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Patentkrav

1. Et nukleinsyremolekyl som har en nukleotidsekvens som omfatter en
modifisert 3pen leseramme som koder for adeno-assosiert virus (AAV)
kapsidproteiner, hvor leserammen i 5' til 3' rekkefglge omfatter:
(i) et farste kodon, som er et suboptimalt translasjonsinitieringskodon valgt
fra gruppen som bestar av CTG, ACG, TTG og GTG;
(ii) et andre kodon etter det fgrste kodonet som koder for en aminosyrerest
valgt fra gruppen som bestar av alanin, glycin, valin, asparaginsyre og
glutaminsyre.
(iii) en sekvens som koder for adeno- assosiert virus (AAV) serotype 5
kapsidproteiner, hvorved sekvensen mangler bare ATG VP1
translasjonsinitieringskodonet, og hvorved sekvensen omfatter resten av
en apen leseramme som koder for AAV5 kapsidproteiner, hvorved resten
starter ved posisjonen som svare til den andre aminosyreposisjonen i en

villtype apen leseramme som koder for kapsidproteinene.

2. Et nukleinsyremolekyl i henhold til krav 1, hvor AAV-kapsidproteinene

omfatter aminosyresekvensen med: SEKV ID NR: 22.

3. Et nukleinsyremolekyl i henhold til krav 1 eller krav 2, hvor det andre

kodonet koder for alanin.

4, Et nukleinsyremolekyl i henhold til krav 1 eller krav 2, hvor det andre
kodonet er valgt fra gruppen som bestdr av GCT, GCC, GCA, GCG og GGU,

fortrinnsvis hvor kodonet er GCT.

5. En nukleinsyrekonstruksjon som omfatter et nukleinsyremolekyl i henhold til
et hvilket som helst av krav 1 - 4, hvor nukleotidsekvensen av leserammen som
koder for de adeno-assosierte virus (AAV) kapsidproteinene er operativt koblet til

ekspresjonskontrollsekvenser for ekspresjon i en insektscelle.
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6. En nukleinsyrekonstruksjon i henhold til krav 5, hvor nukleotidsekvensen til
leserammen er operativt koblet til en promotor valgt fra gruppen som bestar av:
polyhedron promotor, p10 promotor, 4xHsp27 EcRE+minimal Hsp70 promotor,

deltaEl promotor, E1 promotor.

7. En nukleinsyrekonstruksjon i henhold til krav 5 eller krav 6, hvor

konstruksjonen er en insekt-kompatibel vektor, fortrinnsvis en bakulovirus vektor.

8. En nukleinsyrekonstruksjon i henhold til et hvilket som helst av krav 5-7,
hvor nukleinsyremolekylet omfatter en 3pen leseramme valgt fra gruppen som
bestar av: SEKV ID NR: 51, 69, 42, 47, 48 og 50, fortrinnsvis SEKV ID NR:51.

9. En insektscelle som omfatter en nukleinsyrekonstruksjon i henhold til et

hvilket som helst av krav 5-8.

10. En insektscelle i henhold til krav 9, hvor insektscellen videre omfatter:

(a) en andre nukleotidsekvens som omfatter minst én AAV invertert
terminal repeat (ITR) nukleotidsekvens;

(b) en tredje nukleotidsekvens som omfatter en Rep78- eller en Rep68-
kodende sekvens operativt koblet til ekspresjonskontrollsekvenser for
ekspresjon i en insektscelle;

(c) eventuelt, en fjerde nukleotidsekvens som omfatter en Rep52- eller en
Rep40-kodende sekvens operativt koblet til ekspresjonskontrollsekvenser

for ekspresjon i en insektscelle.

11. En insektscelle i henhold til krav 10, hvor insektscellen omfatter:
(@) en farste nukleinsyrekonstruksjon i henhold til et hvilket som helst av
krav 5-8, hvorved den fgrste nukleinsyrekonstruksjonen videre omfatter
den tredje og fjerde nukleotidsekvensen som definerti (b) og (c) i krav 10;
0g,
(b) en andre nukleinsyrekonstruksjon som omfatter den andre

nukleotidsekvensen som definert i (a) i krav 10, hvor den andre
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nukleinsyrekonstruksjonen fortrinnsvis er en insektscelle-kompatibel

vektor, mer foretrukket en bakulovirus vektor.

12. En insektscelle i henhold til et hvilket som helst av krav 10 - 11, hvor den
andre nukleotidsekvensen videre omfatter minst én nukleotidsekvens som koder
for et genprodukt av interesse (for ekspresjon i en pattedyrcelle) og hvorved den
minst ene nukleotidsekvensen som koder for et genprodukt av interesse blir
inkorporert inn i genomet til en AAV-serotype-5 produsert i insektscellen,
fortrinnsvis hvor den andre nukleotidsekvensen omfatter to AAV ITR-
nukleotidsekvenser og hvor den minst ene nukleotidsekvensen som koder for et

genprodukt av interesse er lokalisert mellom de to AAV ITR-nukleotidsekvensene.

13. Insektscellen i henhold til krav 10, hvor den fgrste nukleotidsekvensen,
andre nukleotidsekvensen, tredje nukleotidsekvensen og eventuelt fjerde

nukleotidsekvensen er stabilt integrert i genomet til insektscellen.

14. Et AAV5-virion, som omfatter i dets genom minst én nukleotidsekvens som
koder for et genprodukt av interesse, hvorved den minst ene nukleotidsekvensen
ikke er en nativ AAV-nukleotidsekvens, og hvor AAV-VP1l-kapsidproteinet
omfatter, fra N-terminal til C-terminal
(i) en fgrste aminosyrerest, som er kodet av et translasjons-
initieringskodon, fortrinnsvis valgt fra gruppen som bestdr av CTG, ACG,
TTG og GTG;
(ii) en aminosyresekvens av AAV-VP1-kapsidproteinet, hvorved sekvensen
mangler bare aminosyreresten som er kodet av VPl-translasjons-
initieringskodonet;
hvor en andre aminosyrerest blir satt inn etter den fgrste aminosyreresten som
koder for en aminosyrerest valgt fra gruppen som bestar av alanin, glycin, valin,
asparaginsyre og glutaminsyre, og, eventuelt, én eller flere ytterligere aminosyre-

rester som etterfglger den andre aminosyreresten.

15. En fremgangsmate for 8 produsere et AAV5 i en insektscelle, som omfatter

trinnene med: (a) & dyrke en insektscelle som definert i et hvilket som helst av
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krav 9-13 under betingelser slik at AAV blir produsert; og eventuelt (b) utvinning
av AAV-et.

16. Et AAV5-virion i henhold til krav 14, hvor genproduktet av interesse koder
for et faktor-IX- eller et faktor-VIII-protein.
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