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Patentkrav 

 

1. Insektcelle omfattende en første nukleotidsekvens som koder for en første 

aminosyresekvens, og en andre nukleotidsekvens som koder for en andre 

aminosyresekvens, hvori:  5 

(a) den første og andre nukleotidsekvensen hver er operativt bundet til 

ekspresjonskontrollsekvensene for ekspresjon i en insektcelle; 

(b) den første og andre aminosyresekvensen omfatter en felles 

aminosyresekvens, hvorav minst 100 aminosyrer har minst 90 % 

aminosyresyreidentitet mellom den første og andre aminosyresekvensen; 10 

(c) nukleotidsekvensene som koder for den felles aminosyresekvensen i den 

første og andre aminosyresekvensen, er mindre enn 90 % identiske; 

(d) kodonanvendelse til den første nukleotidsekvensen som koder for den felles 

aminosyresekvensen, er tilpasset til kodonanvendelsen til insektvertscellen; 

(e) den første nukleotidsekvensen koder for aminosyresekvensen til et 15 

parvoviralt Rep52- eller 40-protein, og den andre nukleotidsekvensen koder for 

aminosyresekvensen til et parvoviralt Rep78- eller 68-protein; og, 

(f) den felles aminosyresekvensen omfatter aminosyresekvensene fra den andre 

aminosyren til den ytterste C-terminale aminosyren til det parvovirale Rep52- 

eller 40-proteinet. 20 

   

2. Insektcelle ifølge krav 1, hvori nukleotidsekvensene som koder for den felles 

aminosyresekvensen i den første og andre aminosyresekvensen, er mindre enn 

80 % identiske. 

   25 

3. Insektcelle ifølge krav 1 eller krav 2, hvori de felles aminosyresekvensene i 

den første og andre aminosyresekvensen deler minst 99 % aminosyreidentitet, 

foretrukket 100 % aminosyreidentitet. 

   

4. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av de foregående kravene, hvori 30 

nukleotidsekvensen som koder for den felles aminosyresekvensen i den første 

nukleotidsekvensen, har en forbedret kodonanvendelsesbias for insektcellene 

sammenlignet med nukleotidsekvensen som koder for den felles 

aminosyresekvensen i den andre nukleotidsekvensen, hvori forskjellen i 

kodontilpasningsindeks mellom nukleotidsekvensen som koder for den felles 35 

aminosyresekvensen i den første og andre nukleotidsekvensen, er minst 0,2. 
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5. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av de foregående kravene, hvori 

nukleotidsekvensen som koder for den felles aminosyresekvensen i 

nukleotidsekvensen med den forbedrede kodonanvendelsesbiasen, omfatter et 

kontinuerlig segment på minst 25 kodoner, der alle er felles kodoner i samsvar 

med tabell 1 eller tabell 2, hvori foretrukket alle kodoner i nukleotidsekvensen 5 

som koder for den felles aminosyresekvensen i nukleotidsekvensen med den 

forbedrede kodonanvendelsesbiasen, er felles kodoner i samsvar med tabell 1 

eller tabell 2, og hvori mer foretrukket alle kodoner i nukleotidsekvensen som 

koder for den felles aminosyresekvensen i den andre nukleotidsekvensen, er de 

nest vanligste kodonene i samsvar med tabell 1 eller tabell 2.  10 

   

6. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av kravene 1 - 5, hvori minst 50 % av 

kodonene i nukleotidsekvensen som koder for den felles aminosyresekvensen i 

den andre nukleotidsekvensen, er endret sammenlignet med det 

korresponderende kodonet i den første nukleotidsekvensen for å maksimere AT- 15 

eller GC-innholdet i den andre nukleotidsekvensen. 

   

7. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av de foregående kravene, hvori den 

første og andre nukleotidsekvensen er del av én enkelt nukleinsyrekonstruksjon. 

   20 

8. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av de foregående kravene, hvori de 

parvovirale Rep-proteinene er adeno-assosierte virus (AAV) Rep-proteiner, hvori 

foretrukket de parvivirale Rep-proteinene som er kodet den første og andre 

nukleotidsekvensen, er av samme serotype. 

   25 

9. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av kravene 1 - 8, hvori den første 

nukleotidsekvensen koder for et parvoviralt Rep52-protein og er valgt fra 

gruppen bestående av:  

a) en nukleotidsekvens som koder for et polypeptid omfattende en 

aminosyresekvens som har minst 70 % sekvensidentitet med 30 

aminosyresekvensen ifølge SEQ ID NO. 6; 

b) en nukleotidsekvensen har minst 70 % sekvensidentitet med 

nukleotidsekvensen ifølge et hvilket som helst av SEQ ID NO 1 - 5 og 10; 

c) en nukleotidsekvens hvis komplementære tråd hybridiserer til en 

nukleinsyremolekylsekvens ifølge (a) eller (b); og, 35 

(d) en nukleotidsekvens hvis sekvens er forskjellig fra sekvensen til et 

nukleinsyremolekyl til (c) på grunn av degenerasjonen av den genetiske koden, 
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og hvori den andre nukleotidsekvensen koder for et parvoviralt Rep78-protein og 

er valgt fra gruppen bestående av:  

a) en nukleotidsekvens som koder for et polypeptid omfattende en 

aminosyresekvens som har minst 70 % sekvensidentitet med 

aminosyresekvensen ifølge SEQ ID NO. 8; 5 

(b) en nukleotidsekvens som har minst 70 % sekvensidentitet med 

nukleotidsekvensen til posisjon 11 - 1876 ifølge SEQ ID NO. 7; 

c) en nukleotidsekvens hvis komplementære tråd hybridiserer til en 

nukleinsyremolekylsekvensens ifølge (a) eller (b); 

d) en nukleotidsekvens hvis sekvens er forskjellig fra sekvensen til et 10 

nukleinsyremolekyl ifølge (c) på grunn av degenerasjonen av den genetiske 

koden. 

   

10. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av kravene 1 - 9, hvori insektcellen 

ytterligere omfatter:  15 

a) en tredje nukleotidsekvens omfattende minst én parvoviral invertert terminal-

repetisjons- (ITR-)nukleotidsekvens; og 

b) en fjerde nukleotidsekvens omfattende sekvenser som koder for parvoviralt 

kapsidprotein som er operativt bundet til ekspresjonskontrollsekvenser for 

ekspresjon i en insektcelle, 20 

hvori foretrukket én eller flere av den første, andre, tredje og fjerde 

nukleotidsekvensen er del av en nukleinsyrekonstruksjon som er en 

insektcellekompatibel vektor, foretrukket en bakuloviral vektor. 

   

11. Insektcelle ifølge krav 10, hvori den tredje nukleotidsekvensen ytterligere 25 

omfatter minst én nukleotidsekvens som koder for et genprodukt av interesse, 

og hvorved den minst ene nukleotidsekvensen som koder for et genprodukt av 

interesse, innkorporeres i genomet til en parvoviral vektor produsert i 

insektcellen, hvori foretrukket den tredje nukleotidsekvensen omfatter to 

parvovirale ITR-nukleotidsekvenser, og hvori den minst ene nukleotidsekvensen 30 

som koder for et genprodukt av interesse, er lokalisert mellom de to parvovirale 

ITR-nukleotidsekvensene. 

   

12. Insektcelle ifølge krav 10 eller krav 11, hvori minst én av den første, andre 

sekvensen, tredje og fjerde nukleotidsekvensen er stabilt integrert i insektcellens 35 

genom. 
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13. Insektcelle ifølge et hvilket som helst av kravene 10 - 12, hvori parvoviruset 

er AAV. 

   

14. Fremgangsmåte for å fremstille et rekombinant parvoviralt virion i en 

insektcelle, omfattende trinnene med:  5 

a) å dyrke en insektcelle som definert i et hvilket som helst av kravene 10 - 13 

under betingelser slik at rekombinant parvoviralt virion produseres; og, 

b) gjenvinning av det rekombinante parvovirale virionet, 

der fremgangsmåten foretrukket ytterligere omfatter trinnet med 

affinitetsrensing av virionet ved å anvende et immobilisert anti-parvoviralt 10 

antistoff, mer foretrukket et enkeltkjedet kamelid antistoff eller et fragment 

derav, og hvori foretrukket det rekombinante parvovirale virionet er et 

rekombinant AAV-virion. 

   

15. Nukleinsyrekonstruksjon omfattende en første og en andre nukleotidsekvens 15 

som definert i et hvilket som helst av kravene 1 - 9. 

 

NO/EP2173888


