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본 발명은 암 치료를 위한 종양용해성 바이러스, 특히 종양용해성 아데노바이러스, 및 체크포인트 억제제와의 조

합 요법에 관한 것으로, 특히 암 치료에 사용되기 위한, (a) 이식유전자로서 종양 괴사 인자 알파 (TNF알파) 및/

또는 인터류킨-2 (IL-2)를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 (b) 하나 이상의 면역 체크포인트 억

제제와의 조합에 관한 것이다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

대상체에게 (a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 (b) 하

나 이상의 면역 체크포인트 억제제의 유효량을 투여하는 것을 포함하는, 암 치료를 필요로 하는 대상체에서 암

을 치료하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 종양내, 정맥내, 동맥내 또는 복강내로 투여되는 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 종양내로 투여되는 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 면역 체크포인트 억제제는 PD-L1에 선택적으로 결합하는 모노클로날 항체이고, 좋기로는 BMS-

936559, LY3300054, 아테졸리주맙, 두르발루맙 및 아벨루맙으로 이루어진 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 면역 체크포인트 억제제는 PD-1에 선택적으로 결합하는 모노클로날 항체이고, 좋기로는 펨브롤

리주맙(MK-3475) 및 니볼루맙(BMS-936558)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 바이러스는 약 10
6
-10

14 
VP, 10

6
-10

12 
VP, 10

8
-10

14 
VP, 10

8
-10

12 
VP 또는 10

10
-10

12 
VP의 양으로 투

여되는 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 체크포인트 억제제는 약 2 mg/kg 내지 25 mg/kg의 양으로 투여되는 방법.

청구항 9 

제1항에 있어서, 대상체는 간세포암종, 결장직장암, 신세포 암종, 방광암, 폐암(비소세포폐암 포함), 위암, 식

도암, 육종, 중피종, 흑색종, 췌장암, 두경부암, 난소암, 유방암, 자궁경부암 및 간암으로부터 선택된 암을 갖

는 방법. 

청구항 10 

제9항에 있어서, 대상체는 신세포 암종 또는 두경부암을 갖는 방법.

청구항 11 

제1항에 있어서, 대상체는 체크포인트 억제제를 사용한 치료와 같은 적어도 하나의 화학요법 또는 면역요법 치

료에 대해 이전에 실패한 적이 있는 방법.

청구항 12 

 제11항에 있어서, 대상체는 CD8+ T-세포의 기능장애를 매개할 수 있는 암을 갖는 방법.

청구항 13 
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제11항에 있어서, 대상체는 GZMG, GMZF, KLRC2 및 CD46으로 이루어진 군으로부터 선택되는 면역 활성과 관련된

유전자, 및 특히 TNFSF18/GITRL 및 EAR2로 이루어진 군으로부터 선택되는 T-세포 활성 조절제에 관련된 유전자

중 적어도 하나가 하향조절되는 암에 걸린 방법. 

청구항 14 

제11항에 있어서, 대상체는 항-PD-1 불응성 암을 갖고, 상기 암은 좋기로는 흑색종인 방법.

청구항 15 

제1항에 있어서, 방사선요법, 화학요법, 항혈관신생제 또는 표적 요법, 예컨대 알킬화제, 뉴클레오사이드 유사

체, 세포골격 변형제, 세포증식억제제, 모노클로날 항체, 키나제 억제제로부터 선택된 추가 요법을 대상체에게

투여하는 것을 포함하는 방법.

청구항 16 

제1항에 있어서, 대상체는 인간인 방법.

청구항 17 

제1항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터의 제1 용량 및 면역 체크포인트 억제제의 제1 용량이 동시에

대상체에게 투여되는 방법.

청구항 18 

제1항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터의 제1 용량 및 면역 체크포인트 억제제의 제1 용량은 24시간

내에 순차적으로 투여되는 방법.

청구항 19 

제1항에 있어서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 상기 종양용해성 아데노바이러스 벡터는

- 5/3 키메라 파이버 노브,

- E1A의 종양 특이적 발현을 위한 E2F1 프로모터,

- 아데노바이러스 E1의 Rb 결합 불변 영역 2에서의 24bp 결실(D24),

- 바이러스 gp19k 및 6.7k 판독 프레임의 핵산 서열 결실, 및

- E3 영역에서 결실된 gp19k/6.7K 대신 이식유전자(들)로서 적어도 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩함으로써 바

이러스 E3 프로모터 하에 이식유전자 발현의 복제-관련 제어를 초래하는 핵산 서열

을 포함하는 방법.

청구항 20 

제19항에 있어서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 상기 종양용해성 아데노바이러스 벡터는

E1B19k의 결실을 더 포함하는 방법.

청구항 21 

(a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 (b) 하나 이상의

면역 체크포인트 억제제를 포함하는 약제학적 조성물.

청구항 22 

제21항에 있어서, 상기 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 약제학

적 조성물.

청구항 23 

제21항에 있어서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 상기 종양용해성 아데노바이러스 벡터는
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- 5/3 키메라 파이버 노브,

- E1A의 종양 특이적 발현을 위한 E2F1 프로모터,

- 아데노바이러스 E1의 Rb 결합 불변 영역 2에서의 24bp 결실(D24),

- 바이러스 gp19k 및 6.7k 판독 프레임의 핵산 서열 결실, 및

- E3 영역에서 결실된 gp19k/6.7K 대신 이식유전자(들)로서 적어도 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩함으로써 바

이러스 E3 프로모터 하에 이식유전자 발현의 복제-관련 제어를 초래하는 핵산 서열

을 포함하는 약제학적 조성물.

청구항 24 

제1 용기, 제2 용기 및 패키지 삽입물을 포함하는 키트로서, 제1 용기는 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-

2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터를 함유하는 약제학적 조성물의 적어도 1회 용량을 포함하고,

제2 용기는 체크포인트 억제제를 포함하는 약제학적 조성물의 적어도 1회 용량을 포함하며, 패키지 삽입물은 약

제학적 조성물(들)을 사용하여 암에 걸린 개체를 치료하기 위한 설명서를 포함하는 것인 키트.

청구항 25 

제24항에 있어서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터는

- 5/3 키메라 파이버 노브,

- E1A의 종양 특이적 발현을 위한 E2F1 프로모터,

- 아데노바이러스 E1의 Rb 결합 불변 영역 2에서의 24bp 결실(D24),

- 바이러스 gp19k 및 6.7k 판독 프레임의 핵산 서열 결실, 및

- E3 영역에서 결실된 gp19k/6.7K 대신 이식유전자(들)로서 적어도 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩함으로써 바

이러스 E3 프로모터 하에 이식유전자 발현의 복제-관련 제어를 초래하는 핵산 서열

을 포함하는 키트.

청구항 26 

제21항 또는 제24항에 있어서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 상기 종양용해성 아데노바이

러스 벡터는 E1B19k의 결실을 더 포함하는 조성물 또는 키트.

청구항 27 

암 또는 종양의 치료에 사용되기 위한, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-

2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 28 

제27항에 있어서, 상기 면역 체크포인트 억제제는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 것인, 면역 체크포인

트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 29 

제27항 또는 제28항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 종양내, 정맥내, 동맥내 또는 복강내로 투여

되는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아

데노바이러스 벡터.

청구항 30 

제27항 내지 제29항 중 어느 하나의 항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 종양내로 투여되는 것인,

면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러

스 벡터.
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청구항 31 

제27항 내지 제30항 중 어느 하나의 항에 있어서, 면역 체크포인트 억제제는 PD-L1에 선택적으로 결합하는 모노

클로날 항체이고, 좋기로는 BMS-936559, LY3300054, 아테졸리주맙, 두라발루맙 및 아벨루맙으로 이루어진 군으

로부터 선택되는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종

양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 32 

제27항 내지 제30항 중 어느 하나의 항에 있어서, 면역 체크포인트 억제제는 PD-1에 선택적으로 결합하는 모노

클로날 항체이고, 좋기로는 펨브롤리주맙(MK-3475) 및 니볼루맙(BMS-936558)으로 이루어진 군으로부터 선택되는

것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노

바이러스 벡터.

청구항 33 

제27항 내지 제32항 중 어느 하나의 항에 있어서, 바이러스는 약 10
6
-10

14 
VP, 10

6
-10

12 
VP, 10

8
-10

14 
VP, 10

8
-10

12

VP 또는 10
10
-10

12 
VP.의 양으로 투여되는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또

는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 34 

제27항 내지 제33항 중 어느 하나의 항에 있어서, 체크포인트 억제제는 약 2 mg/kg 내지 25 mg/kg의 양으로 투

여되는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성

아데노바이러스 벡터.

청구항 35 

제27항 내지 제34항 중 어느 하나의 항에 있어서, 대상체는 간세포암종, 결장직장암, 신세포 암종, 방광암, 폐

암(비소세포폐암 포함), 위암, 식도암, 육종, 중피종, 흑색종, 췌장암, 두경부암, 난소암, 유방암, 자궁경부암

및 간암으로부터 선택된 암을 갖는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-

2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 36 

제35항에 있어서, 대상체는 신세포 암종 또는 두경부암을 갖는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전

자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 37 

제27항 내지 제36항 중 어느 하나의 항에 있어서, 대상체는 체크포인트 억제제를 사용한 치료와 같은 적어도 하

나의 화학요법 또는 면역요법 치료에 대해 이전에 실패한 적이 있는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이

식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 38 

제37항에 있어서, 대상체는 CD8+ T-세포의 기능장애를 매개할 수 있는 암을 갖는 것인, 면역 체크포인트 억제제

와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 39 

제37항 또는 제38항에 있어서, 대상체는 GZMG, GMZF, KLRC2 및 CD46으로 이루어진 군으로부터 선택되는 면역 활

성과 관련된 유전자, 및 특히 TNFSF18/GITRL 및 EAR2로 이루어진 군으로부터 선택되는 T-세포 활성 조절제에 관

련된 유전자 중 적어도 하나가 하향조절되는 암에 걸린 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서

TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 40 
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제37항 내지 제39항 중 어느 하나의 항에 있어서, 대상체는 항-PD-1 불응성 암을 가지며, 상기 암은 좋기로는

흑색종인 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해

성 아데노바이러스 벡터.

청구항 41 

제27항 내지 제40항 중 어느 하나의 항에 있어서, 방사선요법, 화학요법, 항혈관신생제 또는 표적 요법, 예컨대

알킬화제, 뉴클레오사이드 유사체, 세포골격 변형제, 세포증식억제제, 모노클로날 항체, 키나제 억제제로부터

선택된 추가 요법을 대상체에게 투여하는 것을 포함하는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서

TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 42 

제27항 내지 제41항 중 어느 하나의 항에 있어서, 대상체는 인간인 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식

유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 43 

제27항 내지 제42항 중 어느 하나의 항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터의 제1 용량 및 면역 체크포

인트 억제제의 제1 용량은 대상체에게 동시에 투여되는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서

TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 44 

제27항 내지 제43항 중 어느 하나의 항에 있어서, 종양용해성 아데노바이러스 벡터의 제1 용량 및 면역 체크포

인트 억제제의 제1 용량은 24시간 이내에 순차적으로 투여되는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전

자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 45 

제27항 내지 제44항 중 어느 하나의 항에 있어서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 상기 종

양용해성 아데노바이러스 벡터는

- 5/3 키메라 파이버 노브,

- E1A의 종양 특이적 발현을 위한 E2F1 프로모터,

- 아데노바이러스 E1의 Rb 결합 불변 영역 2에서의 24bp 결실(D24),

- 바이러스 gp19k 및 6.7k 판독 프레임의 핵산 서열 결실, 및

- E3 영역에서 결실된 gp19k/6.7K 대신 이식유전자(들)로서 적어도 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩함으로써 바

이러스 E3 프로모터 하에 이식유전자 발현의 복제-관련 제어를 초래하는 핵산 서열

을 포함하는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용

해성 아데노바이러스 벡터.

청구항 46 

제45항에 있어서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 상기 종양용해성 아데노바이러스 벡터는

E1B19k의 결실을 더 포함하는 것인, 면역 체크포인트 억제제와 함께, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를

인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 바이러스학, 면역학 및 의학에 관한 것이다. 특정 태양에서, 본 발명은 암 치료를 위한[0001]

종양용해성(oncolytic) 바이러스, 특히 종양용해성 아데노바이러스, 및 체크포인트 억제제와의 조합 요법에 관

한 것이다.
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배 경 기 술

발명의 배경[0002]

체크포인트 억제제(CPI: Checkpoint inhibitors)는 암 치료에 일대 혁명을 일으켜, 면역 요법을 한 가지 접근[0003]

방식으로서 검증한 바 있다. 불행히도 반응은 소수의 환자에서 나타난다. 일부 환자는 제한된 시간 동안만 혜택

을 받는 반면 대다수는 감지할 수 있는 혜택을 얻지 못하는데, 특히 일반적인 유형의 비흑색종 고형 종양과 관

련하여 그러하다. 따라서 CPI는 접근 방식으로 확실히 검증되었지만 소수의 환자만이 혜택을 받기 때문에 여전

히 충족되지 않은 임상 요구가 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

이러한 충족되지 않은 요구의 한 가지 예는 항-PD-1 니볼루맙이 2선 치료제로 승인된 바 있는 신세포 암종(RC[0004]

C)이다. 무작위 3상 시험에서 확인된 반응률은 CPI 부문에서 21.5%인 반면 에베롤리무스(포유류의 라파마이신

표적 억제제) 부문에서는 3.9%였다. 전체 생존(OS) 중앙값은 각각 25.0개월 및 19.1개월이었다
1
. 또 다른 임상

시험에서는 CPI(아테졸리주맙, 항-PD-L1)와 항-VEGF(수니티닙) 약물의 사용을 결합하여, 전체 반응 비율(ORR)을

32%로 증가시켰다(단독 요법으로 항-PD-L1의 경우 25% 및 단독 요법으로서 수니티닙의 경우 29%)
2
. RCC는 이전

에 "면역원성"으로 기술된 종양 유형이며 일부 환자는 고용량 IL-2 치료에는 반응하지만
3
, 대다수는 면역 요법에

반응을 보이지 않는다. ORR이 여전히 낮기 때문에(특히 흑색종 40%
4
,  요로상피 암종 21,1%

5
,  비소세포폐암종

19.4%
6
, 간세포암종 14.3%

7
 등) 대부분의 종양 유형에서 개선의 여지가 분명히 있다.

WO2014170389는 암 치료 용도 및 치료 방법을 위한 종양용해성 아데노바이러스 벡터 단독 또는 이것과 치료 조[0005]

성물과의 조합에 관한 것이다. 수년간의 개발 끝에 종양용해성 바이러스는 현재 암 치료제로 사용되기 시작하였

다. 바이러스의 효능에 영향을 미치는 요인 및 작용 기전과 관련된 몇 가지 발견이 있었지만, 바이러스 요법에

대한 전반적인 반응을 결정하는 경로를 식별할 필요는 여전하다. 임상 시험에서 종양용해성 바이러스는 유리한

안전성 프로파일과 유망한 효능을 입증하였다. 그러나 특히 전이 부담이 큰 환자의 경우 반응이 개선될 여지가

있다. 종양용해성 바이러스의 활성과 관련된 경로의 추가 특징화는 바이러스 요법의 효능을 개선하기 위한 잠재

적인 표적을 밝힐 수 있다. 

과제의 해결 수단

발명의 개요[0006]

본 발명은 임상적으로 관련된 암 모델에 사이토카인 TNF알파 및/또는 IL-2를 코딩하는 종양용해성 아데노바이러[0007]

스성 바이러스와 면역 체크포인트 억제제인 항-PD-L1 또는 PD-1을 공동 투여하면 어느 하나의 제제를 단독 투여

한 경우에 비해 높은 생존 이익을 수반하면서, 치료된 암에 대한 면역 활성으로의 유의한 쉬프트가 초래된다는

발견에 기초한 것이다. 따라서, 여러 구체예에서, 본 출원은 포유동물에게 (a) 이식유전자(transgene)로서  TNF

알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으

로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제를 공동 투여하는 것을 포함하는, 포유동물에서 암 및/또는 전

이 확립의 치료 및/또는 예방에 사용되기 위한, 및/또는 포유동물에서 항-종양 반응을 개시, 증강 또는 연장시

키는데 사용되기 위한, 조합 요법을 제공한다.

특정 태양에서, 암에 걸린 대상체에 대한 종양용해성 바이러스 및 면역 체크포인트 억제제의 공동-투여는 단독[0008]

치료에 비해 향상되고 심지어 상승적인 항종양 면역을 제공한다.

다른 관련 태양에서, (a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터[0009]

및 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제를, 이를 필요로

하는 포유동물에게 투여하는 것을 포함하는, 체크포인트 억제제의 효과를 증강, 강화, 또는 연장하거나, 또는

체크포인트 억제제의 독성 또는 용량 또는 치료 횟수를 감소시키는 방법이 제공된다.

도면의 간단한 설명

도 1. 비뇨기과 암 환자-유래 샘플은 T 세포 침윤 및 억제 차이에도 불구하고 종양용해성 바이러스 요법에 반응[0010]
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한다. 환자 샘플 1은 요로상피 암종이고, 환자 샘플 2 및 3은 투명 세포 신세포 암종이다. (A) 파라핀-포매된

샘플에서 수행된 헤마톡실린 및 에오신 염색. (B) CD8 면역조직화학. (C) PD-L1 면역조직화학. (D) 조직배양의

생체외 처리 후 MTS 생존력 분석. 제7일에 있어서 통계적 유의성은 Welch의 보정과 함께 독립표본 t-검정(독립

표본 t-검정)에 의해 계산되었다(**p<0.01; ***p<0.001). 평균 및 평균의 표준 오차(SEM)를 나타내었다.

도 2. 치료 7일 동안의 사이토카인 수준에서의 바이러스 요법 및 체크포인트 억제제 치료에 대한 반응. 3 가지

개별 환자 유래 종양 조직배양의 발현 값을 함께 표시하였다. (A) IFNg. (B) TNF알파. (C) IL-2. (D) IFNb.

(E) 그랜자임 B. (F) CXCL10. (G) IL-6. (H) TGFb. (I) 아르기나제. 양방향 ANOVA에 의해 계산된 통계적 유의

성. (*p<0.05; **p<0.01). 평균 및 평균의 표준 오차(SEM)를 나타내었다.

도 3. 제7일에서의 바이러스 요법 및 체크포인트 억제제 치료에 대한 그룹화된 사이토카인 반응 분석. 3가지 다

른 환자 유래 종양 조직배양의 발현 값을 함께 표시하였다. (A) 면역자극성 사이토카인의 배수 변화. (B) 면역

억제성 이펙터의 배수 변화. (C) 전체 억제(IL-6, TGF-b 및 아르기나제 포함) 대 전체 자극(IFNg, IFNb, 그랜자

임 B 및 CXCL10 포함). (D) 면역자극성 사이토카인 발현과 종양 조직배양 생존력 간의 피어슨 r 상관관계.

도 4. 체크포인트 억제 요법을 가능하게 하는 바이러스 요법의 생체내 테스트. (A) 실험 설계: B16.OVA 종양이

있는 66마리의 동물에 대해 제0일에 치료를 개시하였다.  이들 중 30마리를 치료 후 제7일에 희생시켜(회색

점선) 종양을 수집하고, 나머지는 종양이 완전히 퇴행하거나 사망할 때까지 더 많은 치료 라운드로 실험하면서

생존 실험을 위해 살려두었다 (S: 바이러스 및 항-PD-L1의 동시 투여, PB: 프라임 및 부스트). (B) 전체 생존

(Kaplan-Meier, Log 순위 Mantel-Cox 검정). (C-G) 개별 종양 성장 라인. (*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001).

도 5. 단일 사이토카인 또는 두 개의 사이토카인을 발현하는 아데노바이러스 작제물의 개략도. 바이러스 백본은

혈청형 3에서 유래한 파이버 노브(fiber knob)와 별개로, 인간 아데노바이러스 혈청형 5이다. 단일 및 이중 이

식유전자(TNF알파, IL-2 또는 TNF알파 및 IL-2)는 모두 바이러스 E3 프로모터의 전사 제어 하에 있다. 이중 이

식유전자의 경우 IRES 요소가 두 사이토카인을 분리하여 각 사이토카인을 독립적으로 합성한다. 이식유전자는

gp19k 및 6.7k에 대해 삭제된 E3 영역에 배치된다. E1A 단백질은 불변 영역 2에서 24개 아미노산이 결실되어

("D24"), 바이러스 E1A가 Rb 결합하지 못하게 한다. E1A 발현은 E2F 프로모터의 조절 하에 있다. E1B/19k는 비

활성화 결실을 포함한다.

도 6. 항-PD-1에 불응성인 생체내 모델의 개발 및 검증. (A) 실험 설계: 17마리의 마우스에게 B16.OVA 종양을

피하 생착시켰다. 이들 종양의 최대 직경이 4 mm에 도달하면 이들을 모크(또는 모의: Mock)(n=7) 또는 항-PD-1

그룹(n=10)으로 지정하였다. 0.1 mg의 항-PD-1(또는 PBS)을 3일마다 제공하였다. 종양이 10 mm 이상 진행되면

동물을 희생시켰다. (B) 치료를 시작한 후 10 mm 미만의 종양이 있는 동물의 백분율. (C) 두 그룹에 대한 개별

적인 종양 성장 곡선(Kaplan-Meier, 로그 순위 Mantel-Cox 검정; ***p<0.001).

도 7. 치료 경험이 없는(나이브) 진행성 종양과 항-PD-1 요법 후 진행 중인 종양의 유전자 발현 수준 비교. 도

6에 기재된 바와 같이 처리된 동물을 희생시키고 종양이 항-PD-1에 대해 불응성인 것으로 간주될 때 종양을 수

확하였다. RNA를 추출하고 두 그룹의 발현 프로파일을 비교하였다. (A) 히트맵 및 샘플의 감독되지 않은 클러스

터링. (B) 치료 경험이 없는 종양과 항-PD-1 치료 종양 사이의 발현 수준 비교를 위한 화산 플롯. (C) 면역 관

련 유의하게 조절된 유전자. (배수 변화가 ≤-2 또는 ≥2이고 q-값 ≤ 0.001인 경우 유전자 규정의 차이가 고려

되었다.)

도 8. 조작된 아데노바이러스의 사용은 항-PD-1 불응성 종양에서 종양 성장 조절을 유발할 수 있다. (A) 실험

설계: 29마리의 마우스에게 B16.OVA 종양을 피하 생착시켰다. 종양의 최대 직경이 4mm에 도달했을 때 3일마다

0.1mg의 항-PD-1을 복강내 투여하기 시작하였다. 종양이 8mm 이상 진행되면 동물을 그룹에 할당하여, 동물들을

동일한 aPD-1 요법으로 처리하거나(n=8), 3일에 한 번 1x10
8
개의 바이러스 입자(vp)로 종양내 처리하거나(n=8)

또는 두 가지 모두로 처리하였다(n=8). 완전한 반응이 관찰되거나 희생 기준에 도달할 때까지 치료를 계속하였

다. (B) 암 특이적 생존. (C) 그룹에 대한 개별 종양 성장 곡선. (Kaplan-Meier, 로그 순위 Mantel-Cox 검정;

***p<0.001).

도 9. 종양 샘플의 생성 및 치료의 작용 메커니즘을 연구하기 위한 분석. (A) 실험 설계: B16.OVA 종양을 보유

하는 27마리의 마우스를 이전에 설명된 바와 같이 약물에 불응성이 될 때까지 aPD-1로 처리하였다. 이어서, 동

물들을 동일한 aPD-1 요법(n=9)으로, 1x10
8
 바이러스 입자(vp)를 3일에 한 번(n=9) 종양 내로, 또는 둘 다(n=

9)로 처리한 그룹에 할당하였다. 불응성으로 간주된 후 제0, 1, 3 및 6일에 4회의 치료를 행하고 종양 수집을

위해 제7일에 이들을 희생시켰다. (B) 제0일(불응성으로 자격이 부여된 때) 및 제7일(종양이 수확된 때)에서의
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평균 종양 부피(및 SEM). (C) CyTOF에 의한 종양 분석 및 면역(CD45+) 세포에 대해 64개의 서로 다른 세포 클러

스터를 제공하는 FLOWSOM에 의한 데이터의 후속 처리 후 히트맵. (Mann Whitney 검정; ****p<0.0001).

도 10. 질량 세포 계측법 및 클러스터 분석 후 평가된 바이러스 요법 후 주요 면역 집단의 변화. CD45+ 분획에

서 편향되지 않은 세포 클러스터 생성은 세포 유형 또는 표현형과 관련된 여러 클러스터를 렌더링하였다. Mann-

Whitney 검정을 이용하여 실험 그룹 간의 해당 클러스터의 상대적 백분율을 비교하였다. 클러스터 ID를 식별하

는 키 마커를 나타내었다. (A) 클러스터 25. (B) 클러스터 41. (C) 클러스터 10. (D) 클러스터 17. (E) 클러스

터 6. (F) 클러스터 14. (G) 클러스터 36. (H) 클러스터 5. (I) 클러스터 39. (J) 클러스터 58. (K) 클러스터

32. (L) 클러스터 55.

도 11. IL-2 및 TNF알파로 무장한 아데노바이러스와 항-PD-L1의 조합은 면역원성이 낮은(MOC2) 쥐 구강암 모델

에서 종양 성장 조절 및 생존을 개선한다. (A) 제0일로 정규화된 개별 종양 부피; 샘플 그룹: PBS 대조군(PBS),

항-PD-L1 항체 처리(aPD-L1), 바이러스 Ad5-CMV-IL2 + Ad5-CMV-TNF알파 처리(바이러스), 항-PD-L1 항체 및 바

이러스 Ad5-CMV-IL2 + Ad5-CMV-TNF알파 조합 처리 (aPD-L1+ 바이러스). (B) 제30일까지 개선된 종양 성장 조절

을 나타내는 정규화된 평균 종양 부피. (C) 각 그룹에 대한 중앙 생존을 포함한 전체 생존 곡선. 종양 성장 곡

선의 경우 Tukey의 사후 검정을 이용한 혼합 효과 분석(*p < 0.05, ***p < 0.001)으로 통계치를 계산하였다. 종

양 부피 데이터는 평균 + SEM(평균의 표준 오차)으로 표시된다.

도 12. TILT-123과 항-PD-L1 요법은 환자 유래 난소암 샘플의 조직학에도 불구하고 빠른 종양 세포 사멸을 위해

상승작용한다. Ad5/3-E2F-D24-TNFa-IRES-IL2(TILT-123)의 세포당 100개의 바이러스 입자(vp)로, 또는 20ug/ml

의 항-PD-L1 (aPD-L1)로, 또는 양자 모두로, 또는 배지(비히클)로 난소암 종양 조직배양물의 생체외 처리 후

MTS 생존력 분석 -L1(aPD-L1). OVCA P1은 난소 저등급 장액암종(병기 IVB)이고, OVCA P2는 난소 고등급 장액암

종(병기 IIIC)이며, OVCA P3은 난소 투명 세포 암종(병기 IVB)이다. Welch 보정(**p<0.01; ***p<0.001)과 함께

독립표본 t-검정에 의해 계산된 1일차에 대한 통계적 유의성이 표시된다. 모든 데이터는 평균 + SEM(평균의 표

준 오차)으로 표시된다.

도 13. TILT-123은 aPD-1 요법에 내성이 있는 환자로부터 유래된 종양 세포의 사멸을 유도한다. Ad5/3-E2F-D24-

TNFa-IRES-IL2(TILT-123)  또는 Ad5/3-E2F-D24의  세포당 100개의 바이러스 입자(vp),  또는 배지(바이러스 없

음)로 난소암 종양 조직배양물을 생체외 처리한 후 MTS 생존력 분석. SCCHN P1은 항-PD-1 요법에 불응성인 두경

부 편평세포암의 뇌 전이이다. Welch 보정(*p<0.05; **p<0.01)과 함께 독립표본 t-검정에 의해 계산된 7일차에

대한 통계적 유의성이 표시된다. 모든 데이터는 평균 + SEM(평균의 표준 오차)으로 표시된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

구체예의 상세한 설명[0011]

TILT-123(Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2) 및 CPI와 같은 사이토카인(들) TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는[0012]

종양용해성 아데노바이러스 벡터가 하기 실험 섹션에 설명된 대로 함께 사용된 경우, 면역 활성(인터페론 감마,

즉, IFNg 및 그랜자임 B)에 대한 상당한 이동 및 증가된 T 세포 트래피킹 신호(CXCL10)가 관찰되었다. 바이러스

가 TNF알파 및 IL-2 이식유전자로 무장함에 따라, 이들 사이토카인 수준은 종양 미세환경에서도 증가하였다. 생

체내에서, 본 발명의 바이러스는 항-PD-L1(CPI)으로 하여금 100% 완전한 반응에 이르게 할 수 있었는데(항-PD-

L1 단독에 대한 위험 비율 0.057 [0.007; 0.451]) 또는 바이러스 요법 단독에 대한 위험 비율 0.067 [0.011;

0.415]), 이는, 대조군보다 유의하게 높은 것이다(p<0.01). 같은 그룹은 활성 CD8 T 세포도 크게 증가한 것으로

나타났다. 따라서, 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 PD-L1

에 선택적으로 결합하는 체크포인트 억제제와의 조합 요법은 암을 치료하는데 있어 예상치 못한 개선을 초래하

는 것으로 밝혀졌다. 종양용해성 바이러스와 체크포인트 억제제는 동시에 또는 순차적으로 투여되는 경우, 어느

한 성분을 단일 투여하는 경우에 비해 협력 및 심지어 상승적으로 상호작용하여 명백한 부작용이나 바이러스 역

가의 감소 없이 생존을 유의하게 개선시킨다. 이러한 예상치 못한 효과는 각 성분의 유효 용량을 감소시켜 부작

용을 감소시키고 화합물 및 치료의 임상 효과를 향상시킬 수 있다.

추가 실험(하기 실시예 2)에서, 항-PD-1 항체와 함께 TNF알파 및 IL-2를 코딩하는 종양용해성 아데노바이러스는[0013]

CPI 불응성 종양에 대해 효과적인 것으로 나타났다.

여러  구체예에서,  포유동물에게  (i)  TNF알파  및/또는 IL-2를  인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터를[0014]

(ii) an 면역 체크포인트 억제제와 조합하여 공동 투여하는 것을 포함하는, 포유동물에서 전이의 확립 및/또는

암을 치료하는데 사용하기 위한 조합 요법이 제공된다. 바람직한 일 구체예에서, 상기 체크포인트 억제제는 PD-
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L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합한다. 바람직일 구체예에서, 상기 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 면역 체크

포인트 억제제와 동시에 또는 순차적으로 투여된다.

종양용해성 바이러스[0015]

바람직한 구체예에서, 조합의 종양용해성 바이러스는 종양용해성 아데노바이러스이다.[0016]

본원에 사용된 "종양용해성 아데노바이러스 벡터"는 종양 대 정상 세포에서 선택적인 복제에 의해 암세포를 감[0017]

염 및 사멸시킬 수 있는 아데노바이러스 벡터를 지칭한다. WO2014170389는 본 발명에서 사용될 수 있는 이식유

전자(들)로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터를 개시한다.

벡터는 당업계에 공지된 임의의 방식으로, 예컨대 바이러스 영역을 삭제, 삽입, 돌연변이 또는 변형함으로써 변[0018]

형될 수 있다. 벡터는 복제와 관련하여 종양 특이적으로 만들어진다. 아데노바이러스 벡터는 E1, E3 및/또는 E4

에서 종양 특이적 프로모터의 삽입(예를 들어, E1을 구동하기 위한), 영역의 결실(예를 들어, "D24"에서 사용되

는 E1의 불변 영역 2, E3 /gp19k, E3/6.7k) 및 이식유전자의 삽입과 같은 변형을 포함할 수 있다. 또한 벡터의

파이버 노브 영역이 변형될 수 있다. 본 발명의 일 구체예에서, 아데노바이러스 벡터는 Ad5 핵산 백본 및 Ad3

파이버 노브 또는 Ad5/3 키메라 파이버 노브를 포함하는 Ad5/3이다.

본원에 사용된 표현 "아데노바이러스 혈청형 5(Ad5) 핵산 백본"은 Ad5의 게놈을 지칭한다.[0019]

"Ad5/3 벡터"는 Ad5 및 Ad3 벡터 모두의 일부를 갖는 키메라 벡터를 지칭한다. 본 발명의 특정 구체예에서, 벡[0020]

터의 캡시드 변형은 Ad5/3 키메라 현상이다. 본원에 사용된 "Ad5/3 키메라 파이버 노브"는 파이버의 노브 부분

은 Ad 혈청형 3에서 유래하고 파이버의 나머지 부분은 Ad 혈청형 5에서 유래하는, 키메라 현상을 가리킨다. 구

체적으로, 일 구체예에서, 이 작제물은 Ad3 유래의 파이버 노브를 갖는 반면 게놈의 나머지는 Ad5(SEQ ID NO:

5)로부터 유래한다.

종양 특이적 종양용해성 아데노바이러스의 생성을 위한 한 가지 접근법은 E1(SEQ ID NO:4)의 불변 영역 2(CR2)[0021]

에 영향을 미치는 24개 염기쌍 결실(D24)을 조작하는 것이다. 야생형에서 아데노바이러스 CR2는 합성(S) 단계,

즉 DNA 합성 또는 복제 단계의 유도를 위해, 세포의 Rb 종양 억제인자/세포 주기 조절 단백질에 결합하는 역할

을 한다. Rb와 E1A 사이의 상호작용은, 본 발명에서는 결실되는, E1A 단백질 보존 영역의 8개 아미노산(121 내

지 127)을 필요로 한다. 본 발명의 벡터는 Heise C. et al.에 따른 벡터의 아미노산 122-129에 상응하는 뉴클레

오타이드의 결실을 포함한다(2000, Nature Med 6, 1134-1139). D24가 있는 바이러스는 G1-S 체크포인트를 극복

하는 능력이 감소되어 예컨대, 모든 인간 종양은 아니지만 대부분을 포함하는 Rb-p16 경로에 결함이 있는 종양

세포에서와 같이, 이러한 상호작용이 필요하지 않은 세포에서만 효율적으로 복제하는 것으로 알려져 있다. 

 E1A 내인성 바이러스 프로모터를 예를 들어 종양 특이적 프로모터로 대체하는 것도 가능하다. 본 발명의 특정[0022]

구체예에서, hTERT 프로모터는 E1A 내인성 바이러스 프로모터 대신에 이용된다.

특정 구체예에서, 일반적으로 아데노바이러스 벡터의 복제를 지원하는 것으로 알려진 E1B 19K  유전자(SEQ ID[0023]

NO:1)는, 본 벡터에서 무력화 결실 dE1B 19K(SEQ ID NO:2)를 갖는다. E1B 19K의 결실은 암세포를 TNFα에 민감

하게 하여 아폽토시스를 촉진하는 것으로 알려져 있다(7).

야생형 E1B 19K 유전자의 서열은 다음과 같다(결실가능한 영역에 밑줄):[0024]

atggaggctt  gggagtgttt  ggaagatttt  tctgctgtgc  gtaacttgct  ggaacagagc  tctaacagta  cctcttggtt  ttggaggttt[0025]

ctgtggggct  catcccaggc  aaagttagtc  tgcagaatta  aggaggatta  caagtgggaa  tttgaagagc  ttttgaaatc  ctgtggtgag

ctgtttgatt  ctttgaatct  gggtcaccag  gcgcttttcc  aagagaaggt  catcaagact  ttggattttt  ccacaccggg  gcgcgctgcg

gctgctgttg  cttttttgag  ttttataaag  gataaatgga  gcgaagaaac  ccatctgagc  ggggggtacc  tgctggattt  tctggccatg

catctgtgga  gagcggttgt  gagacacaag  aatcgcctgc  tactgttgtc  ttccgtccgc  ccggcgataa  taccgacgga  ggagcagcag

cagcagcagg  aggaagccag  gcggcggcgg  caggagcaga  gcccatggaa  cccgagagcc  ggcctggacc  ctcgggaatg  a  (SEQ  ID

NO:1)

따라서, 일 구체예에서, 본 발명의 바이러스 벡터에서 dE1B 19K에 대한 서열은 다음과 같다:[0026]

atggaggctt  gggagtgttt  ggaagatttt  tctgctgtgc  gtaacttgct  ggaacagctg  ggtcaccagg  cgcttttcca  agagaaggtc[0027]

atcaagactt  tggatttttc  cacaccgggg  cgcgctgcgg  ctgctgttgc  ttttttgagt  tttataaagg  ataaatggag  cgaagaaacc

catctgagcg  gggggtacct  gctggatttt  ctggccatgc  atctgtggag  agcggttgtg  agacacaaga  atcgcctgct  actgttgtct

tccgtccgcc  cggcgataat  accgacggag  gagcagcagc  agcagcagga  ggaagccagg  cggcggcggc  aggagcagag  cccatggaac
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ccgagagccg gcctggaccc tcgggaatga (SEQ ID NO:2)

E3 영역은 시험관내 바이러스 복제에 필수적이지 않지만 E3 단백질은 숙주 면역 반응의 조절, 즉 선천적 및 특[0028]

정 면역 반응의 억제에서 중요한 역할을 한다. E3에서 gp19k/6.7K 결실은 아데노바이러스 E3A 영역에서 965개

염기쌍의 결실을 의미한다. 결과적인 아데노바이러스 작제물에서 gp19k 및 6.7K 유전자는 두 가지 모두 결실된

다(Kanerva A et al. 2005, Gene Therapy 12, 87-94). gp19k 유전자 산물은 소포체의 주요 조직적합성 복합체

I(MHC1, 인간에서 HLA1으로 알려짐) 분자에 결합 및 격리(sequester)하여, 세포독성 T-림프구에 의한 감염된 세

포의 인식을 방지하는 것으로 알려져 있다. 많은 종양이 HLA1/MHC1이 결핍되어 있기 때문에 gp19k의 결실은 바

이러스의 종양 선택성을 증가시킨다(바이러스는 정상 세포에서 야생형 바이러스보다 더 빨리 제거되지만 종양

세포에서는 차이가 없다).  6.7K  단백질은 세포 표면에서 발현되며 이들은 TNF  관련 아폽토시스 유도 리간드

(TRAIL) 수용체 2를 하향조절하는 데 참여한다.

이러한 결실은 양자 모두 이점을 제공한다. 예를 들어, 입양 전달된(adoptively transferred) T 세포에 대한,[0029]

종양 에피토프의 제시를 위한 HLA/MHC의 발현을 회복하기 위해, gp19k 단백질의 발현은 역효과를 내고, 실제로

HLA/MHC의 상향조절은 gp19k의 결실을 필요로 한다. 6.7k와 관련하여, 본 발명의 구체예는 바이러스로부터 TNF

알파의 생산이고, 그의 항종양 활성 중 하나는 직접적인 항종양 전구사멸 효과(형질도입 및 비형질도입 방관자

세포 모두에 대한)이기 때문에, 6.7k의 존재는 역효과를 낸다.

본 발명의 일 구체예에서, 사이토카인 이식유전자 또는 이식유전자들은 E3 프로모터 하에, gp19k/6.7k 결실된[0030]

E3 영역에 배치된다. 이것은 바이러스의 복제와 E3 프로모터의 후속 활성화를 허용하는 종양 세포에 대한 전이

유전자 발현을 제한한다. E3 프로모터는 임의의 외인성(예를 들어, CMV 또는 E2F 프로모터, SEQ ID NO:3)) 또는

당업계에 공지된 내인성 프로모터, 특히 내인성 E3 프로모터일 수 있다. E3 프로모터는 주로 복제에 의해 활성

화되지만 일부 발현은 E1이 발현될 때 일어난다. D24 유형 바이러스의 선택성은 E1 발현 후에 발생하기 때문에

(E1이 Rb에 결합할 수 없을 때), 이들 바이러스는 형질도입된 정상 세포에서도 E1을 발현한다. 따라서, E3 프로

모터 매개된 이식유전자 발현을 종양 세포로 제한하기 위해서는 E1 발현도 조절하는 것이 매우 중요한다.

본 발명의 또 다른 구체예에서 E3 gp19k/6.7k는 벡터에 유지되지만 하나 이상의 다른 E3 영역이 결실되었다(예[0031]

컨대 E3 9-kDa, E3 10.2 kDa, E3 15.2 kDa 및/또는 E3 15.3 kDa).

본 발명의 특정 구체예에서 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 5/3 키메라 파이버 노브를 포함하고 다음을 포함[0032]

하는  아데노바이러스  혈청형  5(Ad5)  핵산  백본을  기반으로  한다:  E1A의  종양  특이적  발현을  위한  E2F1

프로모터, 아데노바이러스 E1의 Rb 결합 불변 영역 2에서의 24 bp 결실(D24), 바이러스 gp19k 및 6.7k 판독 프

레임의 핵산 서열 결실(결실된 영역으로의 이식유전자 삽입으로, 바이러스 E3 프로모터 하에서의 이식유전자 발

현의 복제 관련 제어가 초래됨), 및 E3 영역에서 결실된 아데노바이러스 유전자 gp19k/6.7K 대신에 적어도 하나

의 사이토카인 이식유전자를 인코딩하는 핵산 서열. 본 발명의 한 구체예에서, 아데노바이러스 벡터는 인간 아

데노바이러스에 기초한다.

아데노바이러스 3에서 초기 영역(E3) 단백질의 정확한 기능은 알려져 있지 않는다. 일반적으로 아데노바이러스[0033]

에서 이들은 결실되도 복제를 손상시키지 않는 것으로 보이며 아데노바이러스에 대한 항-바이러스 숙주 반응에

영향을 미치는 것으로 보이다. 인간 아데노바이러스 게놈의 E3는 인간에서 발견되는 6종(A-F)의 아데노바이러스

중 가장 높은 수준의 유전적 다양성을 포함한다. 유전자 콘텐츠의 이러한 다양성은 주로 유전자의 종 특이적 어

레이가 인코딩되는 고도로 보존된 E3-gp19K와 E3-RIDα 오픈 판독 프레임(ORF) 사이에 위치한다.

바이러스에 감염된 세포의 세포독성 T-세포 매개 살해는 E3-gp19K에 의해 조절된다. 이것은 원형질막으로의 MHC[0034]

클래스 I의 수송을 차단하고 TAP-MHC 클래스 I 복합체 형성을 억제함으로써 달성된다.

따라서, 본 발명의 일 태양에서 중요한 분자 E3-gp19K는 아데노바이러스 벡터에 포함되어 바이러스 복제를 더[0035]

은밀하게 만들고 종양 용해 및 이의 유익한 효과를 위한 더 많은 시간을 가능하게 한다. 또한, E3-gp19K를 유지

하면 항-아데노바이러스-세포독성 T 세포의 유도가 감소하여, 더 많은 항-종양 T 세포가 생성될 수 있다.

사이토카인은 종양을 향한 T 세포 모집을 포함한 다양한 메커니즘을 통해 작용함으로써 면역 반응에 참여한다.[0036]

사이토카인 이식유전자를 인코딩하는 뉴클레오티드 서열은 인간, 유인원, 쥐, 마우스, 햄스터, 개 또는 고양이

와 같은 임의의 동물로부터 유래될 수 있지만, 구체적으로는 인간 서열에 의해 인코딩된다. 이식유전자를 인코

딩하는 뉴클레오티드 서열은 그 효과를 개선하기 위해 변형되거나 변형되지 않은, 즉 야생형일 수 있다.

본 발명의 특정 구체예는 적어도 하나의 사이토카인을 코딩하는 바이러스 벡터를 포함한다. 본 발명의 특정 구[0037]

체예에서, 사이토카인은 IL-2 또는 TNF알파이고, 좋기로는 바이러스 벡터는 두 가지 사이토카인 모두를 코딩하
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는 것이 바람직하다. 본 발명의 일 구체예에서, 바이러스 벡터는 IL-2 및/또는 TNF알파 및 좋기로는 인터페론

알파,  인터페론  베타,  인터페론  감마,  보체  C5a,  CD40L,  IL12,  IL-23,  IL15,  IL17,  CCL1,  CCL11,  CCL12,

CCL13,  CCL14-1,  CCL14-2,  CCL14-3,  CCL15-1,  CCL15-2,  CCL16,  CCL17,  CCL18,  CCL19,  CCL2,  CCL20,  CCL21,

CCL22,  CCL23-1,  CCL23-2,  CCL24,  CCL25-1,  CCL25-2,  CCL26,  CCL27,  CCL28,  CCL3,  CCL3L1,  CCL4,  CCL4L1,

CCL5, CCL6, CCL7, CCL8, CCL9, CCR10, CCR2, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCRL1, CCRL2, CX3CL1, CX3CR, CXCL1,

CXCL10,  CXCL11,  CXCL12,  CXCL13,  CXCL14,  CXCL15,  CXCL16,  CXCL2,  CXCL3,  CXCL4,  CXCL5,  CXCL6,  CXCL7,

CXCL8, CXCL9, CXCR1, CXCR2, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CXCR7 및 XCL2로 이루어진 군으로부터 선택되는 추가 사이

토카인을 코딩한다.

사이토카인 TNF알파(종양 괴사 인자 알파)는 T 세포를 유인 및 활성화하고 종양 면역억제를 감소시킴으로써 기[0038]

능하는 반면, IL-2(인터루킨-2)는 T 세포 이식편의 증식을 유도한다. 따라서, IL-2는 T 세포 요법에서 일반적으

로 수행되는, 부작용을 일으킬 수 있는  전신 주사 대신에 이를 필요로 하는 종양에서 국소적으로 생성되며, 따

라서 선행 기술 요법의 주요 문제(즉, 전신 IL-2)의 독성)이, 이 구체예에 방지될 수 있다.

바이러스 DNA에 의한 병원체 관련 분자 패턴 인식 수용체의 활성화 및 종양용해성 바이러스의 복제에 의해 제공[0039]

되는 위험 신호는, 이식유전자(들)의 작용과 함께, 종양 면역 억제를, 사전 조절 요법이 생략될 수 있는 정도까

지 감소시킬 수 있다. 결과적으로, 선행 기술의 주요 문제인 선행 화학요법 및 방사선으로 인한 독성이 ㅎ회피

될 수 있다. 

본 발명의 일 구체예에서, 바이러스 벡터는 내부 리보솜 진입 부위(IRES: internal ribosomal entry site) 또[0040]

는 선택적으로로 2개의 이식유전자들 사이에 리보솜 션트 부위 2A를 포함한다. 따라서, IRES 또는 리보솜 션트

부위 2A는, IL-2 및 좋기로는 상기 사이토카인 그룹 목록으로부터 선택되는 임의의 기타 사이토카인과 같은 임

의의 사이토카인들 사이에 존재할 수 있다. 본원에서 "IRES"라 함은 단백질 합성에서 메신저 RNA 서열의 중간에

서 번역의 개시를 가능하게 하는 뉴클레오티드 서열을 지칭한다. IRES는 임의의 바이러스로부터 유래할 수 있지

만, 본 발명의 일 구체예에서 IRES는 뇌심근염 바이러스(EMCV)로부터 유래한다. 본원에 사용된 "리보솜 션트 부

위 2A"는 리보솜이 5' 비번역 영역의 일부를 물리적으로 우회하여 개시 코돈에 도달하는 번역 개시 부위를 지칭

한다. IRES와 A2는 모두 바이러스가 하나의 프로모터(E3 프로모터)에서 2개의 이식유전자를 생성할 수 있게 해

준다.

이식유전자로서  TNF알파  및/또는 IL-2를  인코딩하는  종양용해성  아데노바이러스  벡터의  상세한  구조의  예는[0041]

WO2014170389에 개시되어 있다. 도 5도  참조할 것.

요약하면, 적어도 하나의 사이토카인 이식유전자를 포함하는 바이러스 벡터를 이용하는 본 발명의 주요 장점은[0042]

다음과 같다: i) 사이토카인 및 바이러스 자체가 T 세포 및 기타 면역 세포를 종양으로 동원하는 위험 신호를

유발하고, ii) 사이토카인이 종양 및 국소 림프 장기 모두에서 T-세포 증식을 유도하며, iii) 사이토카인 및 바

이러스 자체가 T 세포(입양 T-세포 이식편 및 천연의 선천성 항종양 T 세포 모두)로 하여금 종양에서 증식하도

록 유도할 수 있으며, iv) 사이토카인 및/또는 바이러스가 암세포에서 항원-제시 분자(HLA)의 상향조절을 유도

하여, T 세포에 의한 인식 및 살해에 민감하게 만들고, v) 사이토카인 및 바이러스 복제가 면역억제 및 세포 무

반응(cell anergy)을 감소시켜 종양 미세환경을 유리하게 변경시킨다.

본 발명에서 사용되는 바이러스 벡터는 또한 상기 기술된 것 이외의 다른 변형을 포함할 수 있다. 임의의 추가[0043]

구성요소 또는 변형이 선택적으로 사용될 수 있지만 본 발명에 있어서 필수적인 것은 아니다.

외인성 요소의 삽입은 표적 세포에서 벡터의 효과를 향상시킬 수 있다. 외인성 조직 또는 종양-특이적 프로모터[0044]

의 사용은 재조합 벡터에서 일반적이며 본 발명에서도 이용가능하다.

요약하면, 본 발명에 따라, 종양용해성 바이러스의 복제가 T 세포를 모집하고 종양에서 위험 신호를 유도하여[0045]

면역억제 및 세포 무반응을 감소시킬 수 있다는 것이 밝혀졌다. 이러한 효과는 내성을 나타내지 않고 면역을 유

도하기 위해 진화적으로 보존된 메커니즘인 병원체 관련 분자 패턴 인식 수용체를 통해 매개된다. 본 발명은 또

한 종양에서는 복제가능하지만 정상 세포에서는 복제할 수 없는 종양용해 플랫폼의 추가적인 장점이, 종양에서

자가-증폭된다는 것도 밝혀냈다. 또한, 종양용해 효과 그 자체가 인간의 전반적인 항종양 효과에 추가될 수 있

다.

체크포인트 억제제[0046]

면역 체크포인트 단백질은 T 세포 기능을 억제하는 신호를 T 세포로 보내는 특정 리간드와 상호작용한다. 암세[0047]

포는 그의 표면에서 체크포인트 단백질 발현을 높은 수준으로 유도하여 항암 면역 반응을 억제함으로써 이를 악

공개특허 10-2022-0024495

- 13 -



용한다.

본원에 기재된 바와 같은 체크포인트 억제제(CPI로도 지칭됨)는 면역 체크포인트 단백질의 기능을 억제할 수 있[0048]

는 임의의 화합물이다. 억제에는 기능의 감소와 완전한 차단이 포함된다. 특히 면역 체크포인트 단백질은 인간

체크포인트 단백질이다. 따라서, 면역 체크포인트 억제제는 바람직하게는 인간 면역 체크포인트의 억제제이다.

체크포인트 단백질에는 CTLA-4,  PD-1(및  그의 리간드 PD-L1  및  PD-L2),  B7-H3,  B7-H4,  HVEM,  TIM3,  GAL9,[0049]

LAG3, VISTA, KIR, BTLA, TIGIT 및/또는 IDO가 포함되지만 이에 국한되지 않는다. LAG3, BTLA, B7-H3, B7-H4,

TIM3 및 KIR을 포함하는 경로는 CTLA-4 및 PD-1 의존성 경로와 유사한 면역 체크포인트 경로를 구성하는 것으로

당업계에서 인지되고 있다. 면역 체크포인트 억제제는 CTLA-4, PD-1(및 그의 리간드 PD-L1 및 PD-L2), B7-H3,

B7-  H4,  HVEM,  TIM3,  GAL9,  LAG3,  VISTA,  KIR,  BTLA,  TIGIT  및/또는  IDO의  억제제일  수  있다.  일부

구체예에서, 면역 체크포인트 억제제는 PD-L1 또는 PD-1의 억제제이다.

일부 구체예에서, 조합물의 체크포인트 억제제는 항체이다. 본원에 사용된 용어 "항체"는 예를 들어 결합할 수[0050]

있는 자연 발생된 항체 및 조작된 항체 뿐만 아니라 전장 항체 또는 표적 면역 체크포인트 또는 에피토프(예컨

대 항원 결합 부분 유지)에 결합할 수 있는 그의 기능적 단편 또는 유사체를 포괄한다. 본원에 기재된 방법에

따라 사용하기 위한 항체는 비제한적인 예로서 인간, 인간화, 동물 또는 키메라 항체를 비롯한 임의의 기원으로

부터 유래할 수 있고, 모든 이소형(IgG1 또는 IgG4 이소형이 바람직함)의 것일 수 있으며 추가로 글리코실화되

거나 비-글리코실화될 수 있다. 용어 항체는 또한 항체(들)가 본원에 기재된 결합 특이성을 나타내는 한 이중특

이성 또는 다중특이성 항체를 포함한다. 좋기로는, 면역 체크포인트 억제제는 PD-L1에 선택적으로 결합하는 모

노클로날 항체이고, 더욱 좋기로는 BMS-936559, LY3300054, 아테졸리주맙, 두르발루맙 및 아벨루맙으로 이루어

진  군으로부터  선택된다.  인간  PD-1에  결합하는  모노클로날  항체의  예는  US  7521051,  US  8008449  및  US

8354509에 기재되어 있다. 치료 방법에서 PD-1 길항제로서 유용한 특정 항-인간 PD-1 mAb는 다음을 포함한다:

펨브롤리주맙(MK-3475), 니볼루맙(BMS-936558), 및 WO2008156712에 기재된 인간화 항체 h409A11,  h409A16  및

h409A17.

인간화 항체는 인간 항체와의 유사성을 증가시키도록 단백질 서열이 변형된 비인간(예컨대 쥐(murine), 래트[0051]

등) 항체를 지칭한다. 키메라 항체는 어느 한 종의 하나 이상의 요소(들) 및 다른 종의 하나 이상의 요소(들)를

포함하는 항체, 예컨대 인간 면역글로불린의 불변 영역(Fc)의 적어도 일부를 포함하는 비인간 항체를 지칭한다.

많은 형태의 항체가 본 발명의 조합에 사용하기 위해 조작될 수 있으며, 대표적인 예로는 Fab 단편(VL, VH, CL[0052]

및 CH1 도메인으로 구성된 1가 단편), F(ab')2 단편(힌지 영역에서 적어도 하나의 이황화 가교에 의해 연결된 2

개의 Fab 단편을 포함하는 2가 단편), Fd 단편(VH 및 CH1 도메인으로 구성됨), Fv 단편(항체의 단일 암의 VL 및

VH 도메인으로 구성됨) , dAb 단편(단일 가변 도메인 단편(VH 또는 VL 도메인)으로 구성됨), 종국적으로 링커와

함께 융합되어, 단일 단백질 사슬을 만드는, Fv 단편의 두 도메인, VL 및 VH를 포함하는 단일 사슬 Fv(scFv)를

들 수 있다.

일부 구체예에서, 조합 요법의 체크포인트 억제제(CPI로도 지칭됨)는 면역 체크포인트 단백질 PD-L1 또는 PD-[0053]

1에 특이적으로 결합하는 항체 또는 그의 단편이다. 특히 바람직일 구체예에서, 면역 체크포인트 억제제는 PD-

L1 또는 PD-1을 적어도 부분적으로 길항할 수 있는 모노클로날 항체, 완전한 인간 항체, 키메라 항체, 인간화

항체 또는 그의 단편이다.

암(Cancer)[0054]

본 발명의 재조합 벡터는 종양 세포에서 복제 가능하다. 본 발명의 일 구체예에서 벡터는 Rb-경로, 구체적으로[0055]

Rb-p16 경로에 결함이 있는 세포에서 복제 가능하다. 이러한 결함이 있는 세포에는 동물과 인간의 모든 종양 세

포가 포함된다. 본원에 사용된 "Rb-경로의 결함"은 그 경로의 임의의 유전자 또는 단백질에서의 돌연변이 및/또

는 후성유전학적 변화를 지칭한다. 이러한 결함으로 인해 종양 세포는 E2F를 과발현하므로, 일반적으로 효과적

인 복제에서 요구되는 E1A CR2에 의한 Rb의 결합이 불필요하다. 추가 선택성은 E2F 프로모터에 의해 매개되며,

이는 Rb/p16 경로 결함 세포에서 볼 수 있는 바와 같이 유리 E2F의 존재 하에서만 활성화된다. 유리 E2F가 없으

면 E1A의 전사가 일어나지 않고 바이러스가 복제되지 않는다. E2F 프로모터의 포함은 정상 조직에서 E1A의 발현

을 방지하는 데 중요하며, 이는 E3 프로모터로부터 이식유전자 발현을 허용함으로써 직간접적으로 독성을 유발

할 수 있다.

본 발명은 대상체에서 암을 치료하기 위한 접근법에 관한 것이다. 본 발명의 일 구체예에서, 대상체는 인간 또[0056]

는 포유동물, 구체적으로 포유동물 또는 인간 환자, 보다 구체적으로 인간 또는 암을 앓고 있는 포유동물이다.
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이 접근법은 악성 및 양성 종양을 포함하여 모든 암 또는 종양을 치료하는 데 사용할 수 있으며, 원발성 종양과[0057]

전이 종양 모두 이 접근법의 표적이 될 수 있다. 본 발명의 일 구체예에서 암은 종양-침윤성 림프구를 특징으로

한다. 본 발명의 도구는 종양-침윤성 림프구를 특징으로 하는 전이성 고형 종양의 치료에 특히 매력적이다. 또

다른 구체예에서, T-세포 이식편은 키메라 항원 수용체의 종양 또는 조직 특이적 T-세포 수용체에 의해 변형되

었다.

본원에 사용된 용어 "치료/처리(treatment)" 또는 "치료/처리하는(treating)"은 암 또는 종양과 관련된 장애 또[0058]

는 증상의 완전한 치유 뿐만 아니라 예방, 개선 또는 완화를 비롯한 목적으로, 대상체, 좋기로는 포유동물 또는

인간 대상체에게, 적어도 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 PD-L1에 선택적으로 결합하는 체크포인트 억제제

를 투여하는 것을 포함한다. 치료 효과는 환자의 증상, 혈액 내 종양 표지자, 또는 예를 들어 종양의 크기 또는

환자의 생존 기간을 모니터링하여 평가할 수 있다.

본 발명의 또 다른 구체예에서, 암 또는 종양은 비인두암, 활막암, 간세포암, 신장암, 결합 조직 암, 흑색종,[0059]

폐암,  대장암,  결장암,  직장암,  결장직장암,  뇌암,  인후암,  구강암,  간암,  골암,  췌장암,  융모막암,

가스트린종, 갈색세포종, 프로락틴종, T세포 백혈병/림프종, 신경종, 폰 히펠-린다우병, 졸링거-엘리슨 증후군,

부신암, 항문암, 담관암, 방광암, 요관암, 뇌암, 희소돌기아교종, 신경모세포종, 수막종, 척수종양, 뼈암, 골연

골종, 연골육종, 유잉육종, 알 수 없는 원발성 암, 카르시노이드, 위장관의 카르시노이드, 파이버육종, 유방암,

파제트병, 자궁경부암, 결장직장암, 직장암, 식도암, 담낭암, 두경부암, 안암, 신장암, 윌름스 종양, 간암, 카

포시 육종, 전립선암, 폐암, 고환암, 호지킨병, 비호지킨 림프종, 구강암, 피부암, 중피종, 다발성 골수종, 난

소암, 내분비 췌장암, 글루카곤종, 췌장암, 부갑상선암, 음경암, 뇌하수체암, 연조직육종, 망막모세포종, 소장

암, 위암, 흉선암, 갑상선암, 영양막암, 포상체, 자궁암, 자궁내막암, 질암, 외음부암, 음향 신경종, 균상식육

종, 인슐린종, 카르시노이드 증후군, 체세포종, 잇몸암, 심장암, 입술암, 수막암, 구강암, 신경암, 구개암, 이

하선암, 복막암, 인두암, 흉막암, 침샘암, 혀암 및 편도암으로 이루어진 군으로부터 선택된다. 좋기로는, 치료

되는 암 또는 종양은 신장암, 난소암, 방광암, 전립선암, 유방암, 결장직장암, 폐암(소세포 폐암, 비소세포 폐

암종 및 편평 비소세포 폐암종 등), 위암, 고전적 호지킨 림프종, 중피종 및 간암을 포함한다. 보다 바람직일

구체예에서, 암 또는 종양 유형은 두경부암, 가장 바람직하게는 인간 두경부암이다.

본 발명의 요법에 대한 적합 여부에 대해 인간 또는 동물 환자를 분류하기 전에 임상의는 환자를 검사할 수 있[0060]

다. 정상에서 벗어나 종양 또는 암을 나타내는 결과에 기초하여, 임상의는 환자에게 본 발명의 치료를 제안할

수 있다.

본 발명의 일 구체예에서, 대상체 또는 환자는 이미 적어도 하나의 이전 화학요법 또는 CPI 치료와 같은 면역요[0061]

법 치료에 실패한 적이 있는 경우로서, 즉 환자의 암은 체크포인트 억제제(CPI)에 불응성인 종양이다. 바람직일

구체예에서, 본 발명은 CPI 불응성 종양의 치료에 관한 것이다. 본 실험 결과는 CD8+ T-세포 활성을 매개하고

따라서 면역 활성과 관련된 유전자, 예를 들어 T-세포 전구체 GZMG 및 GMZF에 대한 유전자, KLRC2와 같은 다른

세포 유형과의 상호작용과 연관된 T-세포 단백질에 대한 유전자, 보체 CD46과 같은 면역 성분에 대한 유전자,

및 특히 TNFSF18/GITRL 및 EAR2와 같은 T 세포 활성 조절자에 대한 유전자는 CPI 요법에 대한 경험이 없는(나이

브) 세포와 관련하여 CPI 불응성 암세포에서 하향조절된다는 것, 그리고 이에 따라 유전자 발현의 이러한 변화

는 불응성 표현형을 반영할 수 있다는 것을 보여주나, 특정 이론에 구애되는 것은 아니다. 따라서 일 구체예에

서, 본 발명은 CD8+ T-세포의 기능장애 및/또는 불활성을 매개하거나 유발할 수 있는 CPI 불응성 암의 치료에

관한 것이다.

약제학적 조성물[0062]

본 발명의 약제학적 조성물은 본 발명의 바이러스 벡터의 적어도 하나의 유형을 포함한다. 좋기로는, 본 발명은[0063]

(a) 종양용해성 바이러스를 (b) 체크포인트 억제제와 조합하여 함유하는 약제학적 조성물을 제공한다. 본 발명

은 또한 암 치료에 사용하기 위한 상기 약제학적 조합물을 제공한다. 또한, 이러한 조성물은 적어도 2개, 3개

또는 4개의 상이한 벡터를 포함할 수 있다. 벡터 및 체크포인트 억제제에 더하여, 약제학적 조성물은 또한 다른

치료학적 유효 제제, 약제학적으로 허용되는 담체, 완충제, 부형제, 보조제, 첨가제, 방부제, 방부제, 충전제,

안정화제 및/또는 증점제와 같은 임의의 다른 제제, 및/또는 해당 제품에서 일반적으로 발견되는 임의의 구성

요소들도 포함할 수 있다. 조성물을 제형화하기 위한 적절한 성분 및 적절한 제조 방법의 선택은 당업자의 일반

적인 지식에 속한다.

약제학적 조성물은 투여에 적합한 고체, 반고체 또는 액체 형태와 같은 임의의 형태일 수 있다. 제형은 용액,[0064]

에멀젼, 현탁액, 정제, 펠렛 및 캡슐로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있지만 이에 제한되지는 않는다. 본 발
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명의 조성물은 특정 제형으로 제한되지 않으며, 그 대신 본 발명의 조성물은 임의의 공지된 약제학적으로 허용

되는 제형으로 제형화될 수 있다. 약제학적 조성물은 당업계에 공지된 임의의 통상적인 방법에 의해 제조될 수

있다.

본 발명의 약제학적 키트는 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡[0065]

터 및 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제를 포함한다. 이식유전자로

서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 제1 제형으로 제형화되고 PD-L1 또는

PD-1에 선택적으로 결합하는 상기 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제는 제2 제형으로 제형화된다. 본 발명의

또 다른 구체예에서, 제1 및 제2 제형은 임의의 순서로 대상체에 동시 또는 순차적으로 투여된다. 또 다른 구체

예에서, 상기 키트는 암 또는 종양의 치료에 사용하기 위한 것이다.

투여[0066]

본 발명의 벡터 또는 약제학적 조성물은 임의의 포유동물 대상체에게 투여될 수 있다. 본 발명의 특정 구체예에[0067]

서, 대상체는 인간이다. 포유동물은 애완동물, 가축 및 생산 동물로 이루어진 군에서 선택될 수 있다.

벡터 또는 조성물을 대상체에 투여하기 위해 임의의 통상적인 방법이 사용될 수 있다. 투여 경로는 조성물의 제[0068]

형 또는 형태, 질병, 종양의 위치, 환자, 동반 질환 및 기타 요인에 따라 다르다. 따라서, 조합에서 각 치료제

의 투여량 및 투여 빈도는 특정 치료제, 치료되는 암의 중증도 및 환자 특성에 부분적으로 의존한다. 바람직하

게는, 투여 요법은 부작용의 허용 가능한 수준을 감안하여 환자에게 전달되는 각 치료제의 양을 최대화하는 것

이 좋다. 바람직일 구체예에서, 체크포인트 억제제는 약 2 mg/kg 내지 50 mg/kg, 보다 바람직하게는 약 2 mg/kg

내지 25 mg/kg의 양으로 투여된다.

본 발명의 일 구체예에서, 대상체에 대한 (a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 코딩하는 종양용해성 아[0069]

데노바이러스 벡터 및 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제

제의 개별 투여(들)은 동시에, 또는 임의의 순서로 연속적으로 수행된다. 이는 (a) 및 (b)가 함께 복용하기 위

한 단일 단위 투여 형태로 제공되거나 동시에 또는 특정 시간 차이를 두고 투여되는 개별적인 실체(예컨대 별도

의 용기에)로서 제공될 수 있음을 의미한다. 이러한 시차는 1시간 내지 1주, 바람직하게는 12시간 내지 3일, 더

욱 바람직하게는 최대 24시간 또는 48시간일 수 있다. 바람직한 일 구체예에서, 아데노바이러스 벡터의 1차 투

여는 체크포인트 억제제의 1차 투여 전에 수행된다. 또한, 체크포인트 억제제와는 다른 투여 방식을 통해 바이

러스를 투여하는 것도 가능하다. 이와 관련하여, 바이러스 또는 체크포인트 억제제 중 어느 하나는 종양내 투여

하고 다른 하나는 전신 또는 경구 투여하는 것이 유리할 수 있다. 특히 바람직한 일 구체예에서, 바이러스는 종

양내로 투여되고 체크포인트 억제제는 정맥내로 투여된다. 바람직하게는, 바이러스 및 체크포인트 억제제는 별

도의 화합물로서 투여된다. 두 약제의 조합 치료도 가능한다. 

본원에 사용된 용어 "별도의(또는 개별적인) 투여" 또는 "별도의(또는 개별적인)"은 (a) 이식유전자로서 TNF알[0070]

파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로

결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제가 두 개의 별개 산물이거나 서로 구별되는 조성물인 상황을 지칭

한다.

(a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 (b) 좋기로는 PD-[0071]

L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제의 1회 조합 투여만으로 치료 효과가

나타날 수 있다. 예를 들어 환자 및 암의 유형, 중증도 또는 위치에 따라 투여 사이에 임의의 기간이 있을 수

있다. 본 발명의 일 구체예에서 (a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이

러스 벡터와 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제의 연속

적인 투여 사이에 1분 내지 4주, 구체적으로 1 내지 10일, 보다 구체적으로 1 내지 5일, 가장 구체적으로 최대

24 또는 48시간의 기간이 있고/있거나 a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데

노바이러스 벡터와 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제

는 여러 번 투여된다. 치료 기간 동안 (a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데

노바이러스 벡터 및 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제

의 투여 횟수도 다를 수 있다. 종양용해성 아데노바이러스 벡터 또는 체크포인트 억제제는 예를 들어 처음 2주,

4주, 매월 또는 치료 기간 동안 1 내지 10회 투여될 수 있다. 본 발명의 일 구체예에서, 벡터 또는 임의의 조성

물의 투여는 처음 2주 동안 3 내지 7회, 그 다음 4주 차에, 그 다음에는 매월 수행된다. 본 발명의 특정 구체예

에서, 투여는 처음 2주 동안 4회, 그 다음 4주 차에, 그 다음에는 매월 수행된다. 또 다른 특정 구체예에서, 아

데노바이러스 벡터의 투여는 처음 4주 동안 3회 수행되고(일 구체예에서 제1 용량은 정맥내, 두 번째 및 세 번
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째 용량은 종양내로 제공됨) 체크포인트 억제제의 투여는 처음 4주 동안 1회 또는 2회 수행되며, 그 후 바이러

스 벡터와 체크포인트 억제제 양자 모두는 한 달에 한 번 투여된다. 치료 기간의 길이는 다양할 수 있으며, 예

를 들어 2개월에서 12개월 이상 지속될 수 있다. 

본 발명의 특정 구체예에서, (a) 이식유전자로서 TNF알파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러[0072]

스 벡터 및 (b) 좋기로는 PD-L1 또는 PD-1에 선택적으로 결합하는 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제는 같은

날 투여되고 그 후 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 예를 들어 1개월 내지 6개월 또는 12개월 이상 지속될 수

있는 치료 기간 동안 매주, 2주, 3주 또는 매월 투여된다..

본 발명의 일 구체예에서, 종양용해성 바이러스의 투여는 종양내, 동맥내, 정맥내, 흉막내, 방광내, 강내 또는[0073]

복막 주사, 또는 경구 투여를 통해 수행된다. 임의의 투여 조합도 가능한다. 이 접근법은 국소 주사에도 불구하

고 전신 효능을 제공할 수 있다. 체크포인트 억제제는 정맥내 또는 종양내 투여될 수 있다. 일 구체예에서 체크

포인트 억제제의 투여는 종양내, 동맥내, 정맥내, 흉막내, 방광내, 강내 또는 복막 주사, 또는 경구 투여를 통

해 수행된다. 

벡터의 유효 용량은 적어도 치료가 필요한 대상, 종양 유형 및 종양의 위치 및 종양의 단계에 따라 다르다. 용[0074]

량은 예를 들어 약 1x10
8
 바이러스 입자 (VP) 내지 약 1x10

14
 VP, 구체적으로 약 5x10

9
 VP 내지 약 1x10

13
 VP 및

더욱 구체적으로 약 3x10
9
 VP  내지 약 2x10

12
 VP으로 다양할 수 있다. 일 구체예에서, 적어도 하나의 사이토카

인을 코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터는 1x10
10
 - 1x10

14
 바이러스 입자의 양으로 투여된다. 본 발명의

다른 실시예에서, 용량은 약 5x10
10
 - 5x10

11
 VP의 범위에 있다.

본 발명의 치료법에 추가하여 임의의 다른 치료법 또는 치료법의 조합이 사용될 수 있다. 특정 구체예에서, 본[0075]

발명의 방법 또는 용도는 대상체에 대한 동시 또는 순차적 방사선 요법, 화학 요법, 항혈관신생제 또는 표적 요

법, 예를 들어 알킬화제, 뉴클레오사이드 유사체, 세포골격 변형제, 세포증식억제제, 모노클로날 항체, 키나제

억제제 또는 기타 항암 약물의 투여 또는 중재(수술 포함)를 추가로 포함한다. 

본 명세서에 사용된 용어 "치료하다" 또는 "증가하다", 뿐만 아니라 그로부터 유래하는 단어는 반드시 100% 또[0076]

는 완전한 치료 또는 증가를 의미하는 것은 아니다. 오히려, 당업자가 잠재적인 이점 또는 치료 효과를 갖는 것

으로 인식하는 정도는 다양하다.

기타 구체예[0077]

본 발명은 또한 암 또는 종양, 좋기로는 인간 암 또는 종양의 치료에 사용하기 위한 (a) 이식유전자로서 TNF알[0078]

파 및/또는 IL-2를 인코딩하는 종양용해성 아데노바이러스 벡터 및 (b) 하나 이상의 면역 체크포인트 억제제에

관한 것이기도 하다. 

본 명세서 전반에 걸쳐 일 구체예 또는 구체예라 함은 그 구체예와 관련하여 설명된 특정 특징, 구조 또는 특성[0079]

이 본 발명의 적어도 하나의 구체예에 포함된다는 것을 의미한다. 따라서, 본 명세서 전반에 걸쳐 다양한 위치

에서 "일 구체예에서" 또는 "구체예에서"라 함은 반드시 모두 동일한 실시예를 지칭하는 것은 아니다. 예를 들

어, 약 또는 실질적으로와 같은 용어를 사용하여 수치가 언급되는 경우, 정확한 수치도 개시된다.

본 명세서에서 동사 "구성하다" 및 "포함하다"는 언급되지 않은 특징의 존재를 배제하지도 요구하지도 않는 열[0080]

린 제한으로서 사용된다. 종속항에 인용된 특징은 달리 명시적으로 언급되지 않는 한 상호 자유롭게 조합될 수

있다. 또한, 본 명세서 전체에서 "a" 또는 "an", 즉 단수 형태의 사용은 복수를 배제하지 않는 것으로 이해되어

야 한다.

기술이 발전함에 따라 본 발명의 개념이 다양한 방식으로 구현될 수 있음은 당업자에게 자명할 것이다. 본 발명[0081]

및 그 구체예는 이하에 기술된 실시예로 한정되지 않으며 청구범위 내에서 다양할 수 있다.

표 1

표 1. 첨부된 서열목록에 나열된 서열[0082]

SEQ ID NO: 명칭:

1 E1B 19K

2 dE1B 19K

3 E2F
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4 D24

5 5/3 노브 변형(knob modification)

실험 섹션[0083]

실시예1[0084]

재료 및 방법[0085]

비뇨기과 종양 샘플의 인간 종양 조직배양[0086]

비뇨기과 샘플을 외과적으로 제거된 신장에서 수집하고 이전에 설명한 방법론에 따라 단일 세포 현탁액으로 개[0087]

변시켰다(9). 단일-세포 배양물을 세포당 Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2의 바이러스 입자(vp) 100개, 항-인간

PD-L1(아테졸리주맙, Roche) 20μg/mL 또는 두 가지 모두로 삼중 처리하였다. 1, 3, 및 7일 후에 사이토카인 생

산과 세포 생존력을 평가하였다.

조직병리학 분석[0088]

헤마톡실린 및 에오신(H&E) 및 CD8(클론 4B11, CD8-4B11-L-CE-H, Novocastra) 염색을 환자 샘플에서 수행하고[0089]

숙련된 병리학자가 분석하였다. PD-L1 발현 평가를 위해 숙련된 병리학자가 PD-L1 VENTANA(SP142) 분석(Roche)

을 수행하였다. 쥐 샘플의 조직병리학적 분석은 이전에 설명한 대로 수의병리학자에 의해 수행되었다(10).

세포 생존력 분석[0090]

인간 종양 조직배양물을 7일까지 (전술한 바와 같이) 처리하였다. 세포 생존력은 제조사의 지침에 따라 Cell[0091]

Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, G3582)으로 평가하였다. 모크-처리된 세

포의 생존력을 100%로 설정하였다.

생체내 실험[0092]

종양의 치료-유도 변화를 연구하기 위해 2.5 x 10
5
 B16.OVA 흑색종 세포를 4-6주령 암컷 C57BL/6JOlaHsd 마우스[0093]

(Envigo Labs)에 피하 이식하였다. 생착 11일 후, 동물을 여러 그룹으로 무작위화하였다(n=12-14/그룹). 그런

다음 0, 1, 3 및 6일에 이들을 0.1mg의 항-PD-L1(클론 10F.9G2, BE0101, BioXCell)로 전신 치료하고 1 x 10
8

vp(동일한 양의 Ad5-CMV-mIL2 및 Ad5-CMV-mTNFa 바이러스 포함, 마우스에서 비-복제)를 종양 내 주사하였다. 바

이러스를 투여받지 않은 그룹에는 PBS를 종양내 주사하였다. 제7일에, 그룹당 6마리의 동물을 희생시키고 종양

을 수집하여 면역 세포 표현형 및 사이토카인 특징을 조사하였다. 나머지 동물(n=6-8/그룹)은 최대 종양 크기

(18mm)에 도달하거나 완전한 종양 퇴행에 도달할 때까지 90일 OS 연구를 계속하였으며 이 동안 3일마다 한 번씩

치료를 계속하였다.

세포주 및 바이러스[0094]

마우스  흑색종  세포주인  B16.OVA를  권장  조건에서  배양하였다(8).  사이토카인-  무장된 쥐의 아데노바이러스[0095]

(Ad5-CMV-mIL2 및 Ad5-CMV-mTNFa)의 작제 및 생산은 이전에 설명되었으며(12) 생체내 실험에 사용되었다. 인간

종양 조직 배양 실험을 위해 종양용해성 Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2(TILT-123으로 알려짐)(11)가 사용되었

다.

사이토카인 분석[0096]

종양 조직배양물로부터 유래된 세포 배양 배지 상청액을 1, 3 및 7일 후에 수집하였다. 사이토카인 분석을 위한[0097]

샘플 크기는 종양 샘플의 가용성에 따라 제한되었다(모크; n=4, aPD-L1; n=6, 바이러스; n=3, 바이러스+aPD-

L1(S);  n=  2,  바이러스+aPD-L1(PB),  n=0).  샘플의  사이토카인 수준(IFNg,  TNFa,  IL-2,  IFNb,  그랜자임 B,

CXCL10, IL-6, 아르기나제 및 TGF-b1)은 맞춤형 Legendplex 패널(Biolegend) 및 Free Active/Total TGF-b1 검

출 키트(740488, 740486 및 740487, Biolegend)로 평가되었다. Cytometric Bead Array Mouse Th1/Th2/Th17 사

이토카인 키트(560485, BD)를 사용하여 이전에 설명한 대로 쥐 종양 샘플을 연구하였다(8). 두 사이토카인 비드

어레이 모두 Accuri®(BD)로 분석되었다. 얻어진 사이토카인 값은 샘플의 총 단백질 농도로 정규화되었다.

PD-L1/2 발현 분석 [0098]

PD-L1  발현 역학 연구시, PD-L1  발현에 대한 공지된 유도제인 1000U/mL의 뮤린 IFNg(315-05,  Peprotech)로[0099]
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B16.OVA 세포를 처리하였다. 모크 대조군 세포는 처리하 않은 채로 두었다. 배양 24시간 후, 세포의 일부를 PD-

L1 발현에 대해 확인하고 나머지를 PBS로 2회 세척하고 이중 12-웰 플레이트에 통과시켰다. 이전에 IFNg로 처리

한 세포의 일부는 처리를 중단하고("철회" 그룹) 및 다른 부분은 치료를 계속하였다("IFNg 유지" 그룹). 플레이

팅 한지 24시간 및 72시간 후에 플레이트들을 분석하였다.

마찬가지로, B16.OVA 세포의 PD-L1 및 PD-L2 발현에 대한 IFNg (1000U/mL), TNFa (1000U/mL 및 10000U/mL),[0100]

IL-2  (1000U/mL  및 10000U/mL),  Ad5-luc  (1  및 100vp/세포),  Ad5-CMV-mIL2  (1  및 100  vp/세포),  Ad5-CMV-

mTNFa (1 및 100vp/세포) 또는 다른 조합들의 효과에 대해 분석하였다. 이러한 발현 수준은 24시간 및 72시간

시점에서 연구되었다.

유세포 분석[0101]

세포 배양물 및 종양 샘플을 다른 곳에서 설명한 대로 처리하고 표지하였다(8). 제조업체의 지침에 따라 항-[0102]

CD4-FITC  (클론  GK1.5,  100406,  Biolegend),  항-CD3e-PE  (클론  145-2C11,  12-0031-82,  eBioscience),  항-

CD69-PE-Dazzle  (클론 H1.2F3,  104536,  Biolegend),  항-CD8-PE-Cy5 (클론 53.6-7,  100710,  Biolegend),  항-

PD-1-PE-Cy-7 (클론 29F.1A12, 135216, Biolegend), 항-CD45-FITC (클론 30-F11, 103107, Biolegend), 항-PD-

L2-PE (클론 MIH5, 558091, BD), 항-Gr-1-PE-Dazzle (RB6-8C5, 108452, Biolegend), 항-CD11b-PE-Cy5 (M1/70,

101210,  Biolegend),  항-PD-L1-PE-Cy7  (TY-25,  107214,  Biolegend)을  유세포 분석에 사용하였다.  분석은 s

SH800Z 세포측정기(SONY)로 수행되었다.

통계 분석[0103]

SPSS Statistics 25(IBM)를 사용하여 로그 변환된 종양 부피의 혼합 모델 분석에 의해 종양 성장 진화를 연구하[0104]

였다. GraphPad 소프트웨어를 사용하여 데이터를 표시하고 OS(Kaplan-Meier, Log rank Mantel-Cox 검정), 위험

비율(HR) 및 95% 신뢰 구간(CI)을 분석하였다. 또한 유세포분석 또는 사이토카인 분석(Welch 보정을 사용한 독

립표본 t-검정), 변수 간의 상관 관계 분석(Pearson's r), 시간 경과에 따른 변수의 진화(two-way ANOVA) 및

선형 회귀 사이에 있어 그룹간 차이를 GraphPad를 사용하여 분석하였다. 부분 종양 부피(FTV) 방법을 사용하여

시너지를 계산하였다. P 값 < 0.05는 통계적으로 유의한 것으로 간주되었다.

결과[0105]

환자 유래 비뇨기과 종양 조직배양물에서 종양용해성 아데노바이러스 매개된 종양 세포 용해[0106]

종양용해성 바이러스 요법이 고형 종양의 체크포인트 억제제에 대한 반응을 가능하게 하는 방법을 이해하기 위[0107]

해 병리학 분석 후 외과적으로 제거된 조직을 연구하였다. 이들 종양은 헤마톡실린 및 에오신 염색으로부터 평

가된 바와 같이 병리학적 등급 3(환자 샘플 2) 또는 4(환자 샘플 1 및 3)이었다(도 1A). 바이러스로 전달된 화

물의 주요 효과 중 하나가 CD8+ T 세포에 영향을 미치기 때문에 이들의 존재 여부도 평가되었으며(도 1B), 두

개의 샘플(환자 샘플 1 및 2)은 면역-배제("콜드") 표현형을, 하나의 샘플(환자 샘플 3)은 면역-염증 ("핫") 표

현형을 나타낸다. 또한, 항-PD-L1 표적화와 관련하여 PD-L1 양성을 결정하는 분석을 수행하였다. 이것은 모든

샘플의 면역 세포에서 5% 미만의 PD-L1 발현을 보였는데, 이에 따라 이들은 검정 지침에 따라 음성으로 되었다

(도 1C).

샘플 처리 후, 치료가 종양 조직 배양의 생존에 어떻게 영향을 미치는지 측정하기 위해 생존력 분석이 수행되었[0108]

다(도 1D). 제7일까지, 모크 또는 항-PD-L1 단독요법과 비교할 때 3개 샘플 모두에서 종양 생존력의 통계적으로

유의한 감소가 바이러스 요법에 의해 달성되었다(p < 0.01). 이 때 바이러스 처리군의 생존력은 모크에 비해

62%(95%CI=[54.19; 69.89]), 항-PD-L1으로 처리된 샘플에 비해 56%(95%CI=[38.49; 73.39]) 떨어졌다. 바이러스

와 항-PD-L1을 함께 투여했을 때 이미 제1일에 두 샘플에서 세포 생존력은 크게 감소하였다.

종양용해성 바이러스 요법은 인간 비뇨기과 종양 조직 배양에서 광범위한 면역 자극 반응을 유발한다[0109]

본 발명자들은 또한 처리가 사이토카인 수준에 미치는 영향에 대해 조직배양을 연구하였다(도 2). 실제 환자 종[0110]

양에서 일반적으로 나타나는 이질성 때문에 샘플 간의 사이토카인 수준이 다양하였다. 그럼에도 불구하고, 바이

러스 요법을 받은 그룹은 면역자극성 사이토카인(IFNg, TNF알파, IL-2, 그랜자임 B 및 CXCL10)의 발현 증가에

대한 분명한 경향을 나타내었다(도 2A-F). IFNg와 관련하여 "모크(Mock)"(p= 0.0182) 및 "항-PD-L1" 단독(p=

0.0181)에 비해 Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2를 항-PD-L1과 함께 투여했을 때 생산 증가가 달성되었다. "바

이러스" 단독 그룹도 비슷한 경향을 보였다(p=0.068). TNFa 및 IL-2 생산도 바이러스 처리군에서 증가했으며 샘

플을 개별적으로 분석했을 때 그 차이가 상당하였다. 반면에 IFNb 생산은 이중 처리로 3일째 생산의 피크를 제
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외하고는 다른 면역자극성 사이토카인만큼 명확하게 영향을 받지 않았다.

그랜자임 B와 CXCL10은 바이러스 처리군에서 더 높은 발현 값을 보였다. 이들 두 사이토카인의 발현은 IFNg 발[0111]

현과 상관관계가 있었다(IFNg/그랜자임 B: r= 0.629 [0.376; 0.792], p< 0.001. IFNg/CXCL10: r=0.494 [0.198;

0.708], p= 0.002). CXCL10 발현은 "모크"(p= 0.003) 및 "항-PD-L1"(p= 0.002)과 비교할 때 "바이러스" 그룹에

서 유의하게 증가하였다. aPD-L1 단독 치료는 "모크" 그룹과 비교하여 면역자극성 사이토카인의 발현에 영향을

미치지 않았다.

면역억제 매개체(IL-6, TGF-b 및 아르기나제)와 관련하여 치료 효과는 자극 효과만큼 명확하지 않다(도 2A-F).[0112]

그러나 3개 샘플 중 2개에서 "모크" 또는 "바이러스"와 비교할 때 "항-PD-L1" 그룹 및 "바이러스 + 항-PD-L1"

그룹에서 IL-6이 통계적으로 유의하게 감소하였다. TGF-b의 경우 "바이러스 + 항-PD-L1" 그룹의 모든 샘플에서

상당한 감소가 달성된 반면, "항-PD-L1" 그룹의 경우 이는 하나의 샘플에서만 나타났다. 아르기나제는 사이토카

인이 아니라 면역 활동에 영향을 미치는 효소라는 사실에도 불구하고 패널에 포함되었다. 이 효소의 경우, 한

샘플은 "모크" 또는 "바이러스"와 비교할 때 "항-PD-L1" 그룹 및 "바이러스 + 항-PD-L1"에서 감소된 발현을 나

타내었다.

치료-유도된 면역자극성 사이토카인 생산은 고형 종양 샘플의 생존력 감소와 관련이 있다.[0113]

제7일에 종양 조직배양에서 사이토카인과 아르기나제의 차등 발현을 비교하기 위해 "모크"와 비교한 평균 배수[0114]

변화를 나란히 표시하였다(도 3A 및 B). 분석된 6가지 자극성 사이토카인 중에서, TNF알파 및 IL-2 발현의 증가

는 적어도 부분적으로는 이식유전자의 바이러스 발현과 관련될 가능성이 있으며 내인성 생성과 구별될 수 없다.

참고로, TNF알파 발현은 1000배 이상 증가했고 IL-2는 약 100배 증가하였다. IFNg와 관련하여 바이러스 처리된

그룹은 모크 조건과 비교하여 100배 이상 증가하였다. 흥미롭게도 바이러스 치료에 항-PD-L1을 추가하면 바이러

스 단독에 비해 10배 더 높은 발현이 나타난다("모크"에서보다 1000배 높음). 또한, 바이러스 처리는 CXCL10 수

준의 평균 25배 증가를 유도하였다.

처리는 IL-6, TGF-b 및 아르기나제의 발현 수준에 덜 과감한 영향을 미쳤다(도 3B). 항-PD-L1 요법은 IL-6과[0115]

TGF-b의 양을 감소시키는 것으로 보인 반면, 아르기나제 발현은 바이러스와 체크포인트 억제제를 함께 투여했을

때만 감소했다. 내인적으로 생성된 면역억제제 및 면역자극제에 대한 치료의 효과를 비교하기 위해, IL-6, TGF-

b 및 아르기나제의 평균값을 IFNg, IFNb, 그랜자임 B 및 CXCL10의 평균값에 대해 플롯팅하였다(도 3C). 두 치료

법을 함께 사용하면 체크포인트 억제제에 의해 전달되는 면역 억제와 바이러스 요법을 통한 면역 자극이 감소한

다. 면역자극성 사이토카인의 생성과 종양 조직배양 세포 생존력 사이에는 반비례하는 상관관계가 관찰되었다

(r= -0.716 [-0.914; -0.241], p= 0.009). 세포 생존력과 면역억제성 사이토카인 사이에는 상관관계가 발견되

지 않았다.

TNF알파 및 IL-2 발현 아데노바이러스는 생체내 항-PD-L1 요법을 가능하게 하여 100% 완전한 반응 비율을 제공[0116]

한다

이어서, 본 발명자들은 바이러스에 의해 촉발된 면역 자극 및 항-PD-L1에 의해 달성된 억제 감소가 생체 내에서[0117]

재현 가능한지 평가하는 것을 목표로 하였다. 또한, 본 발명자들은 항종양 효능 태양에서 종양 면역 리모델링의

영향을 연구하고자 하였다(도 4A). 치료들 간의 상호 작용을 이해하기 위해 두 그룹을 바이러스와 체크포인트

억제제로 치료하되 투여 방식을 달리하여 치료하였다; 즉, 한 그룹은 두 가지 처리를 동시에 받은 반면(S) 다른

그룹은 "프라임 앤 부스트" 방식(PB)으로 두 차례의 바이러스 치료 후에만 체크포인트 억제제를 받았다.

바이러스와 항-PD-L1을 함께 투여받은 두 그룹은 생존 면에서 더 나은 결과를 보였다(도 4B). 특히 항-PD-L1(복[0118]

강내)과 바이러스(종양내)를 동시에 투여했을 때 완전반응률 100%를 달성했다. "바이러스 + aPD-L1(s)" 그룹은

다른 어떤 그룹보다도 유의하게 더 긴 생존 기간을 보였다("모크"에 대해 p< 0.001, "aPD-L1"에 대해 p= 0.007,

"바이러스"에 대해 p= 0.005 및 "바이러스 + aPD-L1 (PB)"에 대해 p= 0.025)). "바이러스 + aPD-L1(s)" 전략의

위험  비율은  연구된  다른  어떤  그룹보다도  우수하였다(HR=  0.033  [0.006;  0.181]  대  "모크",  HR=  0.057

[0.007; 0.451] 대 "aPD-L1", "바이러스"에 대한 HR= 0.067 [0.011; 0.415] 및 "바이러스 + aPD-L1(PB))"에 대

한 HR= 0.104 [0.014; 0.752]).

"프라임  및  부스트"  접근  방식은  모크에  비해  훨씬  더  긴  전체  생존(OS)(p<0.001)과  더  낮은  위험  비율[0119]

(HR)(0.059 [0.012; 0.290])을 가져왔다. 바이러스 요법 또는 체크포인트 억제제 단독요법은 약 33%의 완전 반

응을  보였다.  바이러스  요법  단독의  OS는  모크(p=  0.016)보다  통계적으로  개선되었으며  HR은  더  낮았다

(0.180[0.044; 0.727]). 개별 종양 부피 그래프도 표시했고(도 4C) 일찍 이중 요법 후 5일째에 이미 상승 효과
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가 나타났다. 치료가 시작된 후 제90일에 완전한 반응을 겪은 일부 동물은 주변 영역에서 흉터(scar) 조직을 가

졌다. 동물들을 희생시킨 후 병리학자가 흉터를 수집 및 분석했는데, 병리학자는 멜라노파지, 형질 세포 및 림

프구가 존재하지만 악성 세포는 없다고 보고하였다.

논의[0120]

이 연구에서 본 발명자들은 TNF알파와 IL-2를 코딩하는 바이러스 플랫폼이 면역 종양 미세환경에 상당한 영향을[0121]

미치고 항-PD-L1 체크포인트 억제의 맥락에서 더 높은 반응을 이끌어내는 방법을 보여준다. 인간의 비뇨기과 임

상 샘플 조직배양(신장 세포암 및 요로상피암) 및 생체내에서 유사한 결과가 관찰되어 종양 성장 조절 및 생존

이 개선되었다. 두 단독 요법 모두 긍정적인 효과를 나타냈다는 점은 주목할 만하다. 이들이 함께 사용되었을

때의 시너지 효과는 종양 조절의 맥락에서 명백하였다.

환자에 있어서, 완전한 반응은 매우 드물고 부분적인 반응이 더 일반적이지만 함께 조합되는 경우에도, CPI의[0122]

경우의 ORR은 대부분의 고형 종양 유형에서 단독요법 후 10-40%이다. 그러나 TIL 존재(1, 2)와 상향조절된 염증

성 사이토카인 시그니처(3-5)는 가장 강력한 예측 인자 중 하나이다(6). 이와 관련하여, 연구된 바이러스 플랫

폼이 "콜드" 종양을 "핫" 상태로 만들어 효과적인 CPI 요법을 능하게 하고 반응률과 생존율을 높일 수 있다는

것이 잠재적으로 중요한다.

실시예2[0123]

재료 및 방법[0124]

생체내 실험[0125]

생체내(in  vivo)  실험은  개시  시점에  4-6주령인  C57BL/6OlaHsd  암컷  마우스에서  수행되었다(Envigo  Labs,[0126]

Huntingdon, UK에서 구입). 2.5 x 10
5
 B16.OVA 흑색종 세포주를 왼쪽 아래 옆구리에 피하 이식한 다음, 더 긴

쪽 직경이 적어도 4 mm로 촉진되는 종양의 존재 여부를 확인하였다. 최소 종양 크기 기준이 충족되면 동물을 다

른 치료 그룹으로 무작위 배정하였다. 종양 부피를 매일 측정하고 전반적인 건강을 평가하였다. 열린 상처(즉,

주사 부위의 궤양)가 있는 동물을 즉시 안락사시켰다. 최대 허용 종양 부피는 18 mm였으며, 그 후 동물은 즉시

안락사되었다. 관찰 가능한 종양이 없는 동물은 종양 재발을 보장하기 위해 첫 번째 치료를 받은 후 적어도 90

일 동안 살려두었다.

항체 및 바이러스[0127]

각  특정  실험에  대한  처리  다이아그램이  제공된다.  항-PD-1  항체(aPD-1)  처리는  PBS에  희석된  0.1mg(클론[0128]

10F.9G2, BE0101, BioXCell, Lebanon, New Hampshire, USA)으로 투여된 전신(복강내) 전달된 항체로 구성되었

다. 바이러스 요법 치료는 1  x  10
8
 바이러스 입자(마우스에서 복제되지 않는, 동일한 양의 Ad5-CMV-mIL2  및

Ad5-CMV-mTNFa 바이러스 포함)로 구성되었다.

전사체 분석[0129]

생체내 실험에서 채취된 종양을 RNAlater(R0901, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)에서 안정화시키고[0130]

-20℃에서 보관하였다. RNeasy(74104,  Qiagen,  Hilden,  Germany)  키트 제조업체 가이드에 따라 분광 광도계

(Biophotometer, Eppendorf, Wesbury, New York, USA)로 측정한 후 해당 종양 샘플에서 RNA를 정제하고 농도를

조정하였다. RNA 샘플의 시퀀싱은 BGI Tech Solutions(Tai Po, Hong Kong)에 아웃소싱되었으며 이 업체에서 단

일 블라인드 방식으로 데이터 정리 및 정량 분석도 수행하였다.

CyTOF[0131]

생체내 실험에서 채취한 종양을 단일 세포 현탁액으로 처리하고 질량 세포 분석을 위해 염색될 때까지 동결 배[0132]

지(10% 디메틸 설폭사이드 포함)에 보관하였다.

통계 분석[0133]

GraphPad Prism 8(GraphPad Software, San Diego, California, USA) 분석 도구를 사용하여 Kaplan-Meier 생존[0134]

곡선 및 Mann-Whitney 검정에 대한 로그 순위 Mantel-Cox 검정과 데이터의 그래픽 표현을 생성하는 평균을 내었

다. SPSS Statistics 25(IBM, Armonk, New York, USA)는 앞에서 설명한 종양 직경의 일일 측정값을 기반으로

하는 종양 성장 진화 분석에 사용된 소프트웨어였다
8
. 통계적 유의성은 0.05 미만의 p-값에 대해 주장되었다.
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결과[0135]

B16.OVA 종양 모델은 항-PD-1에 반응하지만 실패하여 장기간 반응을 얻지 못한다.[0136]

aPD-1에 대한 내성 메카니즘을 연구하기 위해, 억제 항체
8
에 대해 제한된 반응을 나타내는 모델인 B16.OVA를 선[0137]

택하였다. 약물에 대한 내성의 내재적 원인이 있는지 또는 약물이 제공하는 생존 압력 이후에 종양이 적응하는

지 이해하기 위해 종양 성장 기준을 채택하였다(도 6). 그런 의미에서, 처음에 종양의 최대 직경이 적어도 4 mm

에 도달한 동물들을 "모크" 그룹 또는 "aPD-1" 그룹에 무작위로 할당하였다. 그 후, "aPD-1" 그룹의 동물은 3일

에 한 번(총 5회 이상) 전신적으로 PD-1 억제 항체 치료를 받았다. 모든 동물의 종양을, 종양의 최대 직경이 적

어도 10 mm가 되는 순간까지 매일 측정하였다. 해당 역치를 초과하는 종양이 있는 동물을 안락사시키고 추가 분

석을 위해 종양을 수집하였다.

치료 시작 시점과 안락사 시점의 종양 크기는 동일했지만 두 번째 임계값에 도달하는 시간은 유의하게 달랐다[0138]

(p=0.0008)(도 6B). 치료는 종양 성장 조절에서 유의한(p=0.0002) 이점이 있었고 항-PD-1로 치료한 동물 10마리

중 1마리는 제30일까지 명백한 완전한 반응을 나타내었다. 치료가 종양 진행을 늦추더라도, 종양의 90%는 결국

재발하여 두 번째 임계값에 도달하였다(도 6C).

이러한 결과는 PD-1 차단 후 항종양 효능의 존재 뿐만 아니라 장기간 반응의 부족을 입증한다.[0139]

항-PD-1에 대한 반응이 중단된 종양은 치료를 받지 않은(나이브) 종양과는 상이한 유전자 발현 프로파일을 보여[0140]

준다

도 6에 설명된 대로 종양을 수집한 후 처리하고 RNA를 추출하였다. 총 RNA 시퀀싱을 수행하고 각 샘플의 유전자[0141]

발현 수준을 정량화하였다. 해당 분석을 위해 "모크(모의)" 그룹에 속하는 4개의 샘플과 "aPD-1" 그룹의 6개의

샘플을 무작위로 선택하였다. 데이터 소거 후 샘플을 히트맵(도 7A)에 배열하고 샘플 간의 유사성을 기반으로

클러스터링하였다. 이 접근 방식은 합리적인 정확도로 두 그룹의 샘플을 그룹화하였다. 그룹 간의 발현 프로필

비교는 357개의 유전자를 차별적으로 상향조절 또는 하향조절하였다(도 7B). 이들 유전자 중 19개는 현저한 면

역성을 나타내었다(도 7C).

기능이 확립된 하향조절된 면역 관련 유전자들 중 75%가 T 세포에 연결될 수 있다. 이러한 유전자에는 T 세포[0142]

전구체(GZMG 및 GMZF), T 세포 활성 조절자(TNFSF18[일명 GITRL] 및 EAR2) 및 다른 세포 유형(KLRC2)과의 상호

작용과 관련된 기타 T 세포 단백질 및 보체(CD46)와 같은 면역 성분이 포함된다. T 세포 외에, 다른 림프구 집

단은 NK 세포 또는 B 세포와 같은 하향 조절에 의해 덜 영향을 받을 수 있다.

상향조절된 유전자와 관련하여, B 세포 구획은 더 많은 수의 유전자(CD19, CD20, CR2, MMP8 및 LY6D)를 가진 집[0143]

단이고 그 다음으로 호중구(NGP, MMP8 및 CXCL3)가 있다. 보체-관련 유전자는 상향조절된 유전자(C1S2 및 CR2)

에서도 눈에 띈다. aPD-1 불응성 종양에서 하향조절되는 많은 수의 T-세포 관련 유전자와 대조적으로, 이 세포

집단과 명백하게 연관된 상향조절된 유일한 유전자는 FOXP3이다.

aPD-1 불응성 종양에서 차등적으로 발현되는 유전자의 전체 목록 중에서, T-세포 활성의 억제를 나타내는 관찰[0144]

가능한 경향이 있다. 다른 세포 집단도 영향을 받지만 결과는 명확하지 않는다.

바이러스 요법을 가능하게 하는 T-세포의 사용은 항-PD-1 불응성 종양이 항-PD-1에 반응하도록 만든다[0145]

aPD-1 불응성 종양에 존재하는 T-세포 하향조절에 태클을 거는 것이 치료에 대한 더 나은 반응을 초래할 수 있[0146]

는지 연구하기 위해 항종양 T-세포 활성(TNF알파 및 IL-2)을 표적으로 하는 2개의 사이토카인을 코딩하는 아데

노바이러스. 도 6A에 기재된 바와 유사하게, 피하 종양을 보유하는 동물들을, 약물에 대해 불응성인 것으로 간

주될 때까지 aPD-1("초기 치료")로 치료하였다. 불응 상태에 도달한 후, 동물들을, 동물이 aPD-1을 계속 투여받

는 "aPD-1" 그룹, 동물이 바이러스 요법만 받은 "바이러스" 그룹 또는 동물이 aPD-1 및 추가로 바이러스 요법을

받는 "aPD-1 + 바이러스" 그룹("레스큐 치료")으로 무작위 배정하였다. 치료는 도 8A에 기술된 바와 같이 윤리

적으로 허용되는 최대 종양 부피(18mm) 또는 명백한 완전한 반응(해당 부위에 시각적으로 눈에 띄는 병변 없

음)이 될 때까지 계속되었다.

난치성 역치에 도달한 후 종양 특이적 생존의 연구 시(도 8B), T-세포 활성화 바이러스 요법이 어떻게 생존을[0147]

유의하게 증가시키고(p=0.0009), 심지어 동물의 50%에 대해 완전한 반응을 유발할 수 있는지 보여주었다. 바이

러스 요법을 단독요법으로서의 PD-1과 비교했을 때, 생존율의 유의한 향상은 없었으나, 앞서 언급한 바이러스를

사용하여 일부 완전한 반응이 달성되었다. 개별 종양 성장 곡선의 분석에서 유사한 결론을 도출할 수 있다(도
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8C).

또한, 생존 및 종양 성장 데이터는 모두 이 실험에서와 같이 이전에 가정된 종양의 aPD-1 불응성 상태에 대한[0148]

검증  역할을  한다.  "aPD-1"  그룹의  동물은  불응성  역치에  도달한  후에도  추가  혜택  없이항체를  계속

투여받았다. 

바이러스 요법으로 치료된 aPD-1 불응성 종양 샘플을 이 요법의 면역 세포 영향을 이해하기 위해 연구하였다[0149]

종양의 면역 표현형에 대한 연구 대상 샘플을 생성하기 위해 도 8A와 유사한 실험 설계를 따랐지만, 단, 이 경[0150]

우 불응 상태를 얻은 후 제공된 "레스큐 치료"는 7일 동안 진행된다(도 9A). 그 후, 종양을 수집하고 분석을 위

해 처리하였다. "레스큐 치료"를 받은 종양이 유사하더라도, 제7일까지 바이러스 요법을 받은 그룹과 aPD-1 치

료를 받은 그룹의 동물을 비교할 때 통계적으로 유의한(p<0.001) 감소된 종양 부피가 있었다(도 9B).

제7일에 수집된 종양을 사용하여 aPD-1에 대한 다시 나타나는 반응이 종양 미세환경에 존재하는 면역 구획의 리[0151]

모델링과 관련이 있는지 조사하였다. 그런 의미에서, 28개의 세포 마커를 사용하여 샘플에서 질량 세포 분석을

실행하였다. 이어서, 세포의 CD45+ 분획에서 FlowSOM 알고리즘을 사용하여 64개의 세포 클러스터를 동정하였다.

그런 다음 해당 클러스터들을 그들이 나타내는 세포 유형 및 표현형의 추가 식별을 위해 히트맵(도 9C)에 표시

하였다.

항-PD-1과 조합된 바이러스 요법은 항종양 반응에 유리하게 항-PD-1 불응성 종양의 면역 미세환경을 재구성한다[0152]

질량 세포 계측법으로 생성된 세포 클러스터를 개별적으로 연구하여 가장 가능성 있는 세포 유형 및 표현형을[0153]

결정하였다. 특정 세포 집단과 가장 명확한 연관성이 있는 클러스터들을 도 10에 나타내었다.

64개의 모든 세포 클러스터 중에서 29개는 CD45, CD3e 및 TCRb 공동 발현을 기반으로 하는 T-세포 표현형을 가[0154]

졌다. 이러한 T-세포 클러스터 중 22개는 CD8+(CD4-)이었고 그 중 4개는 CD4+(CD8-)였다. 추가로, 하나의 클러

스터(4번)는 CD3e+ TCRb+ CD8+ CD4+이었고 다른 두 개(클러스터 42 및 43)는 CD3e+ TCRb+ CD8-CD4-였다. 유의

미한 변화는 CD8 T 세포 클러스터에서만 관찰되었고 CD4, 이중 양성 또는 이중 음성 T 세포 클러스터에서는 관

찰되지 않았다(도 10A-H). 전반적으로, 14개의 서로 다른 CD8 T 세포 서브세트들은 aPD-1과 바이러스 요법을 둘

다 받을 때 종양에서 유의하게 증가한다. 이중 요법 후 염증 부위로의 이동과 관련된 표현형을 갖는 T 세포

(CCR2 마커 기반)가 얼마나 더 많이 나타나는지 관찰할 수 있다. T 세포의 더 많은 트래피킹뿐만 아니라 광범위

한 T 세포 존재가 증가하며 여기에는 이펙터/메모리 증식 CD8 T 세포(CD44 및 Ki-67 마커 기반), 활성 및 증식

세포(Ki-67 및 TIM-3 마커 기반) 뿐만 아니라 나이브 T-세포(CD44 마커 기반)도 포함된다. PD-1과 바이러스 요

법을 동시에 사용하면 종양에서 지속적으로 개선된 CD8 T 세포 분포를 나타내지만, 바이러스 요법만으로는 동일

한 정도의 효능을 제공하지 않는다.

관련 골수 집단과 관련하여 바이러스 요법이 치료에 추가되면 종양에서 M2 대식세포와 MDSC가 감소한다. 언급된[0155]

조합에 대해 M1 대식세포 또는 수지상 세포에서는 유의미한 변화가 관찰되지 않았지만, 단일 요법으로서 바이러

스 요법과 aPD-1을 비교시 수지상 세포가 감소한다.

논의[0156]

aPD-1 불응성 종양 중 어느 것도 단독 요법으로서 aPD-1에 대한 반응의 징후를 나타내지 않았지만, TNF알파 및[0157]

IL-2(aPD-1에 추가하여)를 코딩하는 바이러스를 사용한 바이러스 요법의 포함은 명백한 종양 성장 제어를 촉발

하고 심지어 완전한 반응을 나타냈다. 이들 종양을 거부하려는 챌린지가 불응성 상태에서 나타날 뿐만 아니라

종양 부피가 초기에 체크포인트 억제제로 치료된 종양보다 약 8배 더 크기 때문에, 이러한 완전한 반응은 놀라

운 것이다. 더 높은 초기 종양 부피는 더 강한 면역 및 대사 억제 상태를 포함한다. 흥미롭게도, 종양 샘플에

대한 생물학적 분석과 함께 생존에 대한 결과는, aPD-1 내성을 우회하여 항종양 반응을 구동시키기 위해 상이한

작용 메카니즘을 이용하는 것 보다, 바이러스 요법이 종양의 억제 상태에 태클을 걸어 이들을 PD-1 차단에 취약

하게 만들 수 있음을 가리킨다.

실시예3[0158]

생체내 실험 [0159]

쥐의 두경부암 모델에서 바이러스 요법 및 체크포인트 억제의 항종양 효능을 연구하기 위해 1x10
5
 MOC2 쥐 구강[0160]

암 세포를 4-6주령 암컷 C57BL/6JOlaHsd 마우스(Envigo Labs)에 피하 이식하였다. 생착 20일 후, 동물을 여러

그룹으로 무작위화하였다(n=7-8/그룹). 그런 다음 동물들에게 3일마다(제0일부터 시작하여) 항-PD-L1 0.1mg(클
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론 10F.9G2, BE0101, BioXCell)의 전신 치료 및 제0, 1, 3, 6, 9, 12, 15 및 18일에 1 x 10
8
 바이러스 입자

(vp)의 종양내 주사(동일한 양의 Ad5-CMV-mIL2 및 Ad5-CMV-mTNFa 바이러스, 마우스에서 비-복제성임)를 실시하

였다. 바이러스를 받지 않은 그룹에 대해 PBS를 종양내 주사하였다. 종양 성장은 제30일까지 이어졌다. 동물의

생존은 최대 종양 크기(18mm)에 도달하거나 완전한 종양 퇴행에 도달할 때까지 항-PD-L1 처리가 3일마다 1회 계

속되는 90일까지 이어졌다.

세포주 및 바이러스[0161]

마우스 구강 편평 세포 암종 세포주인 MOC2를 권장 조건에서 배양하였다. 사이토카인-무장 뮤린 아데노바이러스[0162]

(Ad5-CMV-mIL2 및 Ad5-CMV-mTNFa)의 작제 및 생산은 이전에 설명되었으며(12) 생체내 실험에 사용되었다.

통계 분석[0163]

GraphPad Prism 8(GraphPad Software, San Diego, California, USA) 분석 도구를 이용하여 Kaplan-Meier 생존[0164]

곡선 및 Mann-Whitney 검정에 대한 로그 순위 Mantel-Cox 검정 및 데이터의 그래픽 표현을 생성하는 평균을 내

었다. SPSS Statistics 25(IBM, Armonk, New York, USA)는 앞에서 설명한 종양 직경의 일일 측정값을 기반으로

한 종양 성장 진화 분석에 사용된 소프트웨어이다(8). 통계적 유의성은 0.05 미만의 p-값에 대해 주장되었다.

결과[0165]

바이러스 요법 및 항-PD-L1 요법은 쥐의 두경부암 모델에서 최고의 항종양 효능과 생존을 제공한다[0166]

TNFa 및 IL-2 코딩 아데노바이러스 및 항-PD-L1의 치료 시너지 효과는 흑색종에만 국한되지 않는다. 실제로, 본[0167]

발명자들은 30일 동안 쥐 구강암 모델에서 이 조합의 항종양 효과를 추적하였다. 예상대로 개별 종양 성장 곡선

은 PBS의 종양 내 주사가 종양 부피에 거의 영향을 미치지 않음을 보여주었다(도 11A). 항-PD-L1(aPD-L1) 또는

Ad5-CMV-mIL2 + Ad5-CMV-mTNFa(바이러스)의 투여는 종양 보유 마우스에서 일부 추가 치료 이점을 제공했으며,

흥미롭게도 aPD-L1은 시간이 지남에 따라 더 장기간 동안 종양 부피 제어를 제공한다 (도 11A). 참고로, 바이러

스와 aPD-L1은 테스트된 다른 치료법보다 더 적은 재발과 더 긴 종양 성장 조절을 가능하게 하였다(도 11A). 이

것은 분명히 조합 요법으로 하여금 대조군 또는 단일-제제 요법보다 훨씬 더 우수한 항종양 효능을 제공할 수

있게 하였다(도 11B). 바이러스 및 항-PD-L1을 받은 마우스가 PBS 또는 단일-제제 처리된 마우스보다 가장 오래

생존했고 더 나은 생존을 보였다는 것이 중요하다(도 11C).

논의[0168]

전반적으로, 이러한 결과는 흑색종을 제외한 다른 생체내 종양 모델에서, 놀랍고도 강력한 치료 활성을 제공하[0169]

는, TNFα 및 IL-2-코딩 아데노바이러스 및 항-PD-L1 억제의 조합의 시너지를 보여준다.

실시예 4[0170]

재료 및 방법[0171]

난소암 샘플의 인간 종양 조직배양[0172]

난소암 샘플은 수술을 받는 환자로부터 수집되어 이전에 설명된 방법(9)에 따라 단일 세포 현탁액으로 전환되었[0173]

으며 10% DMSO를 포함하는 동결 배지에서 최대 -140℃까지 동결되었다. 해동 후, 3.5x10
5
 세포를 96웰 플레이트

에  접종하고  세포당  Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2의  100  바이러스  입자(vp),  20μg/mL의  항-인간  PD-

L1(Avelumab, Evidentic) 또는 두 가지 모두로 4중으로 처리하였다.  

세포 생존력 분석[0174]

인간 종양 조직배양물을 최대 7일 동안 처리하였다(앞서 기술한 바와 같이). 세포 생존력은 제조사의 지시에 따[0175]

라 Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay(Promega, G3582)를 사용하여 제1일, 5일

및 7일에 평가되었다. 모크-처리된 세포의 생존력은 100%로 설정되었다.

바이러스[0176]

인간 종양 조직 배양 실험을 위해 종양용해성 Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2(TILT-123으로 알려짐)(11)가 사[0177]

용되었다.

조직병리학[0178]
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절제 후 환자 유래 난소암 조직을 조직 병리학 분석을 위해 처리하였다. 종양 조직학은 부인과 병리학자에 의해[0179]

확인되었다.

통계 분석[0180]

GraphPad Prism 8(GraphPad Software, San Diego, California, USA) 분석 도구를 사용하여 Welch 보정을 사용[0181]

하여 독립표본 t-검정과 데이터의 그래픽 표현을 생성하는 수단을 수행하였다. 통계적 유의성은 0.05 미만의 p-

값에 대해 주장되었다.

결과[0182]

TILT-123과 항-PD-L1 요법을 함께 사용하면 환자-유래 난소암 종양 조직 배양물에서 빠르고 강력한 종양 세포[0183]

사멸이 가능하다

본 발명자들은 또한 환자 유래 난소암 샘플에서 확립된 종양 조직 배양물에서 Ad5/3-E2F-D24-TNFa-IRES-IL-[0184]

2(TILT-123) 및 항-PD-L1(aPD-L1)을 사용한 조합 치료를 테스트하였다. 이러한 실험을 통해 본 발명자들은 인간

암의 조직학적 이질성을 고려하는 한편 임상적으로 관련된 종양 모델에서 조합 전략을 검증할 수 있었다. 확립

된 난소암 종양 조직배양물(종양 및 면역 세포 함유)의 처리 시, 본 발명자들은 조합 처리가 제1일에 입증된 바

와 같이 비히클 및/또는 단일-제제 처리보다 더 빠른 종양 세포 사멸을 가능하게 한다는 것을 관찰하였다(도

12). 참고로, 이 실험에는 OVCA P1 난소 저등급 장액 암종(IVB기), OVCA P2 난소 고등급 장액 암종(IIIC기) 및

OVCA P3 난소 투명 세포 암종(IVB기)의 세 가지 유형의 조직이 존재하였다.

논의[0185]

전반적으로, 이러한 결과는 다른 항-PD-L1 억제제(아벨루맙) 및 난소암과 같은 다른 적응증과 함께 강력한 항종[0186]

양 효능을 촉진하는 TILT-123의 놀라운 능력을 보여준다. 중요하게는, 이 치료 효과는 조직 기원의 조직학과 무

관한다.

실시예5[0187]

재료 및 방법[0188]

항-PD-1 요법에 불응성인 두경부 편평세포암의 뇌전이로부터의 인간 종양 조직배양물[0189]

수술을 받는 항-PD-1 요법에 불응성인 두경부 환자의 편평 세포 암종에서 뇌 전이 샘플을 수집하여 이전에 설명[0190]

한 방법론에 따라 단일 세포 현탁액으로 전환하였다(9). 3.5x10
5
개의 세포를 96웰 플레이트에 새로 접종하고

Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2 또는 Ad5/3-E2F-d24 또는 배지(바이러스 없음)로 삼중 처리하였다. 

세포 생존력 분석[0191]

인간 종양 조직배양물을 최대 7일 동안 처리하였다(앞서 기술한 바와 같이). 세포 생존력은 제조사의 지시에 따[0192]

라 Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay(Promega, G3582)를 사용하여 제3일, 5일

및 7일에 평가되었다. 모크-처리된 세포의 생존력은 100%로 설정되었다.

바이러스[0193]

인간 종양 조직 배양 실험을 위해 종양용해성 Ad5/3-E2F-d24-hTNFa-IRES-hIL2(TILT-123으로 알려짐) 또는 종양[0194]

용해성 Ad5/3-E2F-D24(11)가 사용되었다.

조직병리학[0195]

절제술을 받기 전에 환자는 혀 기저부에 3등급 원발성 종양이 확인되었다. 종양 조직학은 병리학자에 의해 확인[0196]

되었다.

통계 분석[0197]

GraphPad Prism 8(GraphPad Software, San Diego, California, USA) 분석 도구를 사용하여 Welch 보정을 사용[0198]

하여 독립 표본 t-검정과 데이터의 그래픽 표현을 생성하는 수단을 수행하였다. 통계적 유의성은 0.05 미만의

p-값에 대해 주장되었다.

결과[0199]
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단일-제제 TILT-123은 항-PD-1 요법에 불응하는 환자의 뇌 전이 세포 사멸을 유도한다[0200]

항-PD-1 요법에 불응성인 두경부 편평 세포 암종에서 TILT-123의 항종양 활성은 중간 정도이다(도 13). 참고로,[0201]

TILT-123은 바이러스가 없는 대조군과 비교하여 제7일까지 조직배양의 종양 세포 함량을 유의하게 감소시킬 수

있었다(도 13).

논의[0202]

전반적으로, 이들 데이터는 단일-제제 TILT-123의 항종양 활성이 높지만 항-PD-1 요법에 불응성인 환자의 종양[0203]

세포에서 제한적이라는 것도 보여준다. 후자는 이러한 유형의 종양에서 개선된 치료 효능을 달성하기 위해서는

TILT-123을 체크포인트 억제제와 조합할 필요성이 있음을 강조하는 것이다.
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SEQUENCE LISTING

<110>  Tilt Biotherapeutics Oy

 

<120>  ONCOLYTIC ADENOVIRUS AND CHECKPOINT INHIBITOR COMBINATION THERAPY

<130>  TILB4PCT

<150>  US 62/861339

<151>  2019-06-14

<150>  US 62/988422

<151>  2020-03-12

<160>  5     

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  531

<212>  DNA

<213>  adenovirus

<400>  1

atggaggctt gggagtgttt ggaagatttt tctgctgtgc gtaacttgct ggaacagagc       60

tctaacagta cctcttggtt ttggaggttt ctgtggggct catcccaggc aaagttagtc      120

tgcagaatta aggaggatta caagtgggaa tttgaagagc ttttgaaatc ctgtggtgag      180

ctgtttgatt ctttgaatct gggtcaccag gcgcttttcc aagagaaggt catcaagact      240

ttggattttt ccacaccggg gcgcgctgcg gctgctgttg cttttttgag ttttataaag      300

gataaatgga gcgaagaaac ccatctgagc ggggggtacc tgctggattt tctggccatg      360

catctgtgga gagcggttgt gagacacaag aatcgcctgc tactgttgtc ttccgtccgc      420

ccggcgataa taccgacgga ggagcagcag cagcagcagg aggaagccag gcggcggcgg      480

caggagcaga gcccatggaa cccgagagcc ggcctggacc ctcgggaatg a               531

<210>  2

<211>  390

<212>  DNA

<213>  adenovirus

<400>  2

atggaggctt gggagtgttt ggaagatttt tctgctgtgc gtaacttgct ggaacagctg       60

ggtcaccagg cgcttttcca agagaaggtc atcaagactt tggatttttc cacaccgggg      120

cgcgctgcgg ctgctgttgc ttttttgagt tttataaagg ataaatggag cgaagaaacc      180
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catctgagcg gggggtacct gctggatttt ctggccatgc atctgtggag agcggttgtg      240

agacacaaga atcgcctgct actgttgtct tccgtccgcc cggcgataat accgacggag      300

gagcagcagc agcagcagga ggaagccagg cggcggcggc aggagcagag cccatggaac      360

ccgagagccg gcctggaccc tcgggaatga                                       390

<210>  3

<211>  680

<212>  DNA

<213>  adenovirus

<400>  3

tggtaccatc cggacaaagc ctgcgcgcgc cccgccccgc cattggccgt accgccccgc       60

gccgccgccc catcccgccc ctcgccgccg ggtccggcgc gttaaagcca ataggaaccg      120

ccgccgttgt tcccgtcacg gccggggcag ccaattgtgg cggcgctcgg cggctcgtgg      180

ctctttcgcg gcaaaaagga tttggcgcgt aaaagtggcc gggactttgc aggcagcggc      240

ggccgggggc ggagcgggat cgagccctcg ccctcgagct agaagcttgt tttctcctcc      300

gagccgctcc gacaccggga ctgaaaatga gacatattat ctgccacgga ggtgttatta      360

ccgaagaaat ggccgccagt cttttggacc agctgatcga agaggtactg gctgataatc      420

ttccacctcc tagccatttt gaaccaccta cccttcacga actgtatgat ttagacgtga      480

cggcccccga agatcccaac gaggaggcgg tttcgcagat ttttcccgac tctgtaatgt      540

tggcggtgca ggaagggatt gacttactca cttttccgcc ggcgcccggt tctccggagc      600

cgcctcacct ttcccggcag cccgagcagc cggagcagag agccttgggt ccggtttcta      660

tgccaaacct tgtaccggag                                                  680

<210>  4

<211>  27458

<212>  DNA

<213>  adenovirus

<400>  4

gtgatcgatc cacccagtga cgacgaggat gaagagggtg aggagtttgt gttagattat       60

gtggagcacc ccgggcacgg ttgcaggtct tgtcattatc accggaggaa tacgggggac      120

ccagatatta tgtgttcgct ttgctatatg aggacctgtg gcatgtttgt ctacagtaag      180

tgaaaattat gggcagtggg tgatagagtg gtgggtttgg tgtggtaatt ttttttttaa      240

tttttacagt tttgtggttt aaagaatttt gtattgtgat ttttttaaaa ggtcctgtgt      300

ctgaacctga gcctgagccc gagccagaac cggagcctgc aagacctacc cgccgtccta      360
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aaatggcgcc tgctatcctg agacgcccga catcacctgt gtctagagaa tgcaatagta      420

gtacggatag ctgtgactcc ggtccttcta acacacctcc tgagatacac ccggtggtcc      480

cgctgtgccc cattaaacca gttgccgtga gagttggtgg gcgtcgccag gctgtggaat      540

gtatcgagga cttgcttaac gagcctgggc aacctttgga cttgagctgt aaacgcccca      600

ggccataagg tgtaaacctg tgattgcgtg tgtggttaac gcctttgttt gctgaatgag      660

ttgatgtaag tttaataaag ggtgagataa tgtttaactt gcatggcgtg ttaaatgggg      720

cggggcttaa agggtatata atgcgccgtg ggctaatctt ggttacatct gacctcatgg      780

aggcttggga gtgtttggaa gatttttctg ctgtgcgtaa cttgctggaa cagagctcta      840

acagtacctc ttggttttgg aggtttctgt ggggctcatc ccaggcaaag ttagtctgca      900

gaattaagga ggattacaag tgggaatttg aagagctttt gaaatcctgt ggtgagctgt      960

ttgattcttt gaatctgggt caccaggcgc ttttccaaga gaaggtcatc aagactttgg     1020

atttttccac accggggcgc gctgcggctg ctgttgcttt tttgagtttt ataaaggata     1080

aatggagcga agaaacccat ctgagcgggg ggtacctgct ggattttctg gccatgcatc     1140

tgtggagagc ggttgtgaga cacaagaatc gcctgctact gttgtcttcc gtccgcccgg     1200

cgataatacc gacggaggag cagcagcagc agcaggagga agccaggcgg cggcggcagg     1260

agcagagccc atggaacccg agagccggcc tggaccctcg ggaatgaatg ttgtacaggt     1320

ggctgaactg tatccagaac tgagacgcat tttgacaatt acagaggatg ggcaggggct     1380

aaagggggta aagagggagc ggggggcttg tgaggctaca gaggaggcta ggaatctagc     1440

ttttagctta atgaccagac accgtcctga gtgtattact tttcaacaga tcaaggataa     1500

ttgcgctaat gagcttgatc tgctggcgca gaagtattcc atagagcagc tgaccactta     1560

ctggctgcag ccaggggatg attttgagga ggctattagg gtatatgcaa aggtggcact     1620

taggccagat tgcaagtaca agatcagcaa acttgtaaat atcaggaatt gttgctacat     1680

ttctgggaac ggggccgagg tggagataga tacggaggat agggtggcct ttagatgtag     1740

catgataaat atgtggccgg gggtgcttgg catggacggg gtggttatta tgaatgtaag     1800

gtttactggc cccaatttta gcggtacggt tttcctggcc aataccaacc ttatcctaca     1860

cggtgtaagc ttctatgggt ttaacaatac ctgtgtggaa gcctggaccg atgtaagggt     1920

tcggggctgt gccttttact gctgctggaa gggggtggtg tgtcgcccca aaagcagggc     1980

ttcaattaag aaatgcctct ttgaaaggtg taccttgggt atcctgtctg agggtaactc     2040

cagggtgcgc cacaatgtgg cctccgactg tggttgcttc atgctagtga aaagcgtggc     2100
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tgtgattaag cataacatgg tatgtggcaa ctgcgaggac agggcctctc agatgctgac     2160

ctgctcggac ggcaactgtc acctgctgaa gaccattcac gtagccagcc actctcgcaa     2220

ggcctggcca gtgtttgagc ataacatact gacccgctgt tccttgcatt tgggtaacag     2280

gaggggggtg ttcctacctt accaatgcaa tttgagtcac actaagatat tgcttgagcc     2340

cgagagcatg tccaaggtga acctgaacgg ggtgtttgac atgaccatga agatctggaa     2400

ggtgctgagg tacgatgaga cccgcaccag gtgcagaccc tgcgagtgtg gcggtaaaca     2460

tattaggaac cagcctgtga tgctggatgt gaccgaggag ctgaggcccg atcacttggt     2520

gctggcctgc acccgcgctg agtttggctc tagcgatgaa gatacagatt gaggtactga     2580

aatgtgtggg cgtggcttaa gggtgggaaa gaatatataa ggtgggggtc ttatgtagtt     2640

ttgtatctgt tttgcagcag ccgccgccgc catgagcacc aactcgtttg atggaagcat     2700

tgtgagctca tatttgacaa cgcgcatgcc cccatgggcc ggggtgcgtc agaatgtgat     2760

gggctccagc attgatggtc gccccgtcct gcccgcaaac tctactacct tgacctacga     2820

gaccgtgtct ggaacgccgt tggagactgc agcctccgcc gccgcttcag ccgctgcagc     2880

caccgcccgc gggattgtga ctgactttgc tttcctgagc ccgcttgcaa gcagtgcagc     2940

ttcccgttca tccgcccgcg atgacaagtt gacggctctt ttggcacaat tggattcttt     3000

gacccgggaa cttaatgtcg tttctcagca gctgttggat ctgcgccagc aggtttctgc     3060

cctgaaggct tcctcccctc ccaatgcggt ttaaaacata aataaaaaac cagactctgt     3120

ttggatttgg atcaagcaag tgtcttgctg tctttattta ggggttttgc gcgcgcggta     3180

ggcccgggac cagcggtctc ggtcgttgag ggtcctgtgt attttttcca ggacgtggta     3240

aaggtgactc tggatgttca gatacatggg cataagcccg tctctggggt ggaggtagca     3300

ccactgcaga gcttcatgct gcggggtggt gttgtagatg atccagtcgt agcaggagcg     3360

ctgggcgtgg tgcctaaaaa tgtctttcag tagcaagctg attgccaggg gcaggccctt     3420

ggtgtaagtg tttacaaagc ggttaagctg ggatgggtgc atacgtgggg atatgagatg     3480

catcttggac tgtattttta ggttggctat gttcccagcc atatccctcc ggggattcat     3540

gttgtgcaga accaccagca cagtgtatcc ggtgcacttg ggaaatttgt catgtagctt     3600

agaaggaaat gcgtggaaga acttggagac gcccttgtga cctccaagat tttccatgca     3660

ttcgtccata atgatggcaa tgggcccacg ggcggcggcc tgggcgaaga tatttctggg     3720

atcactaacg tcatagttgt gttccaggat gagatcgtca taggccattt ttacaaagcg     3780

cgggcggagg gtgccagact gcggtataat ggttccatcc ggcccagggg cgtagttacc     3840

ctcacagatt tgcatttccc acgctttgag ttcagatggg gggatcatgt ctacctgcgg     3900

ggcgatgaag aaaacggttt ccggggtagg ggagatcagc tgggaagaaa gcaggttcct     3960
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gagcagctgc gacttaccgc agccggtggg cccgtaaatc acacctatta ccgggtgcaa     4020

ctggtagtta agagagctgc agctgccgtc atccctgagc aggggggcca cttcgttaag     4080

catgtccctg actcgcatgt tttccctgac caaatccgcc agaaggcgct cgccgcccag     4140

cgatagcagt tcttgcaagg aagcaaagtt tttcaacggt ttgagaccgt ccgccgtagg     4200

catgcttttg agcgtttgac caagcagttc caggcggtcc cacagctcgg tcacctgctc     4260

tacggcatct cgatccagca tatctcctcg tttcgcgggt tggggcggct ttcgctgtac     4320

ggcagtagtc ggtgctcgtc cagacgggcc agggtcatgt ctttccacgg gcgcagggtc     4380

ctcgtcagcg tagtctgggt cacggtgaag gggtgcgctc cgggctgcgc gctggccagg     4440

gtgcgcttga ggctggtcct gctggtgctg aagcgctgcc ggtcttcgcc ctgcgcgtcg     4500

gccaggtagc atttgaccat ggtgtcatag tccagcccct ccgcggcgtg gcccttggcg     4560

cgcagcttgc ccttggagga ggcgccgcac gaggggcagt gcagactttt gagggcgtag     4620

agcttgggcg cgagaaatac cgattccggg gagtaggcat ccgcgccgca ggccccgcag     4680

acggtctcgc attccacgag ccaggtgagc tctggccgtt cggggtcaaa aaccaggttt     4740

cccccatgct ttttgatgcg tttcttacct ctggtttcca tgagccggtg tccacgctcg     4800

gtgacgaaaa ggctgtccgt gtccccgtat acagacttga gaggcctgtc ctcgagcggt     4860

gttccgcggt cctcctcgta tagaaactcg gaccactctg agacaaaggc tcgcgtccag     4920

gccagcacga aggaggctaa gtgggagggg tagcggtcgt tgtccactag ggggtccact     4980

cgctccaggg tgtgaagaca catgtcgccc tcttcggcat caaggaaggt gattggtttg     5040

taggtgtagg ccacgtgacc gggtgttcct gaaggggggc tataaaaggg ggtgggggcg     5100

cgttcgtcct cactctcttc cgcatcgctg tctgcgaggg ccagctgttg gggtgagtac     5160

tccctctgaa aagcgggcat gacttctgcg ctaagattgt cagtttccaa aaacgaggag     5220

gatttgatat tcacctggcc cgcggtgatg cctttgaggg tggccgcatc catctggtca     5280

gaaaagacaa tctttttgtt gtcaagcttg gtggcaaacg acccgtagag ggcgttggac     5340

agcaacttgg cgatggagcg cagggtttgg tttttgtcgc gatcggcgcg ctccttggcc     5400

gcgatgttta gctgcacgta ttcgcgcgca acgcaccgcc attcgggaaa gacggtggtg     5460

cgctcgtcgg gcaccaggtg cacgcgccaa ccgcggttgt gcagggtgac aaggtcaacg     5520

ctggtggcta cctctccgcg taggcgctcg ttggtccagc agaggcggcc gcccttgcgc     5580

gagcagaatg gcggtagggg gtctagctgc gtctcgtccg gggggtctgc gtccacggta     5640

aagaccccgg gcagcaggcg cgcgtcgaag tagtctatct tgcatccttg caagtctagc     5700

gcctgctgcc atgcgcgggc ggcaagcgcg cgctcgtatg ggttgagtgg gggaccccat     5760

ggcatggggt gggtgagcgc ggaggcgtac atgccgcaaa tgtcgtaaac gtagaggggc     5820
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tctctgagta ttccaagata tgtagggtag catcttccac cgcggatgct ggcgcgcacg     5880

taatcgtata gttcgtgcga gggagcgagg aggtcgggac cgaggttgct acgggcgggc     5940

tgctctgctc ggaagactat ctgcctgaag atggcatgtg agttggatga tatggttgga     6000

cgctggaaga cgttgaagct ggcgtctgtg agacctaccg cgtcacgcac gaaggaggcg     6060

taggagtcgc gcagcttgtt gaccagctcg gcggtgacct gcacgtctag ggcgcagtag     6120

tccagggttt ccttgatgat gtcatactta tcctgtccct tttttttcca cagctcgcgg     6180

ttgaggacaa actcttcgcg gtctttccag tactcttgga tcggaaaccc gtcggcctcc     6240

gaacggtaag agcctagcat gtagaactgg ttgacggcct ggtaggcgca gcatcccttt     6300

tctacgggta gcgcgtatgc ctgcgcggcc ttccggagcg aggtgtgggt gagcgcaaag     6360

gtgtccctga ccatgacttt gaggtactgg tatttgaagt cagtgtcgtc gcatccgccc     6420

tgctcccaga gcaaaaagtc cgtgcgcttt ttggaacgcg gatttggcag ggcgaaggtg     6480

acatcgttga agagtatctt tcccgcgcga ggcataaagt tgcgtgtgat gcggaagggt     6540

cccggcacct cggaacggtt gttaattacc tgggcggcga gcacgatctc gtcaaagccg     6600

ttgatgttgt ggcccacaat gtaaagttcc aagaagcgcg ggatgccctt gatggaaggc     6660

aattttttaa gttcctcgta ggtgagctct tcaggggagc tgagcccgtg ctctgaaagg     6720

gcccagtctg caagatgagg gttggaagcg acgaatgagc tccacaggtc acgggccatt     6780

agcatttgca ggtggtcgcg aaaggtccta aactggcgac ctatggccat tttttctggg     6840

gtgatgcagt agaaggtaag cgggtcttgt tcccagcggt cccatccaag gttcgcggct     6900

aggtctcgcg cggcagtcac tagaggctca tctccgccga acttcatgac cagcatgaag     6960

ggcacgagct gcttcccaaa ggcccccatc caagtatagg tctctacatc gtaggtgaca     7020

aagagacgct cggtgcgagg atgcgagccg atcgggaaga actggatctc ccgccaccaa     7080

ttggaggagt ggctattgat gtggtgaaag tagaagtccc tgcgacgggc cgaacactcg     7140

tgctggcttt tgtaaaaacg tgcgcagtac tggcagcggt gcacgggctg tacatcctgc     7200

acgaggttga cctgacgacc gcgcacaagg aagcagagtg ggaatttgag cccctcgcct     7260

ggcgggtttg gctggtggtc ttctacttcg gctgcttgtc cttgaccgtc tggctgctcg     7320

aggggagtta cggtggatcg gaccaccacg ccgcgcgagc ccaaagtcca gatgtccgcg     7380

cgcggcggtc ggagcttgat gacaacatcg cgcagatggg agctgtccat ggtctggagc     7440

tcccgcggcg tcaggtcagg cgggagctcc tgcaggttta cctcgcatag acgggtcagg     7500

gcgcgggcta gatccaggtg atacctaatt tccaggggct ggttggtggc ggcgtcgatg     7560
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gcttgcaaga ggccgcatcc ccgcggcgcg actacggtac cgcgcggcgg gcggtgggcc     7620

gcgggggtgt ccttggatga tgcatctaaa agcggtgacg cgggcgagcc cccggaggta     7680

gggggggctc cggacccgcc gggagagggg gcaggggcac gtcggcgccg cgcgcgggca     7740

ggagctggtg ctgcgcgcgt aggttgctgg cgaacgcgac gacgcggcgg ttgatctcct     7800

gaatctggcg cctctgcgtg aagacgacgg gcccggtgag cttgagcctg aaagagagtt     7860

cgacagaatc aatttcggtg tcgttgacgg cggcctggcg caaaatctcc tgcacgtctc     7920

ctgagttgtc ttgataggcg atctcggcca tgaactgctc gatctcttcc tcctggagat     7980

ctccgcgtcc ggctcgctcc acggtggcgg cgaggtcgtt ggaaatgcgg gccatgagct     8040

gcgagaaggc gttgaggcct ccctcgttcc agacgcggct gtagaccacg cccccttcgg     8100

catcgcgggc gcgcatgacc acctgcgcga gattgagctc cacgtgccgg gcgaagacgg     8160

cgtagtttcg caggcgctga aagaggtagt tgagggtggt ggcggtgtgt tctgccacga     8220

agaagtacat aacccagcgt cgcaacgtgg attcgttgat atcccccaag gcctcaaggc     8280

gctccatggc ctcgtagaag tccacggcga agttgaaaaa ctgggagttg cgcgccgaca     8340

cggttaactc ctcctccaga agacggatga gctcggcgac agtgtcgcgc acctcgcgct     8400

caaaggctac aggggcctct tcttcttctt caatctcctc ttccataagg gcctcccctt     8460

cttcttcttc tggcggcggt gggggagggg ggacacggcg gcgacgacgg cgcaccggga     8520

ggcggtcgac aaagcgctcg atcatctccc cgcggcgacg gcgcatggtc tcggtgacgg     8580

cgcggccgtt ctcgcggggg cgcagttgga agacgccgcc cgtcatgtcc cggttatggg     8640

ttggcggggg gctgccatgc ggcagggata cggcgctaac gatgcatctc aacaattgtt     8700

gtgtaggtac tccgccgccg agggacctga gcgagtccgc atcgaccgga tcggaaaacc     8760

tctcgagaaa ggcgtctaac cagtcacagt cgcaaggtag gctgagcacc gtggcgggcg     8820

gcagcgggcg gcggtcgggg ttgtttctgg cggaggtgct gctgatgatg taattaaagt     8880

aggcggtctt gagacggcgg atggtcgaca gaagcaccat gtccttgggt ccggcctgct     8940

gaatgcgcag gcggtcggcc atgccccagg cttcgttttg acatcggcgc aggtctttgt     9000

agtagtcttg catgagcctt tctaccggca cttcttcttc tccttcctct tgtcctgcat     9060

ctcttgcatc tatcgctgcg gcggcggcgg agtttggccg taggtggcgc cctcttcctc     9120

ccatgcgtgt gaccccgaag cccctcatcg gctgaagcag ggctaggtcg gcgacaacgc     9180

gctcggctaa tatggcctgc tgcacctgcg tgagggtaga ctggaagtca tccatgtcca     9240

caaagcggtg gtatgcgccc gtgttgatgg tgtaagtgca gttggccata acggaccagt     9300

taacggtctg gtgacccggc tgcgagagct cggtgtacct gagacgcgag taagccctcg     9360

agtcaaatac gtagtcgttg caagtccgca ccaggtactg gtatcccacc aaaaagtgcg     9420
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gcggcggctg gcggtagagg ggccagcgta gggtggccgg ggctccgggg gcgagatctt     9480

ccaacataag gcgatgatat ccgtagatgt acctggacat ccaggtgatg ccggcggcgg     9540

tggtggaggc gcgcggaaag tcgcggacgc ggttccagat gttgcgcagc ggcaaaaagt     9600

gctccatggt cgggacgctc tggccggtca ggcgcgcgca atcgttgacg ctctagaccg     9660

tgcaaaagga gagcctgtaa gcgggcactc ttccgtggtc tggtggataa attcgcaagg     9720

gtatcatggc ggacgaccgg ggttcgagcc ccgtatccgg ccgtccgccg tgatccatgc     9780

ggttaccgcc cgcgtgtcga acccaggtgt gcgacgtcag acaacggggg agtgctcctt     9840

ttggcttcct tccaggcgcg gcggctgctg cgctagcttt tttggccact ggccgcgcgc     9900

agcgtaagcg gttaggctgg aaagcgaaag cattaagtgg ctcgctccct gtagccggag     9960

ggttattttc caagggttga gtcgcgggac ccccggttcg agtctcggac cggccggact    10020

gcggcgaacg ggggtttgcc tccccgtcat gcaagacccc gcttgcaaat tcctccggaa    10080

acagggacga gccccttttt tgcttttccc agatgcatcc ggtgctgcgg cagatgcgcc    10140

cccctcctca gcagcggcaa gagcaagagc agcggcagac atgcagggca ccctcccctc    10200

ctcctaccgc gtcaggaggg gcgacatccg cggttgacgc ggcagcagat ggtgattacg    10260

aacccccgcg gcgccgggcc cggcactacc tggacttgga ggagggcgag ggcctggcgc    10320

ggctaggagc gccctctcct gagcggtacc caagggtgca gctgaagcgt gatacgcgtg    10380

aggcgtacgt gccgcggcag aacctgtttc gcgaccgcga gggagaggag cccgaggaga    10440

tgcgggatcg aaagttccac gcagggcgcg agctgcggca tggcctgaat cgcgagcggt    10500

tgctgcgcga ggaggacttt gagcccgacg cgcgaaccgg gattagtccc gcgcgcgcac    10560

acgtggcggc cgccgacctg gtaaccgcat acgagcagac ggtgaaccag gagattaact    10620

ttcaaaaaag ctttaacaac cacgtgcgta cgcttgtggc gcgcgaggag gtggctatag    10680

gactgatgca tctgtgggac tttgtaagcg cgctggagca aaacccaaat agcaagccgc    10740

tcatggcgca gctgttcctt atagtgcagc acagcaggga caacgaggca ttcagggatg    10800

cgctgctaaa catagtagag cccgagggcc gctggctgct cgatttgata aacatcctgc    10860

agagcatagt ggtgcaggag cgcagcttga gcctggctga caaggtggcc gccatcaact    10920

attccatgct tagcctgggc aagttttacg cccgcaagat ataccatacc ccttacgttc    10980

ccatagacaa ggaggtaaag atcgaggggt tctacatgcg catggcgctg aaggtgctta    11040

ccttgagcga cgacctgggc gtttatcgca acgagcgcat ccacaaggcc gtgagcgtga    11100

gccggcggcg cgagctcagc gaccgcgagc tgatgcacag cctgcaaagg gccctggctg    11160

gcacgggcag cggcgataga gaggccgagt cctactttga cgcgggcgct gacctgcgct    11220

gggccccaag ccgacgcgcc ctggaggcag ctggggccgg acctgggctg gcggtggcac    11280
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ccgcgcgcgc tggcaacgtc ggcggcgtgg aggaatatga cgaggacgat gagtacgagc    11340

cagaggacgg cgagtactaa gcggtgatgt ttctgatcag atgatgcaag acgcaacgga    11400

cccggcggtg cgggcggcgc tgcagagcca gccgtccggc cttaactcca cggacgactg    11460

gcgccaggtc atggaccgca tcatgtcgct gactgcgcgc aatcctgacg cgttccggca    11520

gcagccgcag gccaaccggc tctccgcaat tctggaagcg gtggtcccgg cgcgcgcaaa    11580

ccccacgcac gagaaggtgc tggcgatcgt aaacgcgctg gccgaaaaca gggccatccg    11640

gcccgacgag gccggcctgg tctacgacgc gctgcttcag cgcgtggctc gttacaacag    11700

cggcaacgtg cagaccaacc tggaccggct ggtgggggat gtgcgcgagg ccgtggcgca    11760

gcgtgagcgc gcgcagcagc agggcaacct gggctccatg gttgcactaa acgccttcct    11820

gagtacacag cccgccaacg tgccgcgggg acaggaggac tacaccaact ttgtgagcgc    11880

actgcggcta atggtgactg agacaccgca aagtgaggtg taccagtctg ggccagacta    11940

ttttttccag accagtagac aaggcctgca gaccgtaaac ctgagccagg ctttcaaaaa    12000

cttgcagggg ctgtgggggg tgcgggctcc cacaggcgac cgcgcgaccg tgtctagctt    12060

gctgacgccc aactcgcgcc tgttgctgct gctaatagcg cccttcacgg acagtggcag    12120

cgtgtcccgg gacacatacc taggtcactt gctgacactg taccgcgagg ccataggtca    12180

ggcgcatgtg gacgagcata ctttccagga gattacaagt gtcagccgcg cgctggggca    12240

ggaggacacg ggcagcctgg aggcaaccct aaactacctg ctgaccaacc ggcggcagaa    12300

gatcccctcg ttgcacagtt taaacagcga ggaggagcgc attttgcgct acgtgcagca    12360

gagcgtgagc cttaacctga tgcgcgacgg ggtaacgccc agcgtggcgc tggacatgac    12420

cgcgcgcaac atggaaccgg gcatgtatgc ctcaaaccgg ccgtttatca accgcctaat    12480

ggactacttg catcgcgcgg ccgccgtgaa ccccgagtat ttcaccaatg ccatcttgaa    12540

cccgcactgg ctaccgcccc ctggtttcta caccggggga ttcgaggtgc ccgagggtaa    12600

cgatggattc ctctgggacg acatagacga cagcgtgttt tccccgcaac cgcagaccct    12660

gctagagttg caacagcgcg agcaggcaga ggcggcgctg cgaaaggaaa gcttccgcag    12720

gccaagcagc ttgtccgatc taggcgctgc ggccccgcgg tcagatgcta gtagcccatt    12780

tccaagcttg atagggtctc ttaccagcac tcgcaccacc cgcccgcgcc tgctgggcga    12840

ggaggagtac ctaaacaact cgctgctgca gccgcagcgc gaaaaaaacc tgcctccggc    12900

atttcccaac aacgggatag agagcctagt ggacaagatg agtagatgga agacgtacgc    12960

gcaggagcac agggacgtgc caggcccgcg cccgcccacc cgtcgtcaaa ggcacgaccg    13020
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tcagcggggt ctggtgtggg aggacgatga ctcggcagac gacagcagcg tcctggattt    13080

gggagggagt ggcaacccgt ttgcgcacct tcgccccagg ctggggagaa tgttttaaaa    13140

aaaaaaaagc atgatgcaaa ataaaaaact caccaaggcc atggcaccga gcgttggttt    13200

tcttgtattc cccttagtat gcggcgcgcg gcgatgtatg aggaaggtcc tcctccctcc    13260

tacgagagtg tggtgagcgc ggcgccagtg gcggcggcgc tgggttctcc cttcgatgct    13320

cccctggacc cgccgtttgt gcctccgcgg tacctgcggc ctaccggggg gagaaacagc    13380

atccgttact ctgagttggc acccctattc gacaccaccc gtgtgtacct ggtggacaac    13440

aagtcaacgg atgtggcatc cctgaactac cagaacgacc acagcaactt tctgaccacg    13500

gtcattcaaa acaatgacta cagcccgggg gaggcaagca cacagaccat caatcttgac    13560

gaccggtcgc actggggcgg cgacctgaaa accatcctgc ataccaacat gccaaatgtg    13620

aacgagttca tgtttaccaa taagtttaag gcgcgggtga tggtgtcgcg cttgcctact    13680

aaggacaatc aggtggagct gaaatacgag tgggtggagt tcacgctgcc cgagggcaac    13740

tactccgaga ccatgaccat agaccttatg aacaacgcga tcgtggagca ctacttgaaa    13800

gtgggcagac agaacggggt tctggaaagc gacatcgggg taaagtttga cacccgcaac    13860

ttcagactgg ggtttgaccc cgtcactggt cttgtcatgc ctggggtata tacaaacgaa    13920

gccttccatc cagacatcat tttgctgcca ggatgcgggg tggacttcac ccacagccgc    13980

ctgagcaact tgttgggcat ccgcaagcgg caacccttcc aggagggctt taggatcacc    14040

tacgatgatc tggagggtgg taacattccc gcactgttgg atgtggacgc ctaccaggcg    14100

agcttgaaag atgacaccga acagggcggg ggtggcgcag gcggcagcaa cagcagtggc    14160

agcggcgcgg aagagaactc caacgcggca gccgcggcaa tgcagccggt ggaggacatg    14220

aacgatcatg ccattcgcgg cgacaccttt gccacacggg ctgaggagaa gcgcgctgag    14280

gccgaagcag cggccgaagc tgccgccccc gctgcgcaac ccgaggtcga gaagcctcag    14340

aagaaaccgg tgatcaaacc cctgacagag gacagcaaga aacgcagtta caacctaata    14400

agcaatgaca gcaccttcac ccagtaccgc agctggtacc ttgcatacaa ctacggcgac    14460

cctcagaccg gaatccgctc atggaccctg ctttgcactc ctgacgtaac ctgcggctcg    14520

gagcaggtct actggtcgtt gccagacatg atgcaagacc ccgtgacctt ccgctccacg    14580

cgccagatca gcaactttcc ggtggtgggc gccgagctgt tgcccgtgca ctccaagagc    14640

ttctacaacg accaggccgt ctactcccaa ctcatccgcc agtttacctc tctgacccac    14700

gtgttcaatc gctttcccga gaaccagatt ttggcgcgcc cgccagcccc caccatcacc    14760

accgtcagtg aaaacgttcc tgctctcaca gatcacggga cgctaccgct gcgcaacagc    14820

atcggaggag tccagcgagt gaccattact gacgccagac gccgcacctg cccctacgtt    14880
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tacaaggccc tgggcatagt ctcgccgcgc gtcctatcga gccgcacttt ttgagcaagc    14940

atgtccatcc ttatatcgcc cagcaataac acaggctggg gcctgcgctt cccaagcaag    15000

atgtttggcg gggccaagaa gcgctccgac caacacccag tgcgcgtgcg cgggcactac    15060

cgcgcgccct ggggcgcgca caaacgcggc cgcactgggc gcaccaccgt cgatgacgcc    15120

atcgacgcgg tggtggagga ggcgcgcaac tacacgccca cgccgccacc agtgtccaca    15180

gtggacgcgg ccattcagac cgtggtgcgc ggagcccggc gctatgctaa aatgaagaga    15240

cggcggaggc gcgtagcacg tcgccaccgc cgccgacccg gcactgccgc ccaacgcgcg    15300

gcggcggccc tgcttaaccg cgcacgtcgc accggccgac gggcggccat gcgggccgct    15360

cgaaggctgg ccgcgggtat tgtcactgtg ccccccaggt ccaggcgacg agcggccgcc    15420

gcagcagccg cggccattag tgctatgact cagggtcgca ggggcaacgt gtattgggtg    15480

cgcgactcgg ttagcggcct gcgcgtgccc gtgcgcaccc gccccccgcg caactagatt    15540

gcaagaaaaa actacttaga ctcgtactgt tgtatgtatc cagcggcggc ggcgcgcaac    15600

gaagctatgt ccaagcgcaa aatcaaagaa gagatgctcc aggtcatcgc gccggagatc    15660

tatggccccc cgaagaagga agagcaggat tacaagcccc gaaagctaaa gcgggtcaaa    15720

aagaaaaaga aagatgatga tgatgaactt gacgacgagg tggaactgct gcacgctacc    15780

gcgcccaggc gacgggtaca gtggaaaggt cgacgcgtaa aacgtgtttt gcgacccggc    15840

accaccgtag tctttacgcc cggtgagcgc tccacccgca cctacaagcg cgtgtatgat    15900

gaggtgtacg gcgacgagga cctgcttgag caggccaacg agcgcctcgg ggagtttgcc    15960

tacggaaagc ggcataagga catgctggcg ttgccgctgg acgagggcaa cccaacacct    16020

agcctaaagc ccgtaacact gcagcaggtg ctgcccgcgc ttgcaccgtc cgaagaaaag    16080

cgcggcctaa agcgcgagtc tggtgacttg gcacccaccg tgcagctgat ggtacccaag    16140

cgccagcgac tggaagatgt cttggaaaaa atgaccgtgg aacctgggct ggagcccgag    16200

gtccgcgtgc ggccaatcaa gcaggtggcg ccgggactgg gcgtgcagac cgtggacgtt    16260

cagataccca ctaccagtag caccagtatt gccaccgcca cagagggcat ggagacacaa    16320

acgtccccgg ttgcctcagc ggtggcggat gccgcggtgc aggcggtcgc tgcggccgcg    16380

tccaagacct ctacggaggt gcaaacggac ccgtggatgt ttcgcgtttc agccccccgg    16440

cgcccgcgcg gttcgaggaa gtacggcgcc gccagcgcgc tactgcccga atatgcccta    16500

catccttcca ttgcgcctac ccccggctat cgtggctaca cctaccgccc cagaagacga    16560

gcaactaccc gacgccgaac caccactgga acccgccgcc gccgtcgccg tcgccagccc    16620

gtgctggccc cgatttccgt gcgcagggtg gctcgcgaag gaggcaggac cctggtgctg    16680

ccaacagcgc gctaccaccc cagcatcgtt taaaagccgg tctttgtggt tcttgcagat    16740
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atggccctca cctgccgcct ccgtttcccg gtgccgggat tccgaggaag aatgcaccgt    16800

aggaggggca tggccggcca cggcctgacg ggcggcatgc gtcgtgcgca ccaccggcgg    16860

cggcgcgcgt cgcaccgtcg catgcgcggc ggtatcctgc ccctccttat tccactgatc    16920

gccgcggcga ttggcgccgt gcccggaatt gcatccgtgg ccttgcaggc gcagagacac    16980

tgattaaaaa caagttgcat gtggaaaaat caaaataaaa agtctggact ctcacgctcg    17040

cttggtcctg taactatttt gtagaatgga agacatcaac tttgcgtctc tggccccgcg    17100

acacggctcg cgcccgttca tgggaaactg gcaagatatc ggcaccagca atatgagcgg    17160

tggcgccttc agctggggct cgctgtggag cggcattaaa aatttcggtt ccaccgttaa    17220

gaactatggc agcaaggcct ggaacagcag cacaggccag atgctgaggg ataagttgaa    17280

agagcaaaat ttccaacaaa aggtggtaga tggcctggcc tctggcatta gcggggtggt    17340

ggacctggcc aaccaggcag tgcaaaataa gattaacagt aagcttgatc cccgccctcc    17400

cgtagaggag cctccaccgg ccgtggagac agtgtctcca gaggggcgtg gcgaaaagcg    17460

tccgcgcccc gacagggaag aaactctggt gacgcaaata gacgagcctc cctcgtacga    17520

ggaggcacta aagcaaggcc tgcccaccac ccgtcccatc gcgcccatgg ctaccggagt    17580

gctgggccag cacacacccg taacgctgga cctgcctccc cccgccgaca cccagcagaa    17640

acctgtgctg ccaggcccga ccgccgttgt tgtaacccgt cctagccgcg cgtccctgcg    17700

ccgcgccgcc agcggtccgc gatcgttgcg gcccgtagcc agtggcaact ggcaaagcac    17760

actgaacagc atcgtgggtc tgggggtgca atccctgaag cgccgacgat gcttctgaat    17820

agctaacgtg tcgtatgtgt gtcatgtatg cgtccatgtc gccgccagag gagctgctga    17880

gccgccgcgc gcccgctttc caagatggct accccttcga tgatgccgca gtggtcttac    17940

atgcacatct cgggccagga cgcctcggag tacctgagcc ccgggctggt gcagtttgcc    18000

cgcgccaccg agacgtactt cagcctgaat aacaagttta gaaaccccac ggtggcgcct    18060

acgcacgacg tgaccacaga ccggtcccag cgtttgacgc tgcggttcat ccctgtggac    18120

cgtgaggata ctgcgtactc gtacaaggcg cggttcaccc tagctgtggg tgataaccgt    18180

gtgctggaca tggcttccac gtactttgac atccgcggcg tgctggacag gggccctact    18240

tttaagccct actctggcac tgcctacaac gccctggctc ccaagggtgc cccaaatcct    18300

tgcgaatggg atgaagctgc tactgctctt gaaataaacc tagaagaaga ggacgatgac    18360

aacgaagacg aagtagacga gcaagctgag cagcaaaaaa ctcacgtatt tgggcaggcg    18420

ccttattctg gtataaatat tacaaaggag ggtattcaaa taggtgtcga aggtcaaaca    18480
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cctaaatatg ccgataaaac atttcaacct gaacctcaaa taggagaatc tcagtggtac    18540

gaaactgaaa ttaatcatgc agctgggaga gtccttaaaa agactacccc aatgaaacca    18600

tgttacggtt catatgcaaa acccacaaat gaaaatggag ggcaaggcat tcttgtaaag    18660

caacaaaatg gaaagctaga aagtcaagtg gaaatgcaat ttttctcaac tactgaggcg    18720

accgcaggca atggtgataa cttgactcct aaagtggtat tgtacagtga agatgtagat    18780

atagaaaccc cagacactca tatttcttac atgcccacta ttaaggaagg taactcacga    18840

gaactaatgg gccaacaatc tatgcccaac aggcctaatt acattgcttt tagggacaat    18900

tttattggtc taatgtatta caacagcacg ggtaatatgg gtgttctggc gggccaagca    18960

tcgcagttga atgctgttgt agatttgcaa gacagaaaca cagagctttc ataccagctt    19020

ttgcttgatt ccattggtga tagaaccagg tacttttcta tgtggaatca ggctgttgac    19080

agctatgatc cagatgttag aattattgaa aatcatggaa ctgaagatga acttccaaat    19140

tactgctttc cactgggagg tgtgattaat acagagactc ttaccaaggt aaaacctaaa    19200

acaggtcagg aaaatggatg ggaaaaagat gctacagaat tttcagataa aaatgaaata    19260

agagttggaa ataattttgc catggaaatc aatctaaatg ccaacctgtg gagaaatttc    19320

ctgtactcca acatagcgct gtatttgccc gacaagctaa agtacagtcc ttccaacgta    19380

aaaatttctg ataacccaaa cacctacgac tacatgaaca agcgagtggt ggctcccggg    19440

ttagtggact gctacattaa ccttggagca cgctggtccc ttgactatat ggacaacgtc    19500

aacccattta accaccaccg caatgctggc ctgcgctacc gctcaatgtt gctgggcaat    19560

ggtcgctatg tgcccttcca catccaggtg cctcagaagt tctttgccat taaaaacctc    19620

cttctcctgc cgggctcata cacctacgag tggaacttca ggaaggatgt taacatggtt    19680

ctgcagagct ccctaggaaa tgacctaagg gttgacggag ccagcattaa gtttgatagc    19740

atttgccttt acgccacctt cttccccatg gcccacaaca ccgcctccac gcttgaggcc    19800

atgcttagaa acgacaccaa cgaccagtcc tttaacgact atctctccgc cgccaacatg    19860

ctctacccta tacccgccaa cgctaccaac gtgcccatat ccatcccctc ccgcaactgg    19920

gcggctttcc gcggctgggc cttcacgcgc cttaagacta aggaaacccc atcactgggc    19980

tcgggctacg acccttatta cacctactct ggctctatac cctacctaga tggaaccttt    20040

tacctcaacc acacctttaa gaaggtggcc attacctttg actcttctgt cagctggcct    20100

ggcaatgacc gcctgcttac ccccaacgag tttgaaatta agcgctcagt tgacggggag    20160

ggttacaacg ttgcccagtg taacatgacc aaagactggt tcctggtaca aatgctagct    20220

aactacaaca ttggctacca gggcttctat atcccagaga gctacaagga ccgcatgtac    20280

tccttcttta gaaacttcca gcccatgagc cgtcaggtgg tggatgatac taaatacaag    20340
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gactaccaac aggtgggcat cctacaccaa cacaacaact ctggatttgt tggctacctt    20400

gcccccacca tgcgcgaagg acaggcctac cctgctaact tcccctatcc gcttataggc    20460

aagaccgcag ttgacagcat tacccagaaa aagtttcttt gcgatcgcac cctttggcgc    20520

atcccattct ccagtaactt tatgtccatg ggcgcactca cagacctggg ccaaaacctt    20580

ctctacgcca actccgccca cgcgctagac atgacttttg aggtggatcc catggacgag    20640

cccacccttc tttatgtttt gtttgaagtc tttgacgtgg tccgtgtgca ccggccgcac    20700

cgcggcgtca tcgaaaccgt gtacctgcgc acgcccttct cggccggcaa cgccacaaca    20760

taaagaagca agcaacatca acaacagctg ccgccatggg ctccagtgag caggaactga    20820

aagccattgt caaagatctt ggttgtgggc catatttttt gggcacctat gacaagcgct    20880

ttccaggctt tgtttctcca cacaagctcg cctgcgccat agtcaatacg gccggtcgcg    20940

agactggggg cgtacactgg atggcctttg cctggaaccc gcactcaaaa acatgctacc    21000

tctttgagcc ctttggcttt tctgaccagc gactcaagca ggtttaccag tttgagtacg    21060

agtcactcct gcgccgtagc gccattgctt cttcccccga ccgctgtata acgctggaaa    21120

agtccaccca aagcgtacag gggcccaact cggccgcctg tggactattc tgctgcatgt    21180

ttctccacgc ctttgccaac tggccccaaa ctcccatgga tcacaacccc accatgaacc    21240

ttattaccgg ggtacccaac tccatgctca acagtcccca ggtacagccc accctgcgtc    21300

gcaaccagga acagctctac agcttcctgg agcgccactc gccctacttc cgcagccaca    21360

gtgcgcagat taggagcgcc acttcttttt gtcacttgaa aaacatgtaa aaataatgta    21420

ctagagacac tttcaataaa ggcaaatgct tttatttgta cactctcggg tgattattta    21480

cccccaccct tgccgtctgc gccgtttaaa aatcaaaggg gttctgccgc gcatcgctat    21540

gcgccactgg cagggacacg ttgcgatact ggtgtttagt gctccactta aactcaggca    21600

caaccatccg cggcagctcg gtgaagtttt cactccacag gctgcgcacc atcaccaacg    21660

cgtttagcag gtcgggcgcc gatatcttga agtcgcagtt ggggcctccg ccctgcgcgc    21720

gcgagttgcg atacacaggg ttgcagcact ggaacactat cagcgccggg tggtgcacgc    21780

tggccagcac gctcttgtcg gagatcagat ccgcgtccag gtcctccgcg ttgctcaggg    21840

cgaacggagt caactttggt agctgccttc ccaaaaaggg cgcgtgccca ggctttgagt    21900

tgcactcgca ccgtagtggc atcaaaaggt gaccgtgccc ggtctgggcg ttaggataca    21960

gcgcctgcat aaaagccttg atctgcttaa aagccacctg agcctttgcg ccttcagaga    22020

agaacatgcc gcaagacttg ccggaaaact gattggccgg acaggccgcg tcgtgcacgc    22080

agcaccttgc gtcggtgttg gagatctgca ccacatttcg gccccaccgg ttcttcacga    22140

tcttggcctt gctagactgc tccttcagcg cgcgctgccc gttttcgctc gtcacatcca    22200
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tttcaatcac gtgctcctta tttatcataa tgcttccgtg tagacactta agctcgcctt    22260

cgatctcagc gcagcggtgc agccacaacg cgcagcccgt gggctcgtga tgcttgtagg    22320

tcacctctgc aaacgactgc aggtacgcct gcaggaatcg ccccatcatc gtcacaaagg    22380

tcttgttgct ggtgaaggtc agctgcaacc cgcggtgctc ctcgttcagc caggtcttgc    22440

atacggccgc cagagcttcc acttggtcag gcagtagttt gaagttcgcc tttagatcgt    22500

tatccacgtg gtacttgtcc atcagcgcgc gcgcagcctc catgcccttc tcccacgcag    22560

acacgatcgg cacactcagc gggttcatca ccgtaatttc actttccgct tcgctgggct    22620

cttcctcttc ctcttgcgtc cgcataccac gcgccactgg gtcgtcttca ttcagccgcc    22680

gcactgtgcg cttacctcct ttgccatgct tgattagcac cggtgggttg ctgaaaccca    22740

ccatttgtag cgccacatct tctctttctt cctcgctgtc cacgattacc tctggtgatg    22800

gcgggcgctc gggcttggga gaagggcgct tctttttctt cttgggcgca atggccaaat    22860

ccgccgccga ggtcgatggc cgcgggctgg gtgtgcgcgg caccagcgcg tcttgtgatg    22920

agtcttcctc gtcctcggac tcgatacgcc gcctcatccg cttttttggg ggcgcccggg    22980

gaggcggcgg cgacggggac ggggacgaca cgtcctccat ggttggggga cgtcgcgccg    23040

caccgcgtcc gcgctcgggg gtggtttcgc gctgctcctc ttcccgactg gccatttcct    23100

tctcctatag gcagaaaaag atcatggagt cagtcgagaa gaaggacagc ctaaccgccc    23160

cctctgagtt cgccaccacc gcctccaccg atgccgccaa cgcgcctacc accttccccg    23220

tcgaggcacc cccgcttgag gaggaggaag tgattatcga gcaggaccca ggttttgtaa    23280

gcgaagacga cgaggaccgc tcagtaccaa cagaggataa aaagcaagac caggacaacg    23340

cagaggcaaa cgaggaacaa gtcgggcggg gggacgaaag gcatggcgac tacctagatg    23400

tgggagacga cgtgctgttg aagcatctgc agcgccagtg cgccattatc tgcgacgcgt    23460

tgcaagagcg cagcgatgtg cccctcgcca tagcggatgt cagccttgcc tacgaacgcc    23520

acctattctc accgcgcgta ccccccaaac gccaagaaaa cggcacatgc gagcccaacc    23580

cgcgcctcaa cttctacccc gtatttgccg tgccagaggt gcttgccacc tatcacatct    23640

ttttccaaaa ctgcaagata cccctatcct gccgtgccaa ccgcagccga gcggacaagc    23700

agctggcctt gcggcagggc gctgtcatac ctgatatcgc ctcgctcaac gaagtgccaa    23760

aaatctttga gggtcttgga cgcgacgaga agcgcgcggc aaacgctctg caacaggaaa    23820

acagcgaaaa tgaaagtcac tctggagtgt tggtggaact cgagggtgac aacgcgcgcc    23880

tagccgtact aaaacgcagc atcgaggtca cccactttgc ctacccggca cttaacctac    23940
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cccccaaggt catgagcaca gtcatgagtg agctgatcgt gcgccgtgcg cagcccctgg    24000

agagggatgc aaatttgcaa gaacaaacag aggagggcct acccgcagtt ggcgacgagc    24060

agctagcgcg ctggcttcaa acgcgcgagc ctgccgactt ggaggagcga cgcaaactaa    24120

tgatggccgc agtgctcgtt accgtggagc ttgagtgcat gcagcggttc tttgctgacc    24180

cggagatgca gcgcaagcta gaggaaacat tgcactacac ctttcgacag ggctacgtac    24240

gccaggcctg caagatctcc aacgtggagc tctgcaacct ggtctcctac cttggaattt    24300

tgcacgaaaa ccgccttggg caaaacgtgc ttcattccac gctcaagggc gaggcgcgcc    24360

gcgactacgt ccgcgactgc gtttacttat ttctatgcta cacctggcag acggccatgg    24420

gcgtttggca gcagtgcttg gaggagtgca acctcaagga gctgcagaaa ctgctaaagc    24480

aaaacttgaa ggacctatgg acggccttca acgagcgctc cgtggccgcg cacctggcgg    24540

acatcatttt ccccgaacgc ctgcttaaaa ccctgcaaca gggtctgcca gacttcacca    24600

gtcaaagcat gttgcagaac tttaggaact ttatcctaga gcgctcagga atcttgcccg    24660

ccacctgctg tgcacttcct agcgactttg tgcccattaa gtaccgcgaa tgccctccgc    24720

cgctttgggg ccactgctac cttctgcagc tagccaacta ccttgcctac cactctgaca    24780

taatggaaga cgtgagcggt gacggtctac tggagtgtca ctgtcgctgc aacctatgca    24840

ccccgcaccg ctccctggtt tgcaattcgc agctgcttaa cgaaagtcaa attatcggta    24900

cctttgagct gcagggtccc tcgcctgacg aaaagtccgc ggctccgggg ttgaaactca    24960

ctccggggct gtggacgtcg gcttaccttc gcaaatttgt acctgaggac taccacgccc    25020

acgagattag gttctacgaa gaccaatccc gcccgccaaa tgcggagctt accgcctgcg    25080

tcattaccca gggccacatt cttggccaat tgcaagccat caacaaagcc cgccaagagt    25140

ttctgctacg aaagggacgg ggggtttact tggaccccca gtccggcgag gagctcaacc    25200

caatcccccc gccgccgcag ccctatcagc agcagccgcg ggcccttgct tcccaggatg    25260

gcacccaaaa agaagctgca gctgccgccg ccacccacgg acgaggagga atactgggac    25320

agtcaggcag aggaggtttt ggacgaggag gaggaggaca tgatggaaga ctgggagagc    25380

ctagacgagg aagcttccga ggtcgaagag gtgtcagacg aaacaccgtc accctcggtc    25440

gcattcccct cgccggcgcc ccagaaatcg gcaaccggtt ccagcatggc tacaacctcc    25500

gctcctcagg cgccgccggc actgcccgtt cgccgaccca accgtagatg ggacaccact    25560

ggaaccaggg ccggtaagtc caagcagccg ccgccgttag cccaagagca acaacagcgc    25620

caaggctacc gctcatggcg cgggcacaag aacgccatag ttgcttgctt gcaagactgt    25680

gggggcaaca tctccttcgc ccgccgcttt cttctctacc atcacggcgt ggccttcccc    25740

cgtaacatcc tgcattacta ccgtcatctc tacagcccat actgcaccgg cggcagcggc    25800
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agcggcagca acagcagcgg ccacacagaa gcaaaggcga ccggatagca agactctgac    25860

aaagcccaag aaatccacag cggcggcagc agcaggagga ggagcgctgc gtctggcgcc    25920

caacgaaccc gtatcgaccc gcgagcttag aaacaggatt tttcccactc tgtatgctat    25980

atttcaacag agcaggggcc aagaacaaga gctgaaaata aaaaacaggt ctctgcgatc    26040

cctcacccgc agctgcctgt atcacaaaag cgaagatcag cttcggcgca cgctggaaga    26100

cgcggaggct ctcttcagta aatactgcgc gctgactctt aaggactagt ttcgcgccct    26160

ttctcaaatt taagcgcgaa aactacgtca tctccagcgg ccacacccgg cgccagcacc    26220

tgtcgtcagc gccattatga gcaaggaaat tcccacgccc tacatgtgga gttaccagcc    26280

acaaatggga cttgcggctg gagctgccca agactactca acccgaataa actacatgag    26340

cgcgggaccc cacatgatat cccgggtcaa cggaatccgc gcccaccgaa accgaattct    26400

cttggaacag gcggctatta ccaccacacc tcgtaataac cttaatcccc gtagttggcc    26460

cgctgccctg gtgtaccagg aaagtcccgc tcccaccact gtggtacttc ccagagacgc    26520

ccaggccgaa gttcagatga ctaactcagg ggcgcagctt gcgggcggct ttcgtcacag    26580

ggtgcggtcg cccgggcagg gtataactca cctgacaatc agagggcgag gtattcagct    26640

caacgacgag tcggtgagct cctcgcttgg tctccgtccg gacgggacat ttcagatcgg    26700

cggcgccggc cgctcttcat tcacgcctcg tcaggcaatc ctaactctgc agacctcgtc    26760

ctctgagccg cgctctggag gcattggaac tctgcaattt attgaggagt ttgtgccatc    26820

ggtctacttt aaccccttct cgggacctcc cggccactat ccggatcaat ttattcctaa    26880

ctttgacgcg gtaaaggact cggcggatgg ctacgactga atgttaagtg gagaggcaga    26940

gcaactgcgc ctgaaacacc tggtccactg tcgccgccac aagtgctttg cccgcgactc    27000

cggtgagttt tgctactttg aattgcccga ggatcatatc gagggcccgg cgcacggcgt    27060

ccggcttacc gcccagggag agcttgcccg tagcctgatt cgggagttta cccagcgccc    27120

cctgctagtt gagcgggaca ggggaccctg tgttctcact gtgatttgca actgtcctaa    27180

ccctggatta catcaagatc tttgttgcca tctctgtgct gagtataata aatacagaaa    27240

ttaaaatata ctggggctcc tatcgccatc ctgtaaacgc caccgtcttc acccgcccaa    27300

gcaaaccaag gcgaacctta cctggtactt ttaacatctc tccctctgtg atttacaaca    27360

gtttcaaccc agacggagtg agtctacgag agaacctctc cgagctcagc tactccatca    27420

gaaaaaacac caccctcctt acctgccggg aacgtacg                            27458

<210>  5

<211>  3712

<212>  DNA
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<213>  adenovirus

<400>  5

tggacaggtc caaaaccaga agccaactgc ataattgaat acgggaaaca aaacccagat       60

agcaaactaa ctttaatcct tgtaaaaaat ggaggaattg ttaatggata tgtaacgcta      120

atgggagcct cagactacgt taacacctta tttaaaaaca aaaatgtctc cattaatgta      180

gaactatact ttgatgccac tggtcatata ttaccagact catcttctct taaaacagat      240

ctagaactaa aatacaagca aaccgctgac tttagtgcaa gaggttttat gccaagtact      300

acagcgtatc catttgtcct tcctaatgcg ggaacacata atgaaaatta tatttttggt      360

caatgctact acaaagcaag cgatggtgcc ctttttccgt tggaagttac tgttatgctt      420

aataaacgcc tgccagatag tcgcacatcc tatgttatga cttttttatg gtccttgaat      480

gctggtctag ctccagaaac tactcaggca accctcataa cctccccatt taccttttcc      540

tatattagag aagatgactg aagaatcgtt tgtgttatgt ttcaacgtgt ttatttttca      600

attgcagaaa atttcaagtc atttttcatt cagtagtata gccccaccac cacatagctt      660

atacagatca ccgtacctta atcaaactca cagaacccta gtattcaacc tgccacctcc      720

ctcccaacac acagagtaca cagtcctttc tccccggctg gccttaaaaa gcatcatatc      780

atgggtaaca gacatattct taggtgttat attccacacg gtttcctgtc gagccaaacg      840

ctcatcagtg atattaataa actccccggg cagctcactt aagttcatgt cgctgtccag      900

ctgctgagcc acaggctgct gtccaacttg cggttgctta acgggcggcg aaggagaagt      960

ccacgcctac atgggggtag agtcataatc gtgcatcagg atagggcggt ggtgctgcag     1020

cagcgcgcga ataaactgct gccgccgccg ctccgtcctg caggaataca acatggcagt     1080

ggtctcctca gcgatgattc gcaccgcccg cagcataagg cgccttgtcc tccgggcaca     1140

gcagcgcacc ctgatctcac ttaaatcagc acagtaactg cagcacagca ccacaatatt     1200

gttcaaaatc ccacagtgca aggcgctgta tccaaagctc atggcgggga ccacagaacc     1260

cacgtggcca tcataccaca agcgcaggta gattaagtgg cgacccctca taaacacgct     1320

ggacataaac attacctctt ttggcatgtt gtaattcacc acctcccggt accatataaa     1380

cctctgatta aacatggcgc catccaccac catcctaaac cagctggcca aaacctgccc     1440

gccggctata cactgcaggg aaccgggact ggaacaatga cagtggagag cccaggactc     1500

gtaaccatgg atcatcatgc tcgtcatgat atcaatgttg gcacaacaca ggcacacgtg     1560

catacacttc ctcaggatta caagctcctc ccgcgttaga accatatccc agggaacaac     1620

ccattcctga atcagcgtaa atcccacact gcagggaaga cctcgcacgt aactcacgtt     1680

gtgcattgtc aaagtgttac attcgggcag cagcggatga tcctccagta tggtagcgcg     1740
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ggtttctgtc tcaaaaggag gtagacgatc cctactgtac ggagtgcgcc gagacaaccg     1800

agatcgtgtt ggtcgtagtg tcatgccaaa tggaacgccg gacgtagtca tatttcctga     1860

agcaaaacca ggtgcgggcg tgacaaacag atctgcgtct ccggtctcgc cgcttagatc     1920

gctctgtgta gtagttgtag tatatccact ctctcaaagc atccaggcgc cccctggctt     1980

cgggttctat gtaaactcct tcatgcgccg ctgccctgat aacatccacc accgcagaat     2040

aagccacacc cagccaacct acacattcgt tctgcgagtc acacacggga ggagcgggaa     2100

gagctggaag aaccatgttt ttttttttat tccaaaagat tatccaaaac ctcaaaatga     2160

agatctatta agtgaacgcg ctcccctccg gtggcgtggt caaactctac agccaaagaa     2220

cagataatgg catttgtaag atgttgcaca atggcttcca aaaggcaaac ggccctcacg     2280

tccaagtgga cgtaaaggct aaacccttca gggtgaatct cctctataaa cattccagca     2340

ccttcaacca tgcccaaata attctcatct cgccaccttc tcaatatatc tctaagcaaa     2400

tcccgaatat taagtccggc cattgtaaaa atctgctcca gagcgccctc caccttcagc     2460

ctcaagcagc gaatcatgat tgcaaaaatt caggttcctc acagacctgt ataagattca     2520

aaagcggaac attaacaaaa ataccgcgat cccgtaggtc ccttcgcagg gccagctgaa     2580

cataatcgtg caggtctgca cggaccagcg cggccacttc cccgccagga accatgacaa     2640

aagaacccac actgattatg acacgcatac tcggagctat gctaaccagc gtagccccga     2700

tgtaagcttg ttgcatgggc ggcgatataa aatgcaaggt gctgctcaaa aaatcaggca     2760

aagcctcgcg caaaaaagaa agcacatcgt agtcatgctc atgcagataa aggcaggtaa     2820

gctccggaac caccacagaa aaagacacca tttttctctc aaacatgtct gcgggtttct     2880

gcataaacac aaaataaaat aacaaaaaaa catttaaaca ttagaagcct gtcttacaac     2940

aggaaaaaca acccttataa gcataagacg gactacggcc atgccggcgt gaccgtaaaa     3000

aaactggtca ccgtgattaa aaagcaccac cgacagctcc tcggtcatgt ccggagtcat     3060

aatgtaagac tcggtaaaca catcaggttg attcacatcg gtcagtgcta aaaagcgacc     3120

gaaatagccc gggggaatac atacccgcag gcgtagagac aacattacag cccccatagg     3180

aggtataaca aaattaatag gagagaaaaa cacataaaca cctgaaaaac cctcctgcct     3240

aggcaaaata gcaccctccc gctccagaac aacatacagc gcttccacag cggcagccat     3300

aacagtcagc cttaccagta aaaaagaaaa cctattaaaa aaacaccact cgacacggca     3360

ccagctcaat cagtcacagt gtaaaaaagg gccaagtgca gagcgagtat atataggact     3420

aaaaaatgac gtaacggtta aagtccacaa aaaacaccca gaaaaccgca cgcgaaccta     3480
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cgcccagaaa cgaaagccaa aaaacccaca acttcctcaa atcgtcactt ccgttttccc     3540

acgttacgtc acttcccatt ttaagaaaac tacaattccc aacacataca agttactccg     3600

ccctaaaacc tacgtcaccc gccccgttcc cacgccccgc gccacgtcac aaactccacc     3660

ccctcattat catattggct tcaatccaaa ataaggtata ttattgatga tg             3712
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