNP의 특성[0385]

[0386]

LNP-FD3 mRNA 조성물을 NHP에 투여하였다. 여섯 마리의 시노몰구스 마카크 그룹에 상기 LNP로 캡슐화된 5 μg[0387]

용량의 mRNA, 또는 Al(OH)3으로 아쥬반트된 10 μg 용량의 RSV Pre-F NP 서브유닛 대조군 백신을 D0 및 D21에

근육내(IM) 주사로 투여했다. 원숭이는 각각의 백신 투여 전에 뿐만 아니라 마지막 백신접종 후 2주(D35)에 채

혈하였다. 도 7에 나타낸 바와 같이, 시험된 모든 양이온성 지질은 알루미늄 아쥬반트를 갖는 Pre-F NP와 유사

한 수준으로 항-RSV F 단백질 항체의 생산을 효과적으로 유도하였다.

도 8에 나타낸 바와 같이, 시험된 모든 양이온성 지질은 알루미늄 아쥬반트를 갖는 Pre-F NP와 유사한 수준으로[0388]

효과적인 RSV 중화 역가를 생성하였다.

도 7 및 도 8의 누적 결과는 하기 표 3 및 표 4에 나타내었다.[0389]

[표 3][0390]

면역 반응의 정도[0391]

[0392]

[표 4][0393]

면역 반응의 품질[0394]

[0395]
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항체 역가/중화 역가 비에 대한 값이 낮을수록 면역 반응의 더 나은 품질이 입증된다. 여기서 양이온성 지질을[0396]

함유한 LNP인 cKK-E10은 가장 우수한 면역 반응 품질을 보인 반면, 모든 양이온성 지질은 비-mRNA 백신인 Pre-F

NP에 비해 우수한 면역 반응 품질을 보였다.

실시예 6: 18세 내지 50세 또는 60세 이상의 성인 참가자를 대상으로 NLP cKK-E10 또는 LNP GL-HEPES-E3-E12-[0397]

DS-4-E10으로 제형화된 RSV mRNA 백신 후보의 안전성과 면역원성을 평가하기 위한 제1/2상, 무작위 배정, 이중

맹검, 위약-대조, 다중 아암 용량 결정 연구.

연구 근거[0398]

본원에 기술된 임상 시험은 RSV mRNA LNP 백신의 안전성과 면역원성을 시험한다. RSV mRNA LNP 백신은 센티넬[0399]

(Sentinel) 코호트에서는 18 내지 50세, 그리고 주 및 부스터 코호트에서는 60세 이상의 건강한 성인에게 세 가

지 다른 용량(즉, 저용량, 중간 용량, 고용량)으로 투여되는 두 가지의 캡슐화된 LNP 제형(즉, cKK-E10 또는

GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10을 함유하는 LNP) 중 하나에 RSV mRNA를 포함한다. RSV mRNA LNP 백신은 근육내(IM)

투여용 바이알에 담긴 액체 냉동 용액으로 제공된다.

간단한 개요[0400]

본 연구의 목적은 센티넬 코호트에서는 18 내지 50세, 그리고 주 및 부스터 코호트에서는 60세 이상의 건강한[0401]

성인 참가자에서 두 가지 서로 다른 지질 나노입자(LNP)(즉, cKK-E10 또는 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10을 함유하

는 LNP)로 제형화된 호흡기 세포융합 바이러스(RSV) 메신저 리보핵산(mRNA) 백신 후보를 세 가지 용량 수준으로

단일  근육내(IM)  주사하는  것의  안전성과  면역원성을  평가하는  것이다.  본  연구의  일차  목적은  두  가지의

LNP(cKK-E10 및 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10)를 사용하여 용량 수준군(저용량, 중간 용량, 고용량) 전반에 걸쳐

안전성과 면역원성 프로파일을 평가하는 것이다. 또한, 본 연구에서는 연구 집단의 서브세트를 대상으로 일차

백신접종 12개월 후에 실시되는 부스터 백신접종의 안전성과 면역원성을 평가한다. 각 참가자의 참여 지속기간

은 센티넬 및 주 코호트의 경우 12개월이고 부스터 코호트에 등록된 서브세트 참가자의 경우 전체적으로 24개월

이다.

[표 5][0402]

연구 아암 요약[0403]

[0404]

목적[0405]

일차 목적. 일차 목적은 cKK-E10을 포함하는 LNP 또는 GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10을 포함하는 LNP에 캡슐화된[0406]

본원에 기재된 RSV mRNA 백신의 세 가지 다른 용량 수준(즉, 저용량, 중간 용량, 고용량)의 안전성 및 면역원성

프로파일을 평가하는 것이다.

이차 목적. 이차 목적은 다음을 평가하기 위한 것이다: (1) 참가자의 서브세트에서 일차 백신접종 12개월 후에[0407]

이루어지는 부스터 백신접종의 안전성 프로파일; (2) 일차 백신접종 3, 6 및 12개월 후의 면역 반응 지속성; 및

공개특허 10-2024-0107146

- 47 -



(3) 참가자의 서브세트에서 일차 백신접종 후 12개월 동안 부스터 백신접종 후 면역 반응의 지속성.

종점. 일차 및 이차 목적이 만족되는지 시험하기 위해 일차 및 이차 종점를 설정하였다. 아래 표 6 및 표 7에[0408]

각각 일차 및 이차 종점에 대한 설명과 평가 시간 프레임을 요약하였다.

[표 6][0409]

일차 연구 종점의 요약[0410]

[0411]

[표 7][0412]
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이차 연구 종점의 요약[0413]

[0414]

연구 집단[0415]

포함 및 배제 기준[0416]

포함 기준. 포함 당일 18 내지 50세의 센티넬 코호트, 포함 당일 60세 이상의 주 및 부스터 코호트. 여성 참가[0417]

자는 임신 중 또는 모유 수유 중이지 않고 가임기가 아닌 경우 참가 자격이 있다. 가임기가 아닌 여성으로 간주

되려면 여성은 폐경 후 적어도 1년인 상태이거나 수술적으로 불임 상태여야 한다. 모든 예정된 방문에 참석하고

모든 연구 절차를 준수할 수 있어야 한다. 사전 동의서에 서명하고 날짜를 기재해야 한다

배제 기준. 참가자는 임의의 다음 기준이 적용되는 경우에 연구에서 제외한다: 선천성 또는 후천성 면역결핍으[0418]

로 알려졌거나 의심되는 경우; 또는 지난 6개월 이내에 면역 억제 요법, 예컨대, 항암 화학요법 또는 방사선 치

료를 받은 경우; 또는 장기간의 전신 코르티코스테로이드 요법(지난 3개월 이내에 2주 이상 연속으로 프레드니

손 또는 이와 동등한 요법); 연구 중재 구성 요소(예를 들어, 폴리에틸렌 글리콜 및 폴리소르베이트)에 대해 알

려진 전신 과민증; 연구에 사용된 연구 중재 또는 동일한 성분을 함유한 제품에 대한 생명을 위협하는 반응의

병력; mRNA COVID-19 백신 투여 후 알러지 반응(예를 들어, 아나필락시스); 지난 12개월 동안 임상적, 혈청학적

또는 미생물학적으로 진단된 RSV 관련 병의 병력; 심근염, 심낭염 및/또는 심근심막염의 이전 병력; 조사자의

판단에 따른 IM 주사 금지를 요하는 혈소판 감소증 또는 출혈 장애; 근육내 주사 금지를 요하는, 출혈 장애, 또

는 선정 전 3주 동안 항응고제를 투여 받은 경우; 조사자의 의견으로 연구 수행 또는 완료를 방해할 수 있는 단

계에 있는 만성 병; 조사자의 의견으로 연구 수행 또는 완료를 방해할 수 있는 알코올, 처방약 또는 약물 남용;

연구 중재 시행 전 4주 이내에 mRNA 백신 이외의 백신을 접종했거나 연구 중재 시행 후 4주 이내에 mRNA 백신
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이외의 백신을 접종할 예정인 경우; 연구 중재 시행 전 60일 이내에 mRNA 백신을 접종했거나 연구 중재 시행 후

60일 이내에 mRNA 백신을 접종할 예정인 경우; 연구용 백신으로 RSV에 대해 이전 예방접종을 받은 경우; 지난 3

개월 동안 면역글로불린, 혈액 또는 혈액 유래 제품을 투여 받은 경우; 최초 채혈 전 72시간 이내에 경구 또는

주사로 항생제 요법을 받은 경우; 연구 등록 시점(또는 최초 연구 중재 시행 전 4주) 또는 본 연구 기간 동안

백신, 약물, 의료 디바이스 또는 의료 절차를 조사하는 다른 임상 연구에 참여하고 있거나 참여할 계획인 경우;

행정명령이나 법원 명령에 의해 자유를 박탈당한 경우, 긴급상황에 처한 경우, 비자발적으로 입원한 경우; FDA

승인/검증된 검사로 검출된 인간 면역결핍 바이러스(HIV),  B형 간염 바이러스 표면 항원(hepatitis  B  virus

surface antigen, HBsAg), B형 간염 코어 항체(hepatitis B core antibody, HBcAb), C형 간염 바이러스 항체

(hepatitis C virus antibody, HCV Ab) 또는 양성 SARS-CoV-2 RTPCR 또는 항원 검사로 자가 보고되거나 문서화

된 경우; 또는 제안된 연구에 직접 참여하는 조사자 또는 연구 센터의 직원으로 식별되거나, 제안된 연구에 직

접 참여하는 조사자 또는 직원의 직계 가족 구성원(즉, 부모,  배우자, 친자녀 또는 입양 자녀)으로 식별된

경우.

참가자당 지속기간[0419]

각 참가자의 참여 지속기간은 센티넬 및 주 코호트의 경우 12개월이고 부스터 코호트에 등록된 서브세트 참가자[0420]

의 경우 전체적으로 24개월이다. 센티넬 코호트(1회 근육내(IM) 주사) 참가자는 백신접종 후 12개월 동안 추적

관찰된다. 주 코호트(1회 IM 주사) 참가자는 백신접종 후 12개월 동안 추적 관찰된다. 부스터 코호트(1차 백신

접종 12개월 후에 1회 IM 주사) 참가자는 부스터 용량 투여 후 12개월 동안 추적 관찰된다.

본 개시내용의 다른 구현예는 본 명세서의 고려 및 본원에 개시된 본 개시내용의 실시에 의해 당업자에게 명백[0421]

해질 것이다. 명세서 및 실시예는 단지 예시적인 것으로 간주되고 본 개시내용의 진정한 범주 및 사상은 다음의

청구범위에 의해 나타나는 것으로 의도된다.

본원에 인용된 모든 특허 및 간행물은 본원에 그 전체가 참고로 포함된다.[0422]
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			 atggaattgctgatcctcaaagcgaacgcaatcaccactatcctcactgcggtcaccttctgctttgcgagcggacagaacatcaccgaagaattctaccaatctacttgctccgccgtgtccaagggttacctgtccgccctgaggaccggatggtacacttccgtgattaccattgagttgtcgaatatcaagaagaacaagtgcaacggaaccgatgctaaggtcaagctgatcaagcaggagctggacaagtacaagaatgctgtgaccgagctgcagctgctgatgcagtccactcaagccaccaacaatcgcgcccggcgggaactcccaaggttcatgaactacaccttgaacaacgccaagaaaacgaacgtgaccctgtccaagaagcgcaagcgcagattccttggcttccttctgggcgtcggtagcgccatcgcctccggcgtggccgtcagcaaggtcctgcacctcgagggagaagtcaacaagattaagagcgccctgctgtccaccaacaaggccgtggtgtcgctatcaaacggcgtcagcgtactgaccagcaaagtgctggatctcaagaactacattgataagcaactcctccctatcgtgaataagcagagctgttcgatttccaacatcgagactgtgattgaattccagcagaagaacaaccggctgctggaaattaccagagaattcagcgtgaatgccggagtcactacccccgtgtccacctacatgctgacaaactccgagctgctgagcctgatcaacgatatgccgattaccaacgaccagaagaagctgatgtcgaacaacgtgcagatcgtgcgccagcagtcctactcaatcatgtcgatcatcaaggaagaggtcctggcctacgtggtgcagcttcctctgtacggcgtgattgacactccgtgttggaaactgcacactagtcccctgtgcactactaacaccaaggagggcagcaatatctgcctgactcggaccgatagaggctggtactgtgataacgccgggtccgtgtccttcttcccgcaagccgagacttgcaaagtgcagagcaaccgggtgttctgtgacactatgaactcactgaccttgccgagcgaagtcaacctttgcaacgtggacatctttaaccctaaatacgactgcaagatcatgacctccaagaccgacgtgtcgagctcagtgattacttcgctgggagccattgtgtcctgctacgggaaaaccaagtgcacggcctcaaacaagaaccggggtatcattaagaccttctccaacggctgcgactatgtgtccaacaagggggtggacactgtgtccgtgggaaacaccttgtattacgtgaacaagcaggagggaaagtccctctacgtgaagggcgaacccatcatcaatttctacgacccgctcgtgttcccctccgatgaattcgacgcatccatctcacaagtcaacgaaaagattaaccagtccctggctttcattcgcaagtccgacgaactgctccataacgtcaacgctggaaagtccaccaccaacatcatgatcaccacgatcattattgtgatcatcgtcatcctgctgtcactgatagcagtgggactgctcctctactgcaaagcgcggtcgaccccagtgacactctcgaaggaccagctgtccgggatcaacaacatcgcgttttcgaactga
		
	
	 
		 
			 1635
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1635
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atggaactcctgatcctgaaggccaatgctatcactaccatcctgactgccgtcaccttctgcttcgcctccggacaaaatatcactgaagaattttaccaaagcacctgtagcgcggtgtccaagggatacctgagcgctctgaggaccggatggtacaccagcgtgattaccatcgagctgagtaacatcaagaagaacaagtgcaacgggaccgatgctaaggtcaagttgatcaaacaagagctcgacaagtacaagaacgccgtgactgagctgcagctgctgatgcagtcaactcaggccaccaacaaccgggccagacgggaactgccgagattcatgaactacaccctgaacaacgccaaaaagaccaacgtgaccctgtccaagaagagaaagcgccggttcctgggtttcctgcttggcgtgggatcagcaatcgcgtccggagtggcagtgtccaaggtcttgcacctcgagggcgaagtgaacaagatcaagtccgcgcttctgtcgaccaacaaggccgtcgtttccctgtcgaacggagtgtccgtgctcacgagcaaagtgctcgacctgaagaactacatcgacaaacagctgctgcccatcgtcaacaagcagagctgcagcatctcaaacattgaaaccgtgatcgagttccagcagaagaacaaccgcctgctcgagattaccagagagttttccgtgaacgccggcgtgaccaccccggtgtcgacctacatgctcacaaattcggaacttctctccctgattaatgacatgcccattactaacgatcagaaaaagctgatgtcgaacaatgtgcagattgtgcgccagcagtcctactccatcatgtccatcattaaggaagaggtcctggcctacgtggtgcagttgccgctgtacggtgtcatcgataccccctgctggaagctccatacttcgcccctgtgtactaccaacaccaaggaaggctccaacatctgcctgacccggacggatcgcggctggtactgtgacaatgccggatccgtgtcgttcttcccgcaagcggagacttgcaaagtgcagtccaaccgggtgttctgtgacactatgaactccctgactctgccgtccgaagtcaacctctgcaacgtggacattttcaatccaaaatacgactgcaagataatgacctccaagactgacgtgtcatcgtccgtgatcacatctctgggagccattgtctcctgctacggaaagactaagtgcaccgcgtcgaacaagaacaggggcattatcaagaccttcagcaacggttgcgactatgtgtccaacaagggcgtggataccgtgtccgtgggcaacaccttgtactacgtgaacaagcaggaggggaagtccctttatgtgaagggggagccaatcattaacttttacgaccccctggtgttccctagcgacgagttcgacgcctcaatctctcaagtcaacgaaaagatcaaccagagcctcgccttcatccgcaagtccgatgaactgctgtcagccattgggggttacatccctgaggcccctcgggacggacaggcatacgtccgcaaggacggcgaatgggtgctgcttagcaccttcctctaa
		
	
	 
		 
			 1605
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1605
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atggaactgctgatcctcaaagccaacgcaatcaccaccattctcaccgctgtgaccttctgcttcgcatcggggcagaacatcactgaagagttttaccagagcacttgcagcgcggtgtcaaagggttacctttccgcactgcggaccggatggtacacttccgtgatcaccattgagctcagcaacatcaaggaaaacaagtgcaatggcaccgacgccaaggtcaagctgatcaaacaagaactggacaagtacaagaacgccgtgacagaattgcagctcctgatgggatccggaaacgtcggtctgggcggagccatcgcgagtggagtggctgtgtccaaggtcttgcacctcgagggagaagtgaacaagatcaagtccgcgctgctgtcaacgaacaaggccgtggtgtccctgtctaacggcgtcagcgtgctgacgttcaaggtcctggacctgaagaattacattgacaagcagctgctgcccatcctcaacaagcaatcctgctccatctccaaccccgaaaccgtgatcgagttccagcagaagaacaaccgcctgctggaaattactcgcgagttctctgtgaatgccggcgtgaccacccctgtgtccacctacatgctgaccaactccgagcttctctcccttatcaatgacatgcctatcacgaacgaccagaagaagctgatgtcgaacaacgtgcagattgtgcggcagcagtcatacagcatcatgtcgatcatcaaggaagaagtgctggcgtacgtggtgcaactcccgctgtacggcgtcatcgataccccgtgctggaagctgcacacctcgcctttgtgtaccaccaacaccaagaacggatccaacatctgcttaacccggactgatcggggttggtactgcgacaacgccgggaatgtttcgttcttcccacaagccgagacttgtaaagtgcagtcaaacagagtgttctgtgacaccatgaactcgagaaccctgcccagcgaagtgaacctgtgtaacgtcgacatctttaacccaaaatacgattgcaagattatgaccagcaaaaccgacgtgtcctcctccgtgataacaagcctgggggcgattgtgtcatgctacggaaagactaagtgcaccgcctcgaacaagaaccgcggcatcattaagactttctcgaatggttgcgactatgtgtccaacaagggcgtggatactgtgtcagtcgggaatactctttactacgtgaacaagcaggaggggaaaagcctctacgtgaagggagagcctattatcaacttttacgatccgctggtgttcccgtccgacgaattcgacgccagcatcagccaagtcaacgagctgattaaccagtccctcgccttcatcaaccaatccgacgagctcctgcataacgtgaacgccggaaagtccaccaccaacatcatgatcactactattatcatcgtgatcatcgtcatcctgctgagcctgattgctgtgggcctgttgctgtattgcaaagccaggtccaccccggtcaccctgtcgaaggatcagctgtccggaatcaacaacattgccttctccaactaa
		
	
	 
		 
			 140
			 RNA
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					 source
					 1..140
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggacagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccagcctccgcggccgggaacggtgcattggaacgcggattccccgtgccaagagtgactcaccgtccttgacacg
		
	
	 
		 
			 100
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..100
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							 other RNA
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							 synthetic construct
						
					
				
			
			 cgggtggcatccctgtgacccctccccagtgcctctcctggccctggaagttgccactccagtgcccaccagccttgtcctaataaaattaagttgcatc
		
	
	 
		 
			 1965
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1965
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggacagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccagcctccgcggccgggaacggtgcattggaacgcggattccccgtgccaagagtgactcaccgtccttgacacgatggaattgctgatcctcaaagcgaacgcaatcaccactatcctcactgcggtcaccttctgctttgcgagcggacagaacatcaccgaagaattctaccaatctacttgctccgccgtgtccaagggttacctgtccgccctgaggaccggatggtacacttccgtgattaccattgagttgtcgaatatcaagaagaacaagtgcaacggaaccgatgctaaggtcaagctgatcaagcaggagctggacaagtacaagaatgctgtgaccgagctgcagctgctgatgcagtccactcaagccaccaacaatcgcgcccggcgggaactcccaaggttcatgaactacaccttgaacaacgccaagaaaacgaacgtgaccctgtccaagaagcgcaagcgcagattccttggcttccttctgggcgtcggtagcgccatcgcctccggcgtggccgtcagcaaggtcctgcacctcgagggagaagtcaacaagattaagagcgccctgctgtccaccaacaaggccgtggtgtcgctatcaaacggcgtcagcgtactgaccagcaaagtgctggatctcaagaactacattgataagcaactcctccctatcgtgaataagcagagctgttcgatttccaacatcgagactgtgattgaattccagcagaagaacaaccggctgctggaaattaccagagaattcagcgtgaatgccggagtcactacccccgtgtccacctacatgctgacaaactccgagctgctgagcctgatcaacgatatgccgattaccaacgaccagaagaagctgatgtcgaacaacgtgcagatcgtgcgccagcagtcctactcaatcatgtcgatcatcaaggaagaggtcctggcctacgtggtgcagcttcctctgtacggcgtgattgacactccgtgttggaaactgcacactagtcccctgtgcactactaacaccaaggagggcagcaatatctgcctgactcggaccgatagaggctggtactgtgataacgccgggtccgtgtccttcttcccgcaagccgagacttgcaaagtgcagagcaaccgggtgttctgtgacactatgaactcactgaccttgccgagcgaagtcaacctttgcaacgtggacatctttaaccctaaatacgactgcaagatcatgacctccaagaccgacgtgtcgagctcagtgattacttcgctgggagccattgtgtcctgctacgggaaaaccaagtgcacggcctcaaacaagaaccggggtatcattaagaccttctccaacggctgcgactatgtgtccaacaagggggtggacactgtgtccgtgggaaacaccttgtattacgtgaacaagcaggagggaaagtccctctacgtgaagggcgaacccatcatcaatttctacgacccgctcgtgttcccctccgatgaattcgacgcatccatctcacaagtcaacgaaaagattaaccagtccctggctttcattcgcaagtccgacgaactgctccataacgtcaacgctggaaagtccaccaccaacatcatgatcaccacgatcattattgtgatcatcgtcatcctgctgtcactgatagcagtgggactgctcctctactgcaaagcgcggtcgaccccagtgacactctcgaaggaccagctgtccgggatcaacaacatcgcgttttcgaactgacgggtggcatccctgtgacccctccccagtgcctctcctggccctggaagttgccactccagtgcccaccagccttgtcctaataaaattaagttgcatc
		
	
	 
		 
			 1875
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1875
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggacagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccagcctccgcggccgggaacggtgcattggaacgcggattccccgtgccaagagtgactcaccgtccttgacacgatggaactcctgatcctgaaggccaatgctatcactaccatcctgactgccgtcaccttctgcttcgcctccggacaaaatatcactgaagaattttaccaaagcacctgtagcgcggtgtccaagggatacctgagcgctctgaggaccggatggtacaccagcgtgattaccatcgagctgagtaacatcaagaagaacaagtgcaacgggaccgatgctaaggtcaagttgatcaaacaagagctcgacaagtacaagaacgccgtgactgagctgcagctgctgatgcagtcaactcaggccaccaacaaccgggccagacgggaactgccgagattcatgaactacaccctgaacaacgccaaaaagaccaacgtgaccctgtccaagaagagaaagcgccggttcctgggtttcctgcttggcgtgggatcagcaatcgcgtccggagtggcagtgtccaaggtcttgcacctcgagggcgaagtgaacaagatcaagtccgcgcttctgtcgaccaacaaggccgtcgtttccctgtcgaacggagtgtccgtgctcacgagcaaagtgctcgacctgaagaactacatcgacaaacagctgctgcccatcgtcaacaagcagagctgcagcatctcaaacattgaaaccgtgatcgagttccagcagaagaacaaccgcctgctcgagattaccagagagttttccgtgaacgccggcgtgaccaccccggtgtcgacctacatgctcacaaattcggaacttctctccctgattaatgacatgcccattactaacgatcagaaaaagctgatgtcgaacaatgtgcagattgtgcgccagcagtcctactccatcatgtccatcattaaggaagaggtcctggcctacgtggtgcagttgccgctgtacggtgtcatcgataccccctgctggaagctccatacttcgcccctgtgtactaccaacaccaaggaaggctccaacatctgcctgacccggacggatcgcggctggtactgtgacaatgccggatccgtgtcgttcttcccgcaagcggagacttgcaaagtgcagtccaaccgggtgttctgtgacactatgaactccctgactctgccgtccgaagtcaacctctgcaacgtggacattttcaatccaaaatacgactgcaagataatgacctccaagactgacgtgtcatcgtccgtgatcacatctctgggagccattgtctcctgctacggaaagactaagtgcaccgcgtcgaacaagaacaggggcattatcaagaccttcagcaacggttgcgactatgtgtccaacaagggcgtggataccgtgtccgtgggcaacaccttgtactacgtgaacaagcaggaggggaagtccctttatgtgaagggggagccaatcattaacttttacgaccccctggtgttccctagcgacgagttcgacgcctcaatctctcaagtcaacgaaaagatcaaccagagcctcgccttcatccgcaagtccgatgaactgctgtcagccattgggggttacatccctgaggcccctcgggacggacaggcatacgtccgcaaggacggcgaatgggtgctgcttagcaccttcctctaacgggtggcatccctgtgacccctccccagtgcctctcctggccctggaagttgccactccagtgcccaccagccttgtcctaataaaattaagttgcatc
		
	
	 
		 
			 1845
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1845
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggacagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccagcctccgcggccgggaacggtgcattggaacgcggattccccgtgccaagagtgactcaccgtccttgacacgatggaactgctgatcctcaaagccaacgcaatcaccaccattctcaccgctgtgaccttctgcttcgcatcggggcagaacatcactgaagagttttaccagagcacttgcagcgcggtgtcaaagggttacctttccgcactgcggaccggatggtacacttccgtgatcaccattgagctcagcaacatcaaggaaaacaagtgcaatggcaccgacgccaaggtcaagctgatcaaacaagaactggacaagtacaagaacgccgtgacagaattgcagctcctgatgggatccggaaacgtcggtctgggcggagccatcgcgagtggagtggctgtgtccaaggtcttgcacctcgagggagaagtgaacaagatcaagtccgcgctgctgtcaacgaacaaggccgtggtgtccctgtctaacggcgtcagcgtgctgacgttcaaggtcctggacctgaagaattacattgacaagcagctgctgcccatcctcaacaagcaatcctgctccatctccaaccccgaaaccgtgatcgagttccagcagaagaacaaccgcctgctggaaattactcgcgagttctctgtgaatgccggcgtgaccacccctgtgtccacctacatgctgaccaactccgagcttctctcccttatcaatgacatgcctatcacgaacgaccagaagaagctgatgtcgaacaacgtgcagattgtgcggcagcagtcatacagcatcatgtcgatcatcaaggaagaagtgctggcgtacgtggtgcaactcccgctgtacggcgtcatcgataccccgtgctggaagctgcacacctcgcctttgtgtaccaccaacaccaagaacggatccaacatctgcttaacccggactgatcggggttggtactgcgacaacgccgggaatgtttcgttcttcccacaagccgagacttgtaaagtgcagtcaaacagagtgttctgtgacaccatgaactcgagaaccctgcccagcgaagtgaacctgtgtaacgtcgacatctttaacccaaaatacgattgcaagattatgaccagcaaaaccgacgtgtcctcctccgtgataacaagcctgggggcgattgtgtcatgctacggaaagactaagtgcaccgcctcgaacaagaaccgcggcatcattaagactttctcgaatggttgcgactatgtgtccaacaagggcgtggatactgtgtcagtcgggaatactctttactacgtgaacaagcaggaggggaaaagcctctacgtgaagggagagcctattatcaacttttacgatccgctggtgttcccgtccgacgaattcgacgccagcatcagccaagtcaacgagctgattaaccagtccctcgccttcatcaaccaatccgacgagctcctgcataacgtgaacgccggaaagtccaccaccaacatcatgatcactactattatcatcgtgatcatcgtcatcctgctgagcctgattgctgtgggcctgttgctgtattgcaaagccaggtccaccccggtcaccctgtcgaaggatcagctgtccggaatcaacaacattgccttctccaactaacgggtggcatccctgtgacccctccccagtgcctctcctggccctggaagttgccactccagtgcccaccagccttgtcctaataaaattaagttgcatc
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			 IMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN
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