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재조합 파르보바이러스 생산을 위한 발현 작제물 및 방법이 개시된다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 (1) 아데

노바이러스 E4 및 E2a 단백질, (2) 재조합 파르보바이러스의 생산을 위해 필요한 파르보바이러스 단백질, 및 (3)
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파르보바이러스의 생산을 허용한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

재조합 파르보바이러스의 생산을 위한 폴리뉴클레오티드 발현 작제물로서,

(1) E4 오픈 리딩 프레임 6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역;

(2) E2a 단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역;

(3) 아데노바이러스 VAI RNA 및 VAII를 인코딩하는 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역;

(4) 재조합 파르보바이러스의 생산을 위해 필요한 파르보바이러스 단백질을 인코딩하는 파르보바이러스 단백질

코딩 영역;

(5) (1) 전이유전자를 인코딩하는 뉴클레오티드 서열 및 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 조절 요소를

포함하는 발현 카세트 및 (2) 발현 카세트의 하나의 말단에 적어도 하나의 ITR을 포함하는 재조합 파르보바이러

스 서열; 및

(6) 숙주 세포에서 E4 오픈 리딩 프레임 6/7, E2a 단백질, 아데노바이러스 VA RNA, 및 재조합 파르보바이러스의

생산을  위해  필요한  파르보바이러스  단백질의  발현을  허용하는  하나  이상의  조절  요소를  포함하는,  발현

작제물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 (i) E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결

실, 또는 (ii) E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (i) 및 (ii) 둘 다를 포함하는, 발현 작제

물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실을

갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 32645-35835에 상응하는 서열을 포함하고, 상기 E4orf6/7 인트론 2는 서열

번호 2의 서열 및 E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실을 갖고, 상기 E4orf6/7 인트론 1은 서열번호 1

의 서열을 갖는, 발현 작제물.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (i) 초기-E2a 또는 후

기-E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실, (ii) E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (i) 및 (ii)

둘 다를 포함하는, 발현 작제물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (i) 초기-E2a 또는 후

기-E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실, (ii) E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (i) 및 (ii)

둘 다를 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 22233-27575에 상응하는 서열을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 재조합 파르보바이러스는 rAAV이고, 상기 파르보바이러스 단백

질 코딩 영역은 AAV Rep 단백질을 인코딩하는 AAV Rep 코딩 영역 및 AAV Cap 단백질을 인코딩하는 AAV Cap 코딩

영역을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 AAV Rep 코딩 영역은 AAV P5I 프로모터에 작동가능하게 연결된 AAV Rep 코딩 서열을 포함
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하는, 발현 작제물.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서,

(1) 서열번호 17 또는 서열번호 18;

(2) 서열번호 4;

(3) 서열번호 16;

(4) 서열번호 19;

(5) 서열번호 20; 및

(6) 서열번호 21을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 20 킬로베이스 미만의 크기를 갖는, 발현 작제물.

청구항 10 

재조합 파르보바이러스를 생산하는 방법으로서,

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 발현 작제물을 숙주 세포 내로 도입하는 단계;

발현 작제물을 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 파르보바이러스 입자를 생산하는

단계; 및

인큐베이션 기간 후 재조합 파르보바이러스 입자를 수확하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 11 

재조합 파르보바이러스의 생산을 위한 폴리뉴클레오티드 발현 작제물로서,

(a) 아데노바이러스 E4orf6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역으로서, 상기 변형된 아데노바

이러스 E4 코딩 영역은 (i) E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (ii) E4orf6/7 인트론 2의 부

분적 또는 완전한 결실, 또는 (i) 및 (ii) 둘 다를 포함하는 코딩 영역;

(b) 아데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역으로서, 상기 변형된 아데노

바이러스 E2a 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 1 또는 E4orf6/7 인트론 2에서 적어도 하나의 결실을 포함하는 코딩

영역;

(c) 하나 이상의 아데노바이러스 VA RNA를 인코딩하는 서열; 및

(d) (a), (b) 및 (c)에 작동가능하게 연결된 하나 이상의 조절 요소를 포함하는, 발현 작제물.

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실을

갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 32645-35835에 상응하는 서열을 포함하고, 상기 E4orf6/7 인트론 2는 서열

번호 2의 서열 및 E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실을 갖고, 상기 E4orf6/7 인트론 1은 서열번호 1

의 서열을 갖는, 발현 작제물.

청구항 13 

제11항 또는 제12항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 서열번호 7의 코돈 최적화된 뉴클레

오티드 서열을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E4orf6/7 코딩 영역을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 14 

제11항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (i) 초기-E2a 또는
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후기-E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실, (ii) E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (i) 및

(ii) 둘 다를 포함하는, 발현 작제물.

청구항 15 

제11항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (i) 초기-E2a 또는

후기-E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실,(ii) E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (i) 및

(ii) 둘 다를 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 22233-27575에 상응하는 서열을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 16 

제11항 내지 제15항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 후기-E2a 인트론 1

및 E2a 인트론 2의 완전한 서열을 포괄하는 서열번호 3의 1897 bp 결실을 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열

22233-27575에 상응하는 서열을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 17 

제11항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 서열번호 4의 코돈

최적화된 뉴클레오티드 서열을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 18 

제11항에 있어서, (1) 서열번호 17 또는 서열번호 18; (2) 서열번호 4; (3) 서열번호 16; 및 (4) 서열번호 19를

포함하는, 발현 작제물.

청구항 19 

제11항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 발현 작제물은 9 킬로베이스 미만으로 구성되는, 발현 작제

물.

청구항 20 

제11항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 발현 작제물은 AAV Rep 코딩 영역 및 AAV Cap 코딩 영역을

추가로 포함하는, 발현 작제물.

청구항 21 

제20항에 있어서, 서열번호 20 및 서열번호 21을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 22 

제20항 또는 제21항에 있어서, 상기 AAV Rep 코딩 영역 및/또는 AAV Cap 코딩 영역은 AAV P5I 프로모터에 작동

가능하게 연결되는, 발현 작제물.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 AAV P5I 프로모터는 서열번호 16을 포함하는, 발현 작제물.

청구항 24 

제11항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 발현 작제물은

관심 유전자를 인코딩하는 서열 및 관심 유전자를 인코딩하는 서열에 작동가능하게 연결된 조절 요소를 포함하

는 발현 카세트; 및

발현 카세트를 플랭킹하는 2개의 AAV ITR

을 포함하는 재조합 AAV 게놈을 추가로 포함하는, 발현 작제물.

청구항 25 

재조합 AAV를 생산하기 위한 방법으로서,
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제11항 내지 제19항 중 어느 한 항의 발현 작제물, AAV Rep 단백질 및 AAV Cap 단백질을 인코딩하는 AAV 트랜스

플라스미드, 및 재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 AAV 시스 플라스미드를 숙주 세포 내로 도입하는 단계;

발현 작제물, AAV 트랜스 플라스미드 및 AAV 시스 플라스미드를 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베

이션하여 재조합 AAV 입자를 생산하는 단계; 및

인큐베이션 기간 후 재조합 AAV 입자를 수확하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 26 

재조합 AAV를 생산하기 위한 방법으로서,

제20항 내지 제23항 중 어느 한 항의 발현 작제물 및 재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 AAV 시스 플라스미드를 숙

주 세포 내로 도입하는 단계;

발현 작제물 및 AAV 시스 플라스미드를 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 AAV 입

자를 생산하는 단계; 및

인큐베이션 기간 후 재조합 AAV 입자를 수확하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 27 

재조합 AAV를 생산하기 위한 방법으로서,

제24항의 발현 작제물 및 AAV Rep 단백질 및 AAV Cap 단백질을 인코딩하는 AAV 트랜스 플라스미드를 숙주 세포

내로 도입하는 단계;

발현 작제물 및 AAV 트랜스 플라스미드를 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 AAV

입자를 생산하는 단계; 및

인큐베이션 기간 후 재조합 AAV 입자를 수확하는 단계를 포함하는, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2022년 5월 12일자로 출원된 미국 가출원 제63/341,201호의 우선권을 주장하며, 이는 본원에 참조로[0001]

통합된다.

분야[0002]

본 출원은 일반적으로 재조합 바이러스를 생산하기 위한 조성물 및 방법에 관한 것이다. 보다 구체적으로, 본[0003]

출원은 재조합 파르보바이러스, 예컨대 아데노-연관 바이러스(AAV)를 생산하기 위한 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

재조합 바이러스, 예컨대 재조합 아데노-연관 바이러스(rAAV)는 벡터 패키징 및 DNA 복제를 위해 요구되는, 유[0004]

일한 시스 요소인 ITR을 유지하면서, 모든 바이러스 유전자를 치료적 전이유전자 발현 카세트로 대체함으로써

벡터로서 개발되었다. rAAV 생산의 초기 방법은 다음을 포함하는 플라스미드 시스템에 의존하였다: 1) AAV 헬퍼

플라스미드(일반적으로 AAV Rep 및 Cap 코딩 영역을 포괄하는 한편, AAV ITR이 결여되어 자체 복제 또는 패키징

할 수 없음) 및 2) ITR-함유 플라스미드(일반적으로, 바이러스 복제 및 패키징 기능을 제공하는 AAV ITR과 접해

있는 선택된 관심 전이유전자를 포괄함). 헬퍼 플라스미드 및 선택된 유전자를 보유하는 ITR-함유 플라스미드

둘 다는 일시적 형질감염에 의한 생산을 위해 적합한 세포 내로 도입될 수 있다. 이후 형질감염된 세포는 헬퍼

바이러스, 예컨대 아데노바이러스 또는 단순 헤르페스 바이러스로 감염될 수 있으며, 이는 AAV Rep 및 Cap 영역

의 전사 및 번역을 지시하는 헬퍼 플라스미드 상에 존재하는 AAV 프로모터를 전사 활성화시킨다. Ad 헬퍼 바이

러스와 관련하여 E1a, E1b, E2a, E4 및 VA RNA 유전자는 rAAV 생산에 필요한 헬퍼 기능을 공급할 수 있다.

rAAV를 생성하기 위해 생산자 세포 내로 헬퍼 바이러스의 감염은 rAAV를 생산하는 데 효과적이었다. 그러나, 결[0005]

과는 숙주로부터 면역 반응을 유발할 수 있는 Ad 헬퍼 바이러스 입자도 생산할 수 있다는 것이다. 특정 플랫폼

에서, AAV 제조에 필요한 바이러스 헬퍼 유전자는 제조 세포주(예를 들어, HEK293 세포)에 안정적으로 형질감염

될 수 있고, 이에 따라 숙주 면역 시스템이 극미량 수준의 잔여 헬퍼 바이러스로부터 비롯된 항-헬퍼 바이러스
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면역 반응의 가능성을 줄인다.

보다 최근에, 트리플-플라스미드 형질감염이 개발되었다. 이 방법은 AAV 혈청형-특이적 Rep 및 Cap 플라스미드[0006]

뿐만 아니라 전이유전자-함유 플라스미드를 사용하지만, 제3 플라스미드 상에 필수적인 헬퍼 바이러스 유전자를

공급함으로써 헬퍼 바이러스 감염의 사용을 제거하며(즉, 바이러스 코딩 서열이 제거되거나 감소됨), 따라서 숙

주 면역 시스템에 의한 잠재적인 항-헬퍼 바이러스 면역 반응을 낮춘다. 제3 플라스미드 상에 바이러스 헬퍼 유

전자를 공급하면 형질감염된 세포에서 헬퍼 바이러스 생산이 크게 감소하여 rAAV만 제공된다. 부착 HEK293 세포

의 멀티플라스미드 일시적 형질감염은 rAAV 생산을 위해 통상적으로 사용되는 방법이다.

멀티플라스미드 시스템에서, 형질감염 효율 및 AAV 생산을 최대화하기 위해 적절한 플라스미드 크기 및 플라스[0007]

미드 비율을 유지하는 것이 중요하다. rAAV를 생산하기 위한 단순화되고 효율적인 플라스미드-기반 시스템이 당

업계에 필요하며, 이는 개선된 형질감염 및 낮아진 면역원성을 제공하는 한편, 여전히 전이유전자의 최적 발현

을 유지한다. 본 출원은 이러한 이익을 제공하기 위해 전통적인 헬퍼 플라스미드에서 불필요한 아데노바이러스

영역의 발견에 대해 예측된다.

발명의 내용

요약[0008]

본 출원의 일 측면은 재조합 파르보바이러스의 생산을 위한 발현 작제물에 관한 것이다. 발현 작제물은 (1) E4[0009]

오픈 리딩 프레임 6/7을 인코딩하는 변형된 또는 비변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역; (2) E2a 단백질을 인

코딩하는 변형된 또는 비변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역; (3) 아데노바이러스 VAI 및 VAII RNA를 인코딩

하는 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역; (4) 재조합 파르보바이러스의 생산을 위해 필요한 파르보바이러스 단백

질을 인코딩하는 파르보바이러스 단백질 코딩 영역; (5) (a) 전이유전자를 인코딩하는 뉴클레오티드 서열 및 뉴

클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 조절 요소를 포함하는 발현 카세트 및 (b) 발현 카세트의 하나의 말단

에 적어도 하나의 ITR을 포함하는 재조합 파르보바이러스 서열; 및 (6)  숙주 세포에서 E4 오픈 리딩 프레임

6/7, E2a 단백질, 아데노바이러스 VA RNA, 및 재조합 파르보바이러스의 생산을 위해 필요한 파르보바이러스 단

백질의 발현을 허용하는 하나 이상의 조절 요소를 포함한다.

본 출원의 다른 측면은 재조합 아데노-연관 바이러스(AAV)의 생산을 위한 폴리뉴클레오티드 발현 작제물과 관한[0010]

것이다. 발현 작제물은 (a) 아데노바이러스 E4orf6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역으로서,

상기 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 (i) E4orf6/7  인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (ii)

E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (i) 및 (ii) 둘 다를 포함하는 코딩 영역; (b) 아데노바이

러스 E2a 단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역으로서, 상기 변형된 아데노바이러스 E2a

코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 1 또는 E4orf6/7 인트론 2에서 적어도 하나의 결실을 포함하는 코딩 영역; (c) 하

나 이상의 아데노바이러스 VA RNA를 인코딩하는 서열; 및 (d) (a), (b) 및 (c)에 작동가능하게 연결된 하나 이

상의 조절 요소를 포함한다.

본 출원의 다른 측면은 본 출원의 발현 작제물을 사용하여 재조합 파르보바이러스 입자를 생산하기 위한 방법에[0011]

관한 것이다. 상기 방법은 본 출원의 발현 작제물을 숙주 세포 내로 도입하는 단계, 발현 작제물을 보유하는 숙

주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 파르보바이러스 입자를 생산하는 단계, 및 인큐베이션 기간

후 재조합 파르보바이러스 입자를 수확하는 단계를 포함한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 출원의 일련의 예시적인 발현 카세트에서 다양한 결실과 관련된 아데노바이러스(Ad2) 코딩 영역의 배[0012]

열을 도시한 맵을 나타낸다. CoE2A: 코돈 최적화된 E2A 코딩 서열.

도 2는 도 1에 도시된 Ad2 E4 코딩 영역, 코딩 영역 내 Ad E4orf의 배열 및 결실을 도시한 확장된 맵을 나타낸

다.

도 3은 감염 초기 및 후기에 발현되는 Ad2 E2a 코딩 영역, Ad2 E2A 프로모터 및 Ad2 mRNA, 및 도에 도시된 결실

을 도시한 확장된 맵을 나타낸다.

도 4는 도 1에 나타낸 Ad 헬퍼 유전자의 상응하는 배열을 함유하는 플라스미드 작제물인, 미니-p헬퍼를 나타낸

다.

도 5는 도 1에 나타낸 Ad 헬퍼 유전자의 상응하는 배열을 함유하는 플라스미드 작제물인, 미니-p헬퍼-1.0을 나
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타낸다.

도 6은 AAV 패키징을 위해 헬퍼 기능을 충분히 제공하는 발현 카세트의 능력에 대한 도 1의 다양한 결실 및 결

실의 조합의 효과를 나타낸다.

도 7은 미니-p헬퍼 기반 트리플-플라스미드, 듀얼-플라스미드 및 단일-플라스미드 바이러스 생산 시스템을 나타

내는 복합 개략도이다.

도 8은 부착형 HEK 293T 세포에서 미니-헬퍼 기반 AAV 생산 시스템의 패키지 효율을 나타낸다.

도 9는 현탁 배양된 HEK 293T 세포에서 미니-헬퍼 기반 AAV 생산 시스템의 패키지 효율을 나타낸다.

도 10은 상이한 AAV 혈청형에 대한 미니-헬퍼 기반 듀얼-플라스미드 V2 시스템의 패키지 효율을 나타낸다.

도 11은 AAV 라이브러리 생산을 위한 미니-헬퍼의 사용을 나타낸다.

도 12는 단일-플라스미드 AAV 생산 시스템을 위한, 예시적인 플라스미드 작제물, pAAVone-AAV2-CMV-EGFP를 나타

낸다.

도 13은 변형된 P5 프로모터 (P5I)가 야생형 AAV2 P5 프로모터와 비교하여 AAV 수율을 증가시킴을 나타낸다.

도 14는 본 출원에 기술된 뉴클레오티드 및 아미노산 서열의 목록을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

I. 정의[0013]

본 명세서 및 첨부된 청구범위에 사용된 바와 같이, 단수 형태 "한(a)," "하나(an)" 및 "그(the)"는 내용이 명[0014]

확히 달리 명시되지 않는 한 복수 참조 대상을 포함한다.

범위는 본원에서 "약" 하나의 특정 값에서 및/또는 "약" 다른 특정 값까지로 표현될 수 있다. 이러한 범위가 표[0015]

현될 때, 다른 구현예는 하나의 특정 값에서 및/또는 다른 특정 값까지를 포함한다. 마찬가지로, 값이 선행사

 "약"의 사용에 의해 근사치로 표현될 때, 특정 값이 다른 구현예를 형성함을 이해할 것이다. 각 범위의 종점은

다른 종점과 관련하여 그리고 다른 종점과 독립적으로 모두 중요함을 추가로 이해할 것이다. 또한, 본원에 개시

된 다수의 값이 있고, 그 각각의 값은 또한 그 값 자체 외에도 "약" 그 특정 값으로도 본원에 개시됨을 이해한

다. 예를 들어, 값 "10"이 개시된 경우라면, "약 10"도 개시된다. 또한, 값이 개시된 경우, 숙련된 당업자에 의

해 적절히 이해되는 바와 같이, "값 이하", "값 이상" 및 값 사이의 가능한 범위도 개시됨을 이해한다. 예를 들

어, 값 "10"이 개시된 경우라면, "10 이하" 뿐만 아니라 "10 이상" 또한 개시된다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "폴리뉴클레오티드"는 폴리디옥시리보뉴클레오티드를 지칭하며, 이는 비변형된[0016]

DNA 또는 변형된 DNA를 포함할 수 있으며, 단일- 및 이중-가닥 DNA 둘 다를 포함할 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "이종성"은 비교되거나 도입되거나 통합되는 독립체의 나머지와 유전자형으로[0017]

구별되는 독립체로부터 유래됨을 의미한다. 예를 들어, 유전공학 기술에 의해 상이한 세포 유형으로 도입된 폴

리뉴클레오티드는 이종성 폴리뉴클레오티드이다(그리고, 발현될 때 이종성 폴리펩티드를 인코딩할 수 있음). 마

찬가지로, 바이러스 벡터에 통합된 세포 서열(예를 들어, 유전자 또는 이의 일부)은 벡터와 관련하여 이종성 뉴

클레오티드 서열이다. 예로서, 코딩 서열 및 제어 서열과 같은 핵산 서열의 맥락에서 사용되는 경우 "이종성"은

일반적으로 함께 결합되지 않고/않거나, 자연에서 발견되는 보통의 상황 하에서 일반적으로 서로 연관되지 않는

서열을 지칭할 수 있다. 이종성 코딩 서열의 다른 예는 코딩 서열 자체가 자연에서 발견되지 않는 작제물(예를

들어, 천연 유전자와 상이한 코돈을 갖는 합성 서열)이다. 마찬가지로, 세포에 정상적으로 존재하지 않는 작제

물로 형질전환된 세포는 본 출원의 목적을 위해 이종성으로 간주될 것이다. 대립유전자의 변이 또는 자연적으로

발생하는 돌연변이 이벤트는 본원에 사용된 바와 같이 이종성 DNA를 발생시키지 않는다.

본원에 사용된 바와 같이, "코딩 서열"은 특정 단백질 또는 기능적 뉴클레오티드, 예컨대 siRNA를 "인코딩"하는[0018]

핵산 서열을 지칭한다. 폴리뉴클레오티드 내의 핵산 서열은 적절한 조절 서열의 제어 하에 놓일 때 시험관내에

서 또는 생체내에서 폴리펩티드로 (DNA의 경우에) 전사되고 (mRNA의 경우에) 번역된다. 코딩 서열의 경계는 5'

(아미노) 말단에서 시작 코돈 및 3' (카르복시) 말단에서 번역 정지 코돈에 의해 결정된다. 코딩 서열은 이에

제한되지는 않으나, 원핵 또는 진핵 mRNA로부터의 cDNA, 원핵 또는 진핵 DNA로부터의 게놈 DNA 서열, 및 심지어

합성 DNA 서열을 포함할 수 있다. 전사 종결 서열은 일반적으로 코딩 서열에 대해 3'에 위치된다.
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본원에 사용된 바와 같이, "코딩 영역"은 유전자에 대한 코딩 서열이 위치하는 게놈 DNA 내의 영역을 지칭한다.[0019]

유전자의 코딩 영역은 유전자의 엑손 및 인트론 서열 둘 다 뿐만 아니라 유전자에 대한 조절 서열(예를 들어,

프로모터 및 인핸서)을 포함할 수 있다. 예를 들어, 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 Ad2 게놈의 뉴클레오티드

서열 32645-35835를 포함할 수 있고, 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 22233-

27575를 포함할 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, "변형된 코딩 영역"은 하나 이상의 뉴클레오티드의 결실, 치환 및/또는 삽입에 의해[0020]

변형된 코딩 영역을 지칭한다. 예를 들어, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 1 및/또는

인트론 2에서 하나 이상의 뉴클레오티드의 결실을 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 32645-35835를 포함할 수

있고, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 후기-E2a 인트론 1 및/또는 인트론 2에서 하나 이상의 뉴클레오

티드의 결실을 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 22233-27575를 포함할 수 있다.

용어 "아데노바이러스 E4 단백질"은 (1) 아데노바이러스 E4 영역에 의해 생산되고 (2) 숙주 세포에서 AAV 생산[0021]

을 위해 요구되는 단백질을 지칭한다. 아데노바이러스 E4 단백질은 상이한 아데노바이러스에서 상이한 오픈 리

딩 프레임에 의해 인코딩될 수 있다. 본원에 사용된 바와 같이, 용어 "아데노바이러스 E4 단백질"은 아데노바이

러스 E4 단백질의 기능적 동족체 및 기능적 동등체를 포괄한다. 아데노바이러스 E4 단백질의 예는 Ad2/5의 E4

오픈 리딩 프레임 6/7(E4orf6/7)에 의해 인코딩된 단백질 및 이의 기능적 동등체를 포함한다.

용어 "아데노바이러스 E2a 단백질"은 아데노바이러스 게놈의 E2a 영역에 의해 인코딩된 단백질을 지칭한다. 아[0022]

데노바이러스 E2a 단백질은 ATP-독립적인 방식으로 주형을 풀어냄으로써 바이러스 가닥 대치 복제의 신장 단계

에서 역할을 하는 DNA-결합 단백질이다. 본원에 사용된 바와 같이, 용어 "아데노바이러스 E2a 단백질"은 아데노

바이러스 E2a 단백질의 기능적 동족체 및 기능적 동등체를 포괄한다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "아데노바이러스 VA RNA"는 번역을 조절하는 역할을 하는 아데노바이러스에서[0023]

발견되는 비-코딩 RNA의 유형을 지칭한다. VA RNA는 VAI 및 VAII를 포함한다. 본원에 사용된 바와 같이, 용어

 "아데노바이러스 VA RNA"는 아데노바이러스 VA RNA의 기능적 동족체 및 기능적 동등체를 포괄한다.

용어 "아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역"은 아데노바이러스 VA RNA를 인코딩하는 영역을 지칭한다. 예시적인 VA[0024]

코딩 영역은 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서열 10426-11156(서열번호 16)을 포함한다.

용어 "조절 요소", "조절 서열" 및 "조절 영역"은 프로모터, 인핸서, 폴리아데닐화 신호, 전사 종결 서열, 상류[0025]

조절 도메인, 복제 기점, 내부 리보솜 진입 부위("IRES") 등을 참조하여 사용되며, 이는 수용자 세포에서 코딩

서열의 복제, 전사 및 번역을 위해 집합적으로 제공한다. 선택된 코딩 서열이 적절한 숙주 세포에서 복제, 전사

및 번역될 수 있는 한 이러한 조절 서열 모두가 항상 존재할 필요는 없다.

용어 "프로모터" 및 "프로모터 영역"은 RNA 중합효소가 결합하여 하류(3' 방향) 코딩 서열의 전사를 개시하는[0026]

DNA 조절 서열과 관련하여 본원에서 사용된다. 추가로, 이러한 용어는 인핸서 영역, 인트론 스플라이스 공여자

및 수용자, 기타 5' 비번역된 영역 등을 포함한, 기타 조절 요소를 추가적으로 포괄하는 것으로 광범위하게 해

석되어야 한다. 프로모터 서열은 원하는 유전자 서열과 상동성 또는 이종성일 수 있다. 광범위한 바이러스 및

포유류 프로모터를 포함하여, 광범위한 프로모터가 알려져 있으며 본 출원을 위해 당업계에서 이용가능하다. 세

포 유형 선택적 또는 조직 특이적 프로모터는 다른 세포 집단에 비해 특정 세포 집단에서 유전자 서열의 발현을

표적화하거나 향상시키는 데 활용될 수 있다. 적합한 포유류 및 바이러스 프로모터. 프로모터는 세포 유형에 따

라 구성적으로 활성이거나, 조건적으로 활성이거나, 유도성일 수 있다.

본원에서 사용된, 용어 "인핸서" 및 "인핸서 영역"은 시스 위치에서 프로모터의 활성에 작용하고, 따라서 이 프[0027]

로모터에 기능적으로 연결된 유전자 또는 코딩 서열의 전사를 자극하는 폴리뉴클레오티드 서열을 나타낸다. 프

로모터와 달리 인핸서의 효과는 위치 및 배향과 관련이 없고, 이들은 따라서 전사 단위 앞 또는 뒤, 인트론 내

에 또는 심지어 코딩 영역 내에 위치할 수 있다. 인핸서는 전사 단위 바로 근처에 그리고 프로모터로부터의 상

당한 거리 둘 다에 위치할 수 있다. 또한, 프로모터와 물리적 및 기능적 중첩을 갖는 것도 가능하다. 숙련된 기

술자는 다양한 공급원 (및 GenBank와 같은 데이터뱅크에 기탁됨, 예를 들어 SV40 인핸서, CMV 인핸서, 폴리오마

인핸서, 아데노바이러스 인핸서)으로부터의 다수의 인핸서를 알고 있을 것이며, 이는 독립적인 요소 또는 폴리

뉴클레오티드 서열 내에 클로닝된 요소로 이용가능하다(예를 들어, ATCC 또는 상업적 및 개별 공급원으로부터

기탁됨). 다수의 프로모터 서열은 또한 빈번하게 사용되는 CMV 프로모터와 같은 인핸서 서열을 함유한다. 유도

성  인핸서의  일  예는  메탈로티오네인  인핸서이며,  이는  글루코코르티코이드  또는  중금속에  의해  자극될  수

있다.
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"작동가능하게 연결된"은 기술된 구성요소가 이들의 일반적인 기능을 수행하도록 구성된 요소의 배열을 지칭한[0028]

다. 따라서, 코딩 서열에 작동가능하게 연결된 제어 서열은 코딩 서열의 발현에 영향을 미칠 수 있다. 프로모터

에 이종성 서열을 작동가능하게 연결하면 키메라 유전자가 생성된다. 제어 서열은 이들이 이의 발현을 지시하는

기능을 하는 한, 코딩 서열과 인접할 필요는 없다. 따라서, 예를 들어, 비번역되었지만 전사된 개재 서열이 프

로모터  서열과  코딩  서열  사이에  존재할  수  있으며,  프로모터  서열은  여전히  코딩  서열에  "작동가능하게

연결된" 것으로 간주될 수 있다.

본 출원 전체에 걸쳐 특정 핵산 분자 내의 뉴클레오티드 서열의 상대적 위치를 기술하기 위해, 예컨대 특정 뉴[0029]

클레오티드 서열이 다른 서열에 비해 "상류", "하류", "3'" 또는 "5'"에 위치하는 것으로 기술되는 경우, 이러

한 수식어는 당업계에서 통상적인 바와 같이, DNA 분자의 "센스" 또는 "코딩" 가닥 내의 서열 부분을 관련시키

는 것으로 해석되어야 한다.

용어 "전이유전자"는 세포 내로 도입되고 RNA로 전사되며, 선택적으로, 적절한 조건 하에서 번역 및/또는 발현[0030]

될 수 있는 폴리뉴클레오티드를 지칭한다. 전이유전자는 이것이 도입된 세포에 원하는 특성을 부여하거나, 그렇

지  않으면  원하는  치료적  또는  진단적  결과를  야기한다.  다른  측면에서,  이는  돌연변이  대립유전자의

CRISPR/Cas9 매개 표적화를 위한 miRNA, siRNA, shRNA 또는 가이드 RNA와 같은 RNA 간섭을 매개하는 분자로 전

사될 수 있다.

용어 "발현"은 핵산(예를 들어, DNA)이 전사되어 처리되고 폴리펩티드로 번역되는 RNA, 예컨대 mRNA를 생산하는[0031]

공정을 포괄한다.

용어 "유전자 산물"(본원에서 "유전자 발현 산물" 또는 "발현 산물"로도 지칭됨)은 유전자의 발현에 기인하는[0032]

산물, 예컨대 유전자로부터 전사된 mRNA 및 mRNA의 번역으로 인해 발생하는 폴리펩티드를 포괄한다. 특정 유전

자 산물은 예를 들어, 세포에서 가공 또는 변형을 거칠 수 있음을 인식할 것이다. 예를 들어, RNA  전사물은

mRNA 번역 전에 스플라이싱, 폴리아데닐화 등이 될 수 있고/있거나, 폴리펩티드는 분비 신호 서열의 제거, 세포

소기관 표적화 서열의 제거 또는 변형 예컨대 인산화, 지방 아실화 등과 같은 공-번역 또는 번역-후 가공을 거

칠 수 있다. 용어 "유전자 산물"은 이러한 가공된 또는 변형된 형태를 포괄한다. 인간을 포함한 다양한 종으로

부터의 게놈 뉴클레오티드 서열, cDNA 서열, mRNA 서열 및 폴리펩티드 서열은 당업계에 알려져 있으며, 이는 국

립생물정보센터(www.ncbi.nih.gov) 또는 범용 단백질 자원(Universal Protein Resource; www.uniprot.org)에서

이용가능한  것들과  같은  공개적으로  접근가능한  데이터베이스에서  이용가능하다.  데이터베이스는  예를  들어

GenBank, RefSeq, Gene, UniProtKB/SwissProt, UniProtKB/Trembl 등을 포함한다. 일반적으로, NCBI 참조 서열

데이터베이스에서의 서열, 예를 들어, mRNA 및 폴리펩티드 서열은 관심 유전자에 대한 유전자 산물 서열로서 사

용될 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "변형된 단백질"은 야생형 단백질로부터 하나 이상의 변형을 함유하는 단백질을[0033]

지칭한다. 변형의 예는 이에 제한되지는 않으나, 하나 이상의 아미노산 잔기의 치환, 결실 및 삽입, 및 전사 후

변형, 예컨대 글리코실화를 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "형질감염", "유전자 전이" 및 "유전자 전달"은 숙주 세포 내로 외래 핵산을 삽[0034]

입하기 위한 방법 또는 시스템과 관련하여 본원에서 상호교환적으로 사용된다. 유전자 전이는 비-통합된 전이된

DNA의 일시적 발현, 염색체외 복제 및 전이된 레플리콘(예를 들어, 에피솜)의 발현, 또는 숙주 세포의 게놈 DNA

내로 전이된 유전 물질의 통합을 초래할 수 있다. 화학적, 전기적 및 바이러스-매개 형질감염 절차를 포함하여,

하나 이상의 외인성 핵산 분자를 적합한 숙주 세포 내로 도입하기 위한 다양한 기술이 당업계의 통상의 기술자

에게 알려져 있다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "숙주 세포"는 일반적으로 외인성으로 도입된 핵산을 위한 수용자 역할을 하거[0035]

나 외인성 핵산으로 형질감염된 세포(예를 들어, 박테리아 세포, 효모 세포, 곤충 세포, 포유류 세포)를 지칭한

다. 단일 모 세포의 자손은 자연적, 우발적 또는 의도적인 돌연변이로 인해, 원래의 모와 형태학적 또는 게놈

또는 총 상보적 DNA에서 반드시 완전히 동일하지 않을 수 있음을 이해해야 한다. 숙주 세포는 원하는 유전자 산

물을 발현하도록 조작된 (예를 들어, 하나 이상의 외인성 유전자 산물을 발현하도록 안정적으로 형질전환된) 세

포, 예컨대 아데노바이러스 E1a 및 E1b 단백질을 안정적으로 발현하는 세포(E1-발현 세포)일 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "세포주"는 시험관내에서 지속적인 또는 장기적인 성장 및 분열이 가능한 세포[0036]

의 집단을 지칭한다. 종종, 세포주는 단일 전구 세포로부터 유래된 클론 집단이다. 이러한 클론 집단의 보관 또

는 이송 동안 자발적 또는 유도된 변화가 핵형에서 발생할 수 있음이 당업계에 추가로 알려져 있다. 따라서, 지
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칭된 세포주로부터 유래된 세포는 조상 세포 또는 배양물과 정확히 동일하지 않을 수 있으며, 지칭된 세포주는

이러한 변이체를 포함한다.

제1 핵산 또는 단백질 내의 뉴클레오티드 또는 아미노산 잔기는 두 잔기가 하나 이상의 상응하는 기능을 수행하[0037]

고/하거나 제1 및 제2 핵산 또는 단백질 내 상응하는 위치에 위치하는 경우 제2 핵산 또는 단백질 내의 잔기에

"상응한다". 상응하는 기능은 두 핵산 또는 단백질의 환경에서의 차이를 적절히 고려하여, 전형적으로 동일하거

나, 동등하거나, 실질적으로 동등한 기능이다. 두 핵산 또는 단백질의 서열이 하기에 언급된 것과 같은 서열 정

렬 알고리즘 또는 컴퓨터 프로그램을 사용하여 동일성을 최대화하도록 정렬될 때(갭의 도입을 허용함), 전형적

으로 상응하는 위치에서 잔기는 서로 정렬되고/되거나("동일성" 참조), 단백질의 3차원 구조가 중첩될 때 잔기

가 겹치거나 구조적으로 동등한 위치를 차지하고/하거나, 동일하거나 동등하거나 실질적으로 동등한 분자 내 및

/또는 분자 간 접촉 또는 결합(예를 들어, 수소 결합)을 형성하는 해당 위치에 위치한다. 구조는 예를 들어, X-

선 결정학 또는 NMR에 의해 실험적으로 결정되거나, 예를 들어, 구조 예측 또는 분자 모델링 소프트웨어를 사용

하여 예측될 수 있다. 정렬은 정렬된 핵산 또는 폴리펩티드 서열 중 하나 이상의 전체 길이에 걸쳐 또는 적어도

하나의 단백질 도메인 (또는 단백질 도메인을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열)에 걸쳐 있을 수 있다.

용어 "발현 카세트"는 mRNA 전사물에서 그 안에 단백질로 번역될 수 있는 코딩 영역의 발현을 매개하는 조절 요[0038]

소 (또한 "조절 서열", "발현 제어 요소" 또는 "발현 제어 서열"로도 칭해짐)에 작동가능한 연결로 관심 유전자

를 함유하는 폴리뉴클레오티드와 관련하여 본원에서 사용된다. 발현 카세트는 플라스미드, 바이러스 벡터에 함

유되거나 통합될 수 있거나, 핵산 단편으로 존재할 수 있다.

"발현 벡터"는 숙주 세포에서 발현을 위해 필요한 필수적인 조절 영역을 갖는 유전자 또는 핵산 서열을 함유하[0039]

는 특화된 벡터이다. 발현 벡터는 예를 들어, 플라스미드 및 바이러스 벡터, 예컨대 아데노-연관 바이러스(AAV)

벡터, 아데노바이러스 벡터, 렌티바이러스 벡터, 헤르페스 바이러스 벡터를 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "바이러스 벡터"는 적합한 제어 요소 및 하나 이상의 이종성 서열(즉, 바이러스[0040]

기원이 아닌 핵산 서열)에 작동가능하게 연결된 외인성으로 통합된 전이유전자 서열의 복제 및 발현을 용이하게

하는 서열을 함유하는 바이러스-유래 핵산을 포함하는 재조합 폴리뉴클레오티드 벡터를 지칭한다.

용어 "재조합 바이러스"는 예를 들어, 바이러스 입자 내로 이종성 핵산 작제물의 부가 또는 삽입에 의해, 유전[0041]

적으로 변경된 바이러스와 관련하여 본원에서 사용된다.

용어 "파르보바이러스"는 패밀리 파르보바이러스과를 구성하는 동물 바이러스의 패밀리를 지칭한다. 이들은 전[0042]

형적으로 NS1로 칭해진 복제 개시 단백질 및 바이러스 캡시드로 이루어진 단백질에 대해 인코딩하는 2개의 유전

자를 함유하는 선형, 단일-가닥 DNA(ssDNA)게놈을 갖는다. 게놈의 코딩 부분은 복제 동안 중요한 헤어핀 루프로

형성되는 각 말단의 역전된 말단 반복부(ITR)에 의해 플랭킹된다. 파르보바이러스 비리온은 직경이 23-28 나노

미터로, 대부분의 바이러스에 비해 작고, 거친 표면을 가진 이십면체 캡시드에 둘러싸인 게놈을 함유한다. 파르

보바이러스 패밀리는 아데노-연관 바이러스(AAV), 보카바이러스 및 프로토파르보바이러스를 포함한 3개의 서브

패밀리 및 126종을 함유한다.

용어 "파르보바이러스 단백질 코딩 영역"은 바이러스 게놈을 복제하는 데 요구되는 비-구조 단백질, 예컨대 NS1[0043]

및  바이러스  캡시드를  위한  구조  단백질을  인코딩하는  파르보바이러스  게놈의  당업계에  인식된  영역을

지칭한다. 상기 영역은 모든 야생형 유전자를 포함할 필요는 없지만, 비-구조 단백질 및 구조 단백질이 상응하

는 야생형 비-구조 및 구조 단백질을 인코딩하는 파르보바이러스 단백질 코딩 영역이 지원하는 수준의 적어도

25%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90% 또는 적어도 95% 수준으로 적

합한 숙주 세포에서 관련 재조합 파르보바이러스의 생산을 허용하는 충분한 기능을 제공하는 한, 예를 들어, 뉴

클레오티드의 삽입, 결실 또는 치환에 의해 변경될 수 있다.

용어 "재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 서열"은 적합한 숙주 세포에서 기능적 재조합 파르보바이러스[0044]

의 게놈을 생산할 수 있는 서열을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 지칭한다. 재조합 파르보바이러스 게놈을 인

코딩하는 서열은 전형적으로 (1) "전이유전자"로도 지칭되는 관심 유전자(GOI)를 인코딩하는 서열을 포함하는

발현 카세트, 및 GOI를 인코딩하는 서열에 작동가능하게 연결된 조절 서열, 및 (2) 발현 카세트의 적어도 하나

의 말단을 플랭킹하는 ITR을 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 서열은 발

현 카세트의 각 말단에 ITR을 포함한다.

용어 "재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 서열"은 적합한 숙주 세포에서 기능적 재조합 AAV의 게놈을 생산할 수 있[0045]

는 서열을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 지칭한다. 재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 서열은 전형적으로 (1) "
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전이유전자"로도 지칭되는 GOI를 인코딩하는 서열을 포함하는 발현 카세트, 및 GOI를 인코딩하는 서열에 작동가

능하게 연결된 조절 서열, 및 (2) 발현 카세트의 적어도 하나의 말단을 플랭킹하는 ITR을 포함한다. 일부 구현

예에서, 재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 서열은 발현 카세트의 각 말단에 ITR을 포함한다.

본 출원의 맥락에서 용어 "아데노-연관 바이러스"(AAV)는 제한 없이 AAV 유형 1, AAV 유형 2, AAV 유형 3(유형[0046]

3A 및 3B를 포함함), AAV 유형 4, AAV 유형 5, AAV 유형 6, AAV 유형 7, AAV 유형 8, AAV 유형 9, AAV 유형

10, AAV 유형 11, 조류 AAV, 소 AAV, 개 AAV, 말 AAV, 염소 AAV, 돼지 AAV, 양 AAV 및 임의의 다른 AAV는 현재

알려지거나 추후 발견되는 혈청형 및 변이체를 포함한다.

용어 "AAV 시스 작제물" 및 "AAV 벡터"는 적어도 하나의 AAV ITR에 의해 플랭킹되는 하나 이상의 이종성 서열[0047]

(즉, AAV 기원이 아닌 핵산 서열)을 포함하는 폴리뉴클레오티드 벡터와 관련하여 본원에서 상호교환적으로 사용

된다. 해당 AAV 벡터는 적합한 헬퍼 바이러스로 감염된 (또는 적합한 헬퍼 기능을 발현하는) 숙주 세포에 존재

할 때 감염성 바이러스 입자 내로 복제되고 패키징될 수 있으며, 이는 AAV rep 및 Cap 유전자 산물(즉, AAV Rep

및 Cap 단백질)을 발현한다. AAV 벡터가 더 큰 폴리뉴클레오티드에 (예를 들어, 염색체에 또는 클로닝 또는 형

질감염을 위해 사용된 플라스미드와 같은 기타 벡터에) 통합되는 경우, 이후 AAV 벡터는 AAV 패키징 기능 및 적

합한 헬퍼 기능의 존재 하에 복제 및 캡슐화에 의해 "구조(rescue)"될 수 있는 "프로-벡터"로 지칭될 수 있다.

AAV 벡터는 임의의 다수의 형태일 수 있으며, 이는 플라스미드, 선형 인공 염색체, 지질과 복합체화, 리포좀 내

에 캡슐화, 및 바이러스 입자, 예를 들어, AAV 입자 내 캡슐화를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. AAV 벡터

는 AAV 바이러스 캡시드 내로 패키징되어 "재조합 아데노-연관 바이러스 입자(AAV 입자)"를 생성할 수 있다.

"AAV 시스 작제물" 또는 "AAV 벡터"는 임의의 아데노-연관 바이러스 혈청형으로부터 유래될 수 있으며, 이는 제[0048]

한 없이, 예컨대 AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10 및 AAV-11 및 본

원에 기술된 다른 것들을 포함한다. AAV 벡터는 전체 또는 일부가 결실된 하나 이상의 AAV 야생형 유전자, 바람

직하게는 rep 및/또는 Cap 유전자를 가질 수 있지만, 기능적 플랭킹 ITR 서열은 유지한다. 기능적 ITR 서열은

AAV 비리온의 구조, 복제 및 패키징을 위해 필요하다. 따라서, AAV 시스 폴리뉴클레오티드 또는 AAV 벡터는 바

이러스의 복제 및 패키징(예를 들어, 기능적 ITR)을 위해 인 시스(in cis)에서 요구되는 적어도 해당 서열을 포

함하도록 본원에 정의된다. ITR은 야생형 뉴클레오티드 서열일 필요는 없으며, 상기 서열이 기능적 구조, 복제

및 패키징을 제공하는 한, 예를 들어 뉴클레오티드의 삽입, 결실 또는 치환에 의해 변경될 수 있다.

용어 "AAV 벡터"는 또한 자가-상보성 아데노-연관 바이러스(scAAV) 벡터를 포함한다. scAAV 벡터는 자연적으로[0049]

발생하는 AAV로부터 조작된 바이러스 벡터이다. scAAV는 코딩 영역이 분자 내 이중-가닥 DNA 주형을 형성하도록

설계되었기 때문에 "자가-상보성"이라고 한다. 표준 AAV 게놈의 복제 동안 속도-제한 단계는 전형적인 AAV 게놈

이 단일-가닥 DNA 주형이기 때문에 제2-가닥 합성이 수반한다. 그러나, 이는 scAAV 게놈에 대한 경우가 아니다.

감염 시, 제2 가닥의 세포 매개 합성을 기다리는 대신, scAAV의 두 상보적인 반쪽이 결합하여 즉각적인 복제 및

전사를 위해 준비된 하나의 이중 가닥 DNA(dsDNA) 단위를 형성할 것이다.

용어 "재조합 AAV 비리온", "rAAV 비리온" 및 "rAAV 바이러스 입자"는 적어도 하나의 AAV 캡시드 단백질로 구성[0050]

된 바이러스 입자 및 AAV ITR에 의해 양 측면에 플랭킹된 관심 이종성 뉴클레오티드 서열을 포함하는 캡시드화

된 rAAV 벡터 게놈으로 구성된 감염성, 복제-결함성 바이러스 입자와 관련하여 본원에서 상호교환적으로 사용된

다. rAAV 비리온은 AAV 벡터, AAV 헬퍼 기능 및 보조 기능을 포함하는 적합한 숙주 세포에서 생산된다. 이러한

구성요소를 함유하는 숙주 세포는 후속 유전자 전달을 위해 AAV 벡터(관심 재조합 뉴클레오티드 서열 함유)를

감염성 재조합 비리온 입자 내로 패키징하는 데 요구되는 AAV 폴리펩티드를 인코딩할 수 있다.

용어 "아데노-연관 바이러스 역전 말단 반복부" 또는 "AAV ITR"은 DNA 복제의 기원으로서 그리고 바이러스 게놈[0051]

에 대한 패키징 신호로서 인 시스(in cis)에서 함께 기능하는, AAV 게놈의 각각의 말단에서 발견되는 당업계에

인식된 영역을 지칭한다. AAV ITR은, AAV rep 코딩 영역과 함께, 포유류 세포 게놈 내로 2개의 플랭킹 ITR 사이

에 개재된 뉴클레오티드 서열의 효율적인 삭제 및 이로부터의 구조, 및 이의 통합을 제공한다. AAV ITR 영역의

뉴클레오티드 서열은 당업계에 잘 알려져 있다. 본원에 사용된 바와 같이, "AAV ITR"은 이전에 인용된 참조에

나타낸 야생형 뉴클레오티드 서열을 가질 필요는 없지만, 예를 들어, 뉴클레오티드의 삽입, 결실 또는 치환에

의해 변경될 수 있다. 추가적으로, AAV ITR은 임의의 여러 AAV 혈청형으로부터 유래될 수 있으며, 이는 제한 없

이, AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10, AAV-11 등을 포함한다. 더욱

이, AAV 벡터에서 선택된 뉴클레오티드 서열을 플랭킹하는 5' 및 3' ITR은 의도한 바와 같이 이들이 기능하는

한, 즉 숙주 세포 게놈 또는 벡터로부터 관심 서열의 삭제 및 구조를 허용하고, AAV Rep 유전자 산물이 세포에

존재할 때 이종성 서열을 수용자 세포 게놈으로의 통합을 허용하는 한, 반드시 동일하거나 동일한 AAV 혈청형
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또는 분리물로부터 유래할 필요는 없다.

용어 "Rep 코딩 영역"은 파르보바이러스 Rep 단백질을 인코딩하는 파르보바이러스에 대해 당업계에 인식된 영역[0052]

을 지칭한다. 이 용어는 또한 이의 기능적 동족체, 예컨대 AAV DNA 복제를 매개하는 것으로도 알려진 인간 헤르

페스바이러스 6(HHV-6)  rep  유전자 및 다른 파르보바이러스 예컨대 보카바이러스 및 프로토파르보바이러스의

rep 유전자를 포함한다.

용어 "AAV Rep 코딩 영역"은 바이러스 게놈을 복제하고 잠복 감염 동안 숙주 게놈 내로 바이러스 게놈을 삽입하[0053]

기 위해 요구되는 바이러스의 복제 단백질을 인코딩하는 AAV 게놈에 대해 당업계에 인식된 영역을 지칭한다. 본

원에 사용된 바와 같이, Rep 코딩 영역은 임의의 바이러스 혈청형, 예컨대 상기 기술된 AAV 혈청형으로부터 유

래될 수 있다.

상기 영역은 모든 야생형 유전자를 포함할 필요는 없지만, 이는 존재하는 변경된 rep 유전자가 적합한 숙주 세[0054]

포에서 발현될 때 충분한 통합 기능을 위해 제공되는 한, 예를 들어, 뉴클레오티드의 삽입, 결실 또는 치환에

의해 변경될 수 있다. 변경된 Rep 유전자는 기능 변이체가 야생형 rep 유전자 산물에 의해 지원되는 수준의 적

어도 25%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90% 또는 적어도 95% 수준에서 rAAV 생산

을 지원하는 경우, 야생형 Rep 단백질의 "기능적 변이체"를 인코딩하는 것으로 간주될 것이다.

용어 "Rep의 긴 형태"는 이의 기능적 동족체를 포함하는, AAV Rep 코딩 영역의 Rep 78 및 Rep 68 유전자 산물을[0055]

지칭한다. Rep의 긴 형태는 일반적으로 AAV p5 프로모터의 지시하에 발현된다.

문구 "Rep의 짧은 형태"는 이의 기능적 동족체를 포함하는, AAV Rep 코딩 영역의 Rep 52 및 Rep 40 유전자 산물[0056]

을 지칭한다. Rep의 짧은 형태는 AAV p19 프로모터의 지시하에 발현된다.

용어 "Cap 코딩 영역"은 바이러스 게놈을 패키징하기 위해 요구되는 바이러스의 외피 단백질을 인코딩하는 파르[0057]

보바이러스 게놈에 대해 당업계에 인식된 영역을 지칭한다.

용어 "AAV  Cap  코딩 영역"은 바이러스 게놈을 패키징하기 위해 요구되는 바이러스의 외피 단백질(예를 들어,[0058]

VP1, VP2 및 VP3)을 인코딩하는 AAV 게놈에 대해 당업계에 인식된 영역을 지칭한다. 본원에 사용된 바와 같이,

AAV Cap 코딩 영역은 상기 기술된 바와 같은 임의의 AAV 혈청형으로부터 유래될 수 있다. 이 영역은 모든 야생

형 Cap 유전자를 포함할 필요는 없지만, 이는 변경된 Cap 유전자가 AAV 벡터와 함께 숙주 세포에 존재할 때 충

분한 패키징 기능이 제공되는 한, 예를 들어, 뉴클레오티드의 삽입, 결실 또는 치환에 의해 변경될 수 있다. 변

경된 Cap 유전자는 기능 변이체가 야생형 Cap 유전자 산물에 의해 지원되는 수준의 적어도 25%, 적어도 40%, 적

어도 50%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90% 또는 적어도 95% 수준에서 rAAV 생산을 지원하는 경우, 야생형

Cap 단백질의 "기능적 변이체"를 인코딩하는 것으로 간주될 것이다.

용어 "AAV 헬퍼 기능"은 AAV 유전자 산물을 제공하기 위해 발현될 수 있는, 결국, 생산적인 AAV 복제를 위해 트[0059]

랜스에서 기능하는, AAV-유래 코딩 서열을 지칭한다. 따라서, AAV 헬퍼 기능은 Rep 및 Cap 영역을 포함한다.

Rep 발현 산물은 특히, AAV DNA 복제 기점의 인식, 결합 및 닉킹(nicking); DNA 헬리카제 활성; 및 AAV (또는

다른 이종성) 프로모터로부터의 전사 조절을 비롯하여, 많은 기능을 소유하는 것으로 나타났다. Cap 발현 산물

은 필요한 패키징 기능을 공급한다. AAV 헬퍼 기능은 AAV 벡터로부터 손실된 트랜스에서 AAV 기능을 보완하기

위해 본원에서 사용된다.

용어 "AAV 트랜스 작제물" 또는 "AAV 헬퍼 작제물"은 관심 뉴클레오티드 서열의 전달을 위한 형질도입 벡터를[0060]

생산하는 데 사용되는 AAV 벡터로부터 결실된 AAV 기능을 제공하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 분자를

지칭한다. AAV 트랜스 작제물은 일반적으로 용해성 AAV 복제를 위해 필요한 손실된 AAV 기능을 보완하기 위해

AAV Rep 및/또는 Cap 유전자의 일시적인 발현을 제공하는 데 사용된다; 그러나, 트랜스 작제물은 AAV ITR이 결

여되어 있으며, 이는 스스로 복제하거나 패키징할 수 없다. AAV 트랜스 작제물은 플라스미드, 미니-서클, 파지,

트랜스포존, 코스미드, 바이러스 또는 비리온의 형태일 수 있다. Rep 및 Cap 둘 다의 발현 산물을 인코딩하는

일반적으로 사용되는 플라스미드 pAAV/Ad 및 pIM29+45와 같은, 다수의 AAV 트랜스 작제물이 기술되어 있다. 예

를 들어, Samulski 등 (1989) J. Virology 63, 3822-3828; McCarty 등 (1991) J. Virology 65, 2936-2945를

참조한다. Rep 및/또는 Cap 발현 산물을 인코딩하는 다수의 다른 벡터가 기술되어 있다. 예를 들어, 미국특허

번호 제5,139,941호를 참조한다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "아데노바이러스"는 아데노바이러스 벡터와 동일한 의미를 가지며, 아데노바이[0061]

러스과 패밀리의 구성원을 지칭한다. 아데노바이러스과는 마스트아데노바이러스 속의 모든 동물 아데노바이러스

를 포함한다. 특히, 인간 아데노바이러스는 A-F 아속 및 이의 개별 혈청형을 포함한다. A-F 아속은 인간 아데노
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바이러스 유형 1, 2, 3, 4, 4a, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11(Ad11A 및 Ad11P), 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,

19a, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 34a, 35, 35p, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 및 51을 포함한다.

용어 "보조 기능"은 AAV가 이의 복제에 의존하는 비-AAV 유래 바이러스 및/또는 세포 기능을 지칭한다. 따라서,[0062]

상기 용어는 AAV 유전자 전사 활성화, 단계 특이적 AAV mRNA 스플라이싱, AAV DNA 복제, Cap 발현 산물의 합성

및 AAV 캡시드 조립에 관련된 모이어티를 비롯하여, AAV 복제를 위해 요구되는 DNA, RNA 및 단백질을 포괄한다.

바이러스-기반 보조 기능은 알려진 헬퍼 바이러스, 예컨대 아데노바이러스, 헤르페스바이러스(단순 헤르페스 바

이러스 유형-1 제외) 및 백시니아 바이러스로부터 유래될 수 있다.

아데노바이러스-유래된 보조 기능은 널리 연구되었으며, 보조 기능에 관련된 다수의 아데노바이러스 유전자가[0063]

확인되었고 부분적으로 특징지어졌다. 구체적으로, 초기 아데노바이러스 E1A, E1B 55K, E2A, E4 및 VA RNA 유전

자 영역이 보조 공정에 참여하는 것으로 여겨진다.

주어진 아데노바이러스 뉴클레오티드 영역의 "기능적 동족체" 또는 "기능적 동등체"는 이종성 아데노바이러스[0064]

혈청형으로부터 유래된 유사한 영역, 다른 바이러스 또는 세포 공급원으로부터 유래된 뉴클레오티드 영역, 원하

는 결과를 달성하기 위해 참조 뉴클레오티드 영역과 유사한 방식으로 기능하는 재조합적으로 생산되거나 화학적

으로 합성된 폴리뉴클레오티드를 포함한다. 따라서, 아데노바이러스 VA RNA 유전자 영역 또는 아데노바이러스

E2A 유전자 영역의 기능적 동족체는, 동족체가 백그라운드보다 높은 검출가능한 수준에서 AAV 비리온 생산을 지

원하기 위해 이의 고유한 보조 기능을 제공하는 능력을 유지하는 한, 영역 내에서 발생하는 임의의 단일 또는

다중 뉴클레오티드 염기 부가, 치환 및/또는 결실을 포함하는 - 해당 유전자 영역의 유도체 및 유사체를 포괄한

다.

용어 "동일성 백분율"은 핵산 또는 아미노산 서열 간의 비교를 참조하여 본원에서 사용된다. 핵산 및 아미노산[0065]

서열은 종종 예를 들어 국립 의학 도서관 BLAST 정렬 프로그램 내의 컴퓨터 프로그램을 사용하여 비교된다.

II. 조성물 및 키트[0066]

본 출원의 일 측면은 재조합 파르보바이러스, 예컨대 rAAV의 생산을 위한 발현 작제물에 관한 것이다. 본 출원[0067]

의 발현 작제물은 숙주 세포에서 재조합 파르보바이러스의 생산을 위한 보조 기능을 제공하는 아데노바이러스

단백질을 인코딩하고 발현할 수 있다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 아데노바이러스 헬퍼 기능, 예컨대 아데노바이러스 E4, E2, VA RNA[0068]

및/또는 E1 기능을 제공할 수 있으며, 이는 재조합 파르보바이러스 생산을 위한 트리플-플라스미드 시스템에서

사용될 수 있다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 (1) 아데노바이러스 헬퍼 기능을 제공하는 아데노바이러스 유전자를[0069]

인코딩하는 서열, 및 (2) 파르보바이러스 비-구조 및 구조 단백질, 예컨대 AAV Rep 및 Cap 단백질을 인코딩하는

서열, 또는 재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 서열을 포함하며, 이는 재조합 파르보바이러스 생산을 위

한 듀얼-플라스미드 시스템에 사용될 수 있다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 (1) 아데노바이러스 헬퍼 기능을 제공하는 아데노바이러스 유전자를[0070]

인코딩하는 서열, (2) 파르보바이러스 비-구조 및 구조 단백질, 예컨대 AAV Rep 및 Cap 단백질을 인코딩하는 서

열, 및 (3) 재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 서열을 포함하며, 이는 재조합 파르보바이러스의 생산을

위한 단일-플라스미드 시스템에 사용될 수 있다. 표 1은 rAAV의 생산을 위한 일부 예시적인 발현 작제물을 나타

낸다.
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표 1: AAV 생산을 위한 예시적인 발현 작제물.[0071]

[0072]

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 또한 기능적 아데노바이러스 E1a 및/또는 E1b 단백질을 인코딩한다.[0073]

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 기능적 아데노바이러스 E1a 및/또는 E1b 단백질을 인코딩하지 않는

다.

트리플-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위한 발현 작제물[0074]

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 트리플-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템에서 사용되도록 설[0075]

계된다. 도 7은 트리플-플라스미드 AAV 생산 시스템을 위한 예시적인 작제물이다. 발현 작제물은 변형된 아데노

바이러스 E4 코딩 영역 또는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역을 포함하며, 이는 숙주 세포에서 AAV 생산을

위해 요구되는 하나 이상의 아데노바이러스 E4 단백질, 또는 아데노바이러스 E2a 단백질을 발현할 수 있다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역 및 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역[0076]

둘 다를 포함하며, 이는 하나 이상의 아데노바이러스 E4 단백질 및 아데노바이러스 E2a 단백질을 발현시켜 적합

한 숙주 세포에서 재조합 파르보바이러스의 생산을 위해 필요한 아데노바이러스 헬퍼 기능을 제공할 수 있다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역,[0077]

및 하나 이상의 아데노바이러스-연관 RNA(VA RNA)를 인코딩하는 서열을 포함하며, 이는 인코딩된 아데노바이러

스 단백질 및 RNA를 발현하여 적합한 숙주 세포에서 재조합 파르보바이러스의 생산을 위해 필요한 아데노바이러

스 헬퍼 기능을 제공할 수 있다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 기능적 아데노바이러스 E1a 및/또는 E1b 단백

질을 인코딩하지 않으며, 숙주 세포는 Ela 및/또는 Elb 헬퍼 기능을 제공한다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역,[0078]

하나 이상의 아데노바이러스-연관 RNA(VA RNA)를 인코딩하는 서열, AAV Rep 코딩 영역을 포함하며, 이는 적합한

숙주 세포에서 재조합 AAV의 생산을 위해 인코딩된 아데노바이러스 단백질, VA RNA 및 AAV Rep 단백질을 발현할

수 있다.

변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역[0079]

상기 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 숙주 세포에서 파르보바이러스 복제를 지원할 수 있는 기능적 E4[0080]

단백질을 인코딩한다. 일부 구현예에서, 기능적 E4 단백질은 E4orfs6/7에 의해 인코딩된 아미노산만이 파르보바

이러스  복제를  지원하는  데  필요한  활성을  위해  요구되므로,  아데노바이러스  E4  오픈  리딩  프레임  6  및

7(E4orfs6/7)에 의해 인코딩된 아미노산만을 포함할 수 있다. 일부 구현예에서, 기능적 E4 단백질은 E4orfs6/7

의 전부 또는 상당 부분에 의해 인코딩된 폴리펩티드 서열을 포함하고, E4orfs 1-4 및 E4 34K 단백질의 전부 또

는 일부에 의해 인코딩된 폴리펩티드 서열을 포함하지 않는다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 하나 이상의 결실을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형[0081]

된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 1의 부분적 결실을 포함하며, 상기[0082]

E4orf6/7 인트론 1 서열의 최대 10%, 20, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 또는 95%가 결실된다.
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일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실을 포함[0083]

한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 2 서열의 부분적 결실을 포함

하며,  상기  E4orf6/7  인트론  2  서열의  최대  10%,  20,  30%,  40%,  50%,  60%,  70%,  80%,  90%  또는  95%가

결실된다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4  코딩 영역은 E4orf6/7  인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실 및[0084]

E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4  코딩 영역은 400-500,  400-600,  400-800,  400-1000,  400-1200,[0085]

400-1500, 400-2000, 500-600, 500-800, 500-1000, 500-1200, 500-1500, 또는 500-2000 bp의 총 크기를 가지

며, 비-E4 발현 숙주 세포에서 파르보바이러스 생산을 위해 요구되는 E4 기능을 제공할 수 있는 기능적 E4 단백

질을 인코딩한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 (a) E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실,[0086]

(b) E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (a) 및 (b) 둘 다를 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서

열 32645-35835에 상응하는 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 2(711 bp, 서열번호 2)의 완전한 서[0087]

열의 결실 및 E4orf6/7 인트론 1(1275 bp, 서열번호 1)의 완전한 서열의 결실을 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드

서열 32645-35835에 상응하는 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4orf6/7 코딩 영역은

아데노바이러스 E4orf6/7 단백질(서열번호 8)을 인코딩하는 코돈 최적화된 뉴클레오티드 서열(서열번호 7)을 포

함한다.

변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역[0088]

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (a) 초기-E2a 또는 후기-E2a 인트론 1의 부분적 또는[0089]

완전한 결실, (b) E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (a) 및 (b) 둘 다를 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 후기-E2a 인트론 1 및/또는 후기-E2a 인트론 2의 부[0090]

분적 결실을 포함하며, 상기 후기-E2a 인트론 1 및/또는 후기-E2a 인트론 2의 최대 10%, 20, 30%, 40%, 50%,

60%, 70%, 80%, 90% 또는 95%가 결실된다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은1600-3500, 1600-3000, 1600-2500, 1600-2000, 1600-[0091]

1800 또는 1600-1700 bp의 총 크기를 가지며, 비-E2a 발현 숙주 세포에서 파르보바이러스 생산을 위해 요구되는

E2a 기능을 제공할 수 있는 기능적 E2a 단백질을 인코딩한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (a) 초기-E2a 또는 후기-E2a 인트론 1의 부분적 또는[0092]

완전한 결실, (b) E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (a) 및 (b) 둘 다를 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레

오티드 서열 22233-27575에 상응하는 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역

은 후기-E2a 인트론 1 및 후기-E2a 인트론 2의 완전한 서열을 포괄하는 1897 bp 결실(서열번호 3)을 갖는 Ad2

게놈의 뉴클레오티드 서열 22233-27575에 상응하는 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스

E2a 코딩 영역은 후기-E2a 인트론 1 및 후기-E2a 인트론 2의 부분적 결실을 포함하며, 상기 서열번호 3의 최대

10%, 20, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 또는 95%가 결실된다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (a) 코돈 최적화된 아데노바이러스 E2a 단백질 E2a[0093]

인트론 1을 인코딩하는 후기 서열의 부분적 또는 완전한 결실, (b) 후기 E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결

실, 및 (c) 아데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 코돈 변형된 뉴클레오티드 서열을 포함한다.

아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역[0094]

일부 구현예에서, 발현 작제물은 하나 이상의 아데노바이러스 VA RNA를 인코딩하는 아데노바이러스 VA RNA 코딩[0095]

영역을 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 아데노바이러스 VAI RNA 및/또는 VAII RNA를 인코딩

하는 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역을 포함한다. 일부 구현예에서, VA RNA 코딩 영역은 비-VA RNA 발현 숙주

세포에서 파르보바이러스 생산을 위해 요구되는 VA RNA  기능을 제공할 수 있는 기능적 VA RNA I 및/또는 VA

RNAII를 인코딩한다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 서열번호 16을 포함한다.

본원 및 그 이후에 사용된 바와 같이, "기능적" 아데노바이러스 E4 단백질, 아데노바이러스 E2a 단백질 또는 아[0096]

데노바이러스 VA RNA I 또는 VA RNA II는 재조합 파르보바이러스, 예컨대 보카바이러스의 생산을 용이하게 할
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수 있다. 이는 주어진 VA RNA I 및 II, E2A 단백질 또는 E4 단백질이 기능적인지 여부를 결정하는 숙련된 자의

능력 내에 있다. 한 구현예에서, 아데노바이러스 E4 단백질, 아데노바이러스 E2a 단백질 또는 아데노바이러스

VA RNA I 또는 VA RNA II는 동일한 트리-플라스미드, 듀얼-플라스미드 또는 단일-플라스미드 시스템에서 상응하

는 야생형 단백질 또는 RNA에 의해 지원되는 수준의 적어도 25%, 적어도 40%, 적어도 50%, 적어도 70%, 적어도

80%, 적어도 90% 또는 적어도 95% 수준에서 파르보바이러스 생산을 지원하는 경우 "기능적"인 것으로 간주될 것

이다.

본 출원의 조성물 및 방법에서 사용하기 위한 아데노바이러스 및 이들의 핵산 단편은 아데노바이러스과 패밀리[0097]

의 모든 인간 아데노바이러스를 포함하며, 이는 마스트아데노바이러스 속의 구성원을 포함한다. 현재까지, 51개

이상의 인간 아데노바이러스의 혈청형이 확인되었다. 아데노바이러스는 혈청군 A, B, C, D, E, 또는 F일 수 있

다. 인간 아데노바이러스는 혈청형 1(Ad 1), 혈청형 2(Ad2), 혈청형 3(Ad3), 혈청형 4(Ad4), 혈청형 5(Ad5),

혈청형 6(Ad6),  혈청형 7(Ad7),  혈청형 8(Ad8),  혈청형 9(Ad9),  혈청형 10(Ad10),  혈청형 11(Ad11),  혈청형

12(Ad12), 혈청형 13(Ad13), 혈청형 14(Ad14), 혈청형 15(Ad15), 혈청형 16(Ad16), 혈청형 17(Ad17), 혈청형

18(Ad18), 혈청형 19(Ad19), 혈청형 19a(Ad19a), 혈청형 19p(Ad19p), 혈청형 20(Ad20), 혈청형 21(Ad21), 혈청

형 22(Ad22), 혈청형 23(Ad23), 혈청형 24(Ad24), 혈청형 25(Ad25), 혈청형 26(Ad26), 혈청형 27(Ad27), 혈청

형 28(Ad28), 혈청형 29(Ad29), 혈청형 30(Ad30), 혈청형 31(Ad31), 혈청형 32(Ad32), 혈청형 33(Ad33), 혈청

형 34(Ad34), 혈청형 35(Ad35), 혈청형 36(Ad36), 혈청형 37(Ad37), 혈청형 38(Ad38), 혈청형 39(Ad39), 혈청

형 40(Ad40), 혈청형 41(Ad41), 혈청형 42(Ad42), 혈청형 43(Ad43), 혈청형 44(Ad44), 혈청형 45(Ad45), 혈청

형 46(Ad46), 혈청형 47(Ad47), 혈청형 48(Ad48), 혈청형 49(Ad49), 혈청형 50(Ad50), 혈청형 51(Ad51), 또는

이들의 조합일 수 있으나, 이들 예에 제한되지는 않는다. 특정 구현예에서, 아데노바이러스는 혈청형 5(Ad5)이

다.

조절 요소[0098]

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 인코딩된 아데노바이러스 단백질 및/또는 RNA의 발현을 제어하는 하[0099]

나 이상의 조절 요소를 포함한다. 예시적인 프로모터는 예를 들어, 바이러스 프로모터, 포유류 프로모터, 복합

프로모터, 세포 유형- 또는 조직-특이적 프로모터, 및 유도성/억제성 프로모터를 포함한다.

바이러스 프로모터는 예를 들어, SV40 초기 프로모터, 마우스 유방 종양 바이러스 LTR 프로모터; 아데노바이러[0100]

스 주요 후기 프로모터(Ad MLP); 아데노바이러스 E4 프로모터, 아데노바이러스 e2a 프로모터, 단순 헤르페스 바

이러스(HSV) 프로모터, 거대세포바이러스(CMV) 프로모터, 예컨대 CMV 즉시 초기 프로모터 영역(CMV-IE), SFFV

프로모터, 및 라우스 육종 바이러스(RSV) 프로모터를 포함한다.

포유류 프로모터는 예를 들어, EF1α, 유비퀴틴(예를 들어, 유비퀴틴 B 또는 C), 글로빈, 액틴, 포스포글리세레[0101]

이트 키나제(PGK), NSE(신경원 특이적 에놀라제), 시냅신 또는 NeuN, 뿐만 아니라 복합 프로모터, 예컨대 CAG

프로모터(CMV 초기 인핸서 요소 및 닭 베타-액틴 프로모터의 조합)를 발현하기 위한 것들을 포함한다.

프로모터는 인간 기원 또는 마우스 유래를 비롯하여, 다른 종 유래일 수 있다. 일부 구현예에서, 인간 프로모터[0102]

가 사용될 수 있다. 일부 구현예에서, 진핵 RNA 중합효소 II에 의해 정상적으로 전사를 지시하는 프로모터("pol

II 프로모터") 또는 이의 기능적 변이체가 사용된다. 일부 구현예에서, 진핵 RNA 중합효소 I 프로모터에 의해

정상적으로 전사를 지시하는 프로모터, 예를 들어, 리보솜 RNA(5S rRNA 제외)의 전사를 위한 프로모터 또는 이

의 기능적 변이체가 사용될 수 있다. 일부 구현예에서, 진핵 RNA 중합효소 III에 의해 정상적으로 전사를 지시

하는 프로모터("pol III 프로모터"), 예를 들어, (U6, H1, 7SK 또는 tRNA 프로모터 또는 이의 기능적 변이체)가

사용될 수 있다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물에서 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 조절 요소, 예컨대 프로모[0103]

터, 인핸서 또는 둘 다에 작동가능하게 연결된다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 아

데노바이러스 E4 프로모터에 작동가능하게 연결된다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은

서열번호 22를 포함하는 아데노바이러스 E4 프로모터에 작동가능하게 연결된다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물에서 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 조절 요소, 예컨대 프로[0104]

모터, 인핸서 또는 둘 다에 작동가능하게 연결된다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은

아데노바이러스 E2a 프로모터에 작동가능하게 연결된다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영

역은 서열번호 23을 포함하는 아데노바이러스 E2a 프로모터에 작동가능하게 연결된다.

코돈 최적화된 코딩 서열[0105]
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일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 예를 들어, 인간, 포유류 또는 영장류 세포, 예컨대 HuH7, HEK293T[0106]

또는 CHO 세포에서 발현을 위해 하나 이상의 코돈 최적화된 단백질을 인코딩하는 하나 이상의 폴리뉴클레오티드

를 포함한다. 본 출원의 단백질을 인코딩하는 폴리뉴클레오티드는 인코딩된 아미노산 서열 변경 없이 숙주 세포

에서 활성, 안정성 또는 발현을 개선하기 위해 코돈 최적화될 수 있다. 코돈 최적화는 폴리뉴클레오티드 서열에

존재하는 코돈을 동일한 아미노산을 인코딩하는 바람직한 코돈, 예를 들어, 포유류 발현을 위한 바람직한 코돈

으로 대체한다. 따라서, 아미노산 서열은 공정 동안 변경되지 않는다. 코돈 최적화는 유전자 최적화 소프트웨어

를 사용하여 수행될 수 있다. 코돈 최적화된 뉴클레오티드 서열은 아미노산 서열에 변화가 이루어지지 않음을

보장하도록 원래의 단백질 서열로 번역되고 정렬된다. 코돈 최적화의 방법은 당업계에 알려져 있으며, 예를 들

어, 미국출원 공개번호 제2008/0194511호 및 미국특허 번호 제6,114,148호에 기술되어 있다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 (a) 코돈-변형된 E4 코딩 서열을 포함하는 변형된 아데노바이러스[0107]

E4 코딩 영역 또는 (b) 코돈-변형된 E2a 코딩 서열을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역을 포함한

다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 (a) 코돈-변형된 E4 코딩 서열을 포함하는 변형된 아데노바이러스[0108]

E4 코딩 영역 및 (b) 코돈-변형된 E2a 코딩 서열을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역을 포함한다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 코돈 변형된 뉴클레오티드 서열(서열번호 7)을 포함하는 변형된 아[0109]

데노바이러스 E4 코딩 영역을 포함한다. 일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 코돈 변형된 뉴클레오티드

서열(서열번호 4)을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역을 포함한다.

추가 요소[0110]

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 아데노바이러스 E1a 및 E1b 단백질을 인코딩하는 서열을 추가로 포[0111]

함한다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 하나 이상의 추가 요소, 예컨대 플라스미드 복제 기원 서열 및 선택 마커를 추[0112]

가로 포함한다. 선택 마커의 예는 이에 제한되지는 않으나, 암피실린 내성 유전자, 네오마이신 내성 유전자 및

카나마이신 내성 유전자를 포함한다.

일부 구현예에서, 트리플-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위해 설계된 발현 작제물은 13 kb, 12 kb,[0113]

11  kb,  10  kb,  9  kb,  8  kb,  7  kb,  6,  kb,  5  kb,  4  kb,  3  kb  또는  2  kb  미만의 크기를 갖는다.  일부

구현예에서, 발현 작제물은 2-11 kb, 2-4 kb, 2-6 kb, 2-8 kb, 2-10 kb, 4-6 kb, 4-8 kb, 4-10 kb, 4-11 kb,

6-8 kb, 6-10 kb, 6-11 kb, 8-10 kb, 8-11 kb 또는 10-11 kb 범위의 크기를 갖는다.

일부 구현예에서, 트리플-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위해 설계된 발현 작제물은 변형된 아데노[0114]

바이러스 E4 코딩 영역, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, 하나 이상의 아데노바이러스-연관 RNA(VA RNA),

AAV Rep 단백질을 인코딩하는 서열을 포함하며, 13 kb, 12 kb, 11 kb, 10 kb, 9 kb, 8 kb, 7 kb, 6, kb, 5 kb,

또는 4 kb 미만의 크기를 갖는다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 4-13 kb, 4-11 kb, 4-9 kb, 4-7 kb, 7-13

kb, 7-11 kb, 7-9 kb, 9-13 kb, 9-11 kb, 또는 11-13 kb 범위의 크기를 갖는다.

트리플-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위한 발현 작제물의 바람직한 구현예[0115]

일부 구현예에서, 발현 작제물은 트리플-플라스미드 AAV 생산을 위한 플라스미드이다. 플라스미드는 서열번호[0116]

17 또는 서열번호 18을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, 서열번호 4를 포함하는 변형된 아데노바

이러스 E2a 코딩 영역, 서열번호 16을 포함하는 아데노바이러스 VAI RNA 코딩 영역을 인코딩하는 서열, 및 서열

번호 19를 포함하는 조절 영역을 포함하며, 상기 플라스미드는 6-7 kb, 6-8 kb, 6-9 kb, 7-8 kb, 7-9 kb 및 8-

9 kb 범위의 크기를 갖는다. 일부 구현예에서, 플라스미드는 7-9 kb의 크기를 갖는다.

듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위한 발현 작제물[0117]

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템에서 사용되도록 설계[0118]

된다. 도 7은 AAV 생산을 위한 두 가지 예시적인 듀얼-플라스미드 시스템을 나타낸다.

아데노바이러스 단백질 및 파르보바이러스 단백질을 인코딩하는 작제물[0119]

일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산을 위한 발현 작제물은 트리플-플라스미드 파르보바이러[0120]

스 생산 시스템을 위한 발현 작제물에 기술된 하나 이상의 요소 외에도, 파르보바이러스 단백질 코딩 영역을 포

함된다. 일부 구현예에서, 파르보바이러스 코딩 영역은 AAV Rep 코딩 영역을 포괄하는 서열 및 AAV Cap 코딩 영
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역을 포괄하는 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산을 위한 발현 작제물은 AAV 생산을 위해 구축되고, 이는[0121]

(1) E4orf6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, (2) E2a 단백질을 인코딩하는 변형된 아데노

바이러스 E2a 코딩 영역, (3) 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역, (4) AAV Rep 코딩 영역, 및 (5) AAV Cap 코딩

영역, 및 (6) 숙주 세포에서 E4orf6/7; E2a 단백질, 아데노바이러스 VA RNA, AAV Rep 단백질, 및 AAV Cap 단백

질의 발현을 허용하는 하나 이상의 조절 요소를 포함한다. 도 7에 나타낸 바와 같이, 이러한 발현 작제물은 숙

주 세포에서 재조합 AAV의 생산을 위한 재조합 AAV 게놈(예를 들어, 하나의 측면에서 적어도 하나의 ITR에 의해

플랭킹된 전이유전자 발현 카세트)을 인코딩하는 다른 발현 벡터와 조합하여 사용될 수 있다. 일부 구현예에서,

AAV Rep 코딩 영역은 하나 이상의 조절 요소, 예컨대 AAV P5 프로모터 또는 AAV P5I 프로모터에 작동가능하게

연결된다. 일부 구현예에서, AAV Rep 코딩 영역은 하나 이상 조절 요소, 예컨대 AAV P19 프로모터에 작동가능하

게 연결된다. 일부 구현예에서, 조절 요소는 P5I 프로모터(서열번호 15)를 포함한다. 일부 구현예에서, 듀얼-플

라스미드 AAV 생산을 위한 발현 작제물은 아데노바이러스 E1a 및/또는 E1b 단백질을 인코딩하는 서열을 추가로

포함한다. 일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 AAV 생산을 위한 발현 작제물은 아데노바이러스 E1a 또는 Elb 단

백질을 인코딩하는 서열을 포함하지 않는다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 15 kb, 14 kb, 13 kb, 12 kb, 11

kb, 10 kb, 9 kb, 8 kb, 또는 7 kb 미만의 크기를 갖는다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 6-15 kb, 6-13 kb,

6-11 kb, 6-9 kb, 9-15 kb, 9-13 kb, 9-11 kb, 11-15 kb, 11-13 kb 또는 13-15 kb 범위의 크기를 갖는다.

아데노바이러스 단백질 및 재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 작제물[0122]

일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위한 발현 작제물은 (1) E4 오픈 리딩 프레임[0123]

6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, (2) E2a 단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스

E2a 코딩 영역, (3) 아데노바이러스 VA RNA를 인코딩하는 서열, (4) 재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는

서열 (예를 들어, 하나의 측면에 적어도 하나의 ITR에 의해 플랭킹된 전이유전자 발현 카세트), 및 (5) 숙주 세

포에서 E4 오픈 리딩 프레임 6/7; E2a 단백질, 및 아데노바이러스 VA RNA의 발현을 허용하는 하나 이상의 조절

요소를 포함한다.

일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 AAV 생산 시스템을 위해 설계된 발현 작제물은 (1) E4 오픈 리딩 프레임 6/7[0124]

을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, (2) E2a 단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a

코딩 영역, (3) 아데노바이러스 VA RNA를 인코딩하는 서열, (4) 재조합 AAV 게놈 (예를 들어, 2개의 ITR에 의해

플랭킹된 전이유전자 발현 카세트), (5) 숙주 세포에서 E4 오픈 리딩 프레임 6/7; E2a 단백질, 및 아데노바이러

스 VA RNA의 발현을 허용하는 하나 이상의 조절 요소를 포함한다. 도 7에 나타낸 바와 같이, 이러한 발현 작제

물은 숙주 세포에서 재조합 AAV의 생산을 위한 AAV Rep 및 Cap 단백질을 인코딩하는 다른 발현 벡터와 조합하여

사용될 수 있다. 일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 AAV 생산을 위한 발현 작제물은 아데노바이러스 E1a 및 Elb

단백질을 인코딩하는 서열을 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 16 kb, 15 kb, 14 kb, 13 kb,

12 kb, 11 kb, 10 kb, 9 kb, 8 kb, 7 kb, 6 kb, 5 kb, 또는 4 kb 미만의 크기를 갖는다. 일부 구현예에서, 발

현 작제물은 3-16 kb, 3-14 kb, 3-12 kb, 3-10 kb, 3-8 kb, 3-6 kb, 6-16 kb, 6-14 kb, 6-12 kb, 6-10 kb, 6-

8 kb, 8-16 kb, 8-14 kb, 8-12 kb, 8-10 kb, 10-16 kb, 10-14 kb, 10-12 kb, 12-16 kb, 12-14 kb, 또는 14-16

kb 범위의 크기를 갖는다.

듀얼-플라스미드 AAV 생산 시스템을 위한 발현 작제물의 바람직한 구현예[0125]

일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위한 발현 작제물은 AAV 생산을 위한 플라스[0126]

미드이다. 플라스미드는 서열번호 17 또는 서열번호 18을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, 서열

번호 4를 포함하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, 서열번호 16을 포함하는 아데노바이러스 VAI RNA 코

딩 영역을 인코딩하는 서열, 서열번호 19를 포함하는 조절 영역, 서열번호 20을 포함하고 AAV Rep 단백질을 인

코딩하는 서열, 및 서열번호 21을 포함하고 AAV Cap 단백질을 인코딩하는 서열을 포함하며, 상기 플라스미드는

12-14 kb 범위의 크기를 갖는다.

일부 구현예에서, 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위한 발현 작제물은 AAV 생산을 위한 플라스[0127]

미드이다. 플라스미드는 서열번호 17 또는 서열번호 18을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, 서열

번호 4를 포함하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, 서열번호 16을 포함하는 아데노바이러스 VAI RNA 코

딩 영역을 인코딩하는 서열, 서열번호 19를 포함하는 조절 영역, 재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 서열을 포함하

며, 상기 재조합 AAV 게놈은 하나 이상의 조절 요소에 작동가능하게 연결된 관심 전이유전자를 포함하는 전이유

전자 발현 카세트, 및 전이유전자 발현 카세트를 플랭킹하는 2개의 AAV ITR을 포함하며, 상기 플라스미드는 10-
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14 kb 범위의 크기를 갖는다.

원-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위한 발현 작제물[0128]

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 단일-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템에서 사용되도록 설계[0129]

된다. 발현 작제물은 전술한 변형된 아데노바이러스 코딩 영역 중 일부 또는 전부, 파르보바이러스 단백질 코딩

영역, 뿐만 아니라 조절 요소에 작동가능하게 연결된 GOI를 갖는 발현 카세트, 및 발현 카세트의 하나의 말단에

적어도 하나의 ITR을 포함하는 재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 서열을 함유한다. 발현 작제물은 단일

플라스미드로 숙주 세포를 형질감염시킴으로써 재조합 파르보바이러스의 생산을 허용한다. 일부 구현예에서, 발

현 작제물은 아데노바이러스 E1a 및 Elb 기능을 제공하지 않으며, 아데노바이러스 E1a 및 E1b 단백질의 내인성

발현을 제공하는 숙주 세포에서 파르보바이러스 생산을 위해 사용될 필요가 있다. 일부 구현예에서, 발현 작제

물은 또한 아데노바이러스 E1a 및 Elb 기능을 제공하며, 아데노바이러스 E1a 및 E1b 단백질의 내인성 발현을 제

공하지 않는 숙주 세포에서 파르보바이러스 생산을 위해 사용될 수 있다.

도 7은 단일-플라스미드 AAV 생산 시스템을 위한 발현 작제물에 대한 예시적인 구현예를 제공한다. 일부 구현예[0130]

에서, 발현 작제물은 (1) E4 오픈 리딩 프레임 6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, (2) E2a

단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, (3) 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역, (4) AAV

Rep 코딩 영역, (5) AAV Cap 코딩 영역, (6) 전이유전자를 인코딩하는 뉴클레오티드 서열 및 뉴클레오티드 서열

에 작동가능하게 연결된 조절 요소를 갖는 발현 카세트 및 발현 카세트의 하나의 말단에 적어도 하나의 ITR을

포함하는, 재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 서열, 및 (7) 숙주 세포에서 E4 오픈 리딩 프레임 6/7; E2a 단백질,

아데노바이러스 VA RNA, AAV Rep 단백질, 및 AAV Cap 단백질의 발현을 허용하는 하나 이상의 조절 요소를 포함

한다. 일부 구현예에서, 재조합 AAV 게놈 내의 발현 카세트는 각 말단에 AAV ITR에 의해 플랭킹된다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물은 (1) E4 오픈 리딩 프레임 6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스[0131]

E4 코딩 영역, (2) E2a 단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, (3) 아데노바이러스 VA RNA

코딩 영역, (4) 파르보바이러스 단백질 코딩 영역, (5) 재조합 파르보바이러스 클로닝 영역, 및 (6) 숙주 세포

에서 E4 오픈 리딩 프레임 6/7; E2a 단백질, 아데노바이러스 VA RNA, 및 파르보바이러스 단백질의 발현을 허용

하는 하나 이상의 조절 요소를 포함한다.

일부 구현예에서,  재조합 파르보바이러스 클로닝 영역은 (1)  조절 요소에 작동가능하게 연결된 관심 유전자[0132]

(GOI)를 포함하는 발현 카세트 및 (2) 발현 카세트의 하나의 측면에서 적어도 하나의 ITR을 포함하는 발현 카세

트를 포함하는 재조합 파르보바이러스 서열의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합

파르보바이러스 서열은 발현 카세트의 각 말단에 하나씩, 2개의 ITR을 포함한다.

일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 클로닝 영역은 (1) 조절 요소에 작동가능하게 연결된 GOI를 포함하는[0133]

발현 카세트를 포함하는 서열의 삽입을 위한 클로닝 부위, 및 (2) 클로닝 부위의 하나의 측면에 적어도 하나의

ITR을 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 서열은 클로닝 부위의 각 측면에 하나씩, 2개의 ITR

을 포함한다.

일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 클로닝 영역은 (1) GOI가 클로닝 부위에 삽입될 때 GOI에 작동가능하[0134]

게 연결될 수 있는 것인, GOI의 삽입을 위한 클로닝 부위 및 클로닝 부위의 근처에 조절 요소를 포함하는 발현

카세트, 및 (2) 발현 카세트의 하나의 측면에 적어도 하나의 ITR을 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보

바이러스 서열은 발현 카세트의 각 측면에 하나씩, 2개의 ITR을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실을 갖는[0135]

E4orf6/7을 인코딩한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 2의 부분적

또는 완전한 결실을 갖는 E4orf6/7을 인코딩한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4  코딩 영역은

E4orf6/7 인트론 1 및 E4orf6/7 인트론 2 둘 다의 부분적 또는 완전한 결실을 갖는 E4orf6/7을 인코딩한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4  코딩 영역은 400-500,  400-600,  400-800,  400-1000,  400-1200,[0136]

400-1500, 400-2000, 500-600, 500-800, 500-1000, 500-1200, 500-1500, 또는 500-2000 bp의 총 크기를 가지

며, 비-E4 발현 숙주 세포에서 파르보바이러스 생산을 위해 요구되는 E4 기능을 제공할 수 있는 기능적 E4 단백

질을 인코딩한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 (a) E4orf6/7 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실,[0137]

(b) E4orf6/7 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (a) 및 (b) 둘 다를 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드 서
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열 32645-35835에 상응하는 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 2(711 bp, 서열번호 2)의 완전한 서[0138]

열의 결실 및 E4orf6/7 인트론 1(1275 bp, 서열번호 1)의 완전한 서열의 결실을 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레오티드

서열 32645-35835에 상응하는 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 E4orf6/7 인트론 1의 부분적 결실을 포함하며, 상기[0139]

서열번호 1의 최대 10%, 20, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 또는 95%가 결실되고/되거나, E4orf6/7 인트

론 2의 부분적 결실을 포함하며, 상기 서열번호 2의 최대 10%, 20, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 또는

95%가 결실된다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4orf6/7 코딩 영역은 아데노바이러스 E4orf6/7 단백질(서열번호 8)을[0140]

인코딩하는 코돈 최적화된 뉴클레오티드 서열 (서열번호 7)을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역은 Ad2 E4orf6/7을 인코딩한다. 일부 구현예에서, 변형된[0141]

아데노바이러스 E4 코딩 영역은 서열번호 17을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영

역은 서열번호 18을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 초기 E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실을 갖[0142]

는 아데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 코돈-변형된, 또는 비-변형된 서열을 함유한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 후기 E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실을 갖[0143]

는 아데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 코돈-변형된, 또는 비-변형된 서열을 함유한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실을 갖는 아[0144]

데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 코돈-변형된, 또는 비-변형된 서열을 함유한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 초기 E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실 및[0145]

E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실을 갖는 아데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 코돈-변형된, 또는

비-변형된 서열을 함유한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 후기 E2a 인트론 1의 부분적 또는 완전한 결실 및[0146]

E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실을 갖는 아데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 코돈-변형된, 또는

비-변형된 서열을 함유한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 후기-E2a 인트론 1 및/또는 후기-E2a 인트론 2의 부[0147]

분적 결실을 포함하며, 상기 후기-E2a 인트론 1 및/또는 후기-E2a 인트론 2의 최대 10%, 20, 30%, 40%, 50%,

60%, 70%, 80%, 90% 또는 95%가 결실된다.

일부  구현예에서,  변형된  아데노바이러스  E2a  코딩  영역은  1600-3500,  1600-3000,  1600-2500,  1600-2000,[0148]

1600-1800 또는 1600-1700 bp의 총 크기를 가지며, 비-E2a 발현 숙주 세포에서 파르보바이러스 생산을 위해 요

구되는 E2a 기능을 제공할 수 있는 기능적 E2a 단백질을 인코딩한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (a) 초기-E2a 또는 후기-E2a 인트론 1의 부분적 또는[0149]

완전한 결실, (b) E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결실, 또는 (a) 및 (b) 둘 다를 갖는 Ad2 게놈의 뉴클레

오티드 서열 22233-27575에 상응하는 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역

은 후기-E2a 인트론 1 및 후기-E2a 인트론 2의 완전한 서열을 포괄하는 1897 bp 결실(서열번호 3)을 갖는 Ad2

게놈의 뉴클레오티드 서열 22233-27575에 상응하는 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스

E2a 코딩 영역은 후기-E2a 인트론 1 및/또는 후기-E2a 인트론 2의 부분적 결실을 포함하며, 상기 서열번호 3의

최대 10%, 20, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 또는 95%가 결실된다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 (a) 코돈 최적화된 아데노바이러스 E2a 단백질 E2a[0150]

인트론 1을 인코딩하는 후기 서열의 부분적 또는 완전한 결실, (b) 후기 E2a 인트론 2의 부분적 또는 완전한 결

실, 및 (c) 아데노바이러스 E2a 단백질을 인코딩하는 코돈 변형된 뉴클레오티드 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역은 서열번호 4를 포함한다[0151]

일부 구현예에서, 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역은 아데노바이러스 VA1, 아데노바이러스 VAII 또는 둘 다를[0152]

인코딩하는 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역은 Ad2 VA1, Ad2 VAII 또는 둘
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다를 인코딩하는 서열을 포함한다. 일부 구현예에서, 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역은 서열번호 16을 포함한

다.

일부 구현예에서, AAV Rep 코딩 영역은 서열번호 20을 포함한다.[0153]

일부 구현예에서, AAV Cap 코딩 영역은 서열번호 21을 포함한다.[0154]

일부 구현예에서, 하나 이상 조절 요소는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역에 작동가능하게 연결된 아데노바[0155]

이러스 E4 프로모터, 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역에 작동가능하게 연결된 아데노바이러스 E2a 프로모

터, 및 AAV Rep 및 Cap 단백질을 인코딩하는 서열에 작동가능하게 연결된 변형된 AAV P5 프로모터를 포함한다.

일부 구현예에서, 아데노바이러스 E4  프로모터는 서열번호 22를 포함한다. 일부 구현예에서, 아데노바이러스

E2a 프로모터는 서열번호 23을 포함한다. 일부 구현예에서, 변형된 AAV P5 프로모터는 서열번호 16을 포함한다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 아데노바이러스 E1a 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열 및/또는 아데노바[0156]

이러스 E1b 단백질을 인코딩하는 뉴클레오티드 서열을 추가로 포함한다.

일부 구현예에서, 단일-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위해 설계된 발현 작제물은 20 kb, 19 kb, 18[0157]

kb, 16 kb, 15 kb, 14 kb, 13 kb, 12 kb, 11 kb, 10 kb, 9 kb, 8 kb, 또는 7 kb 미만의 크기를 갖는다.

일부 구현예에서, 단일-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템을 위해 설계된 발현 작제물은 7-25  kb,  7-20[0158]

kb, 7-18 kb, 7-16 kb, 7-14 kb, 7-12 kb, 7-10 kb, 10-25 kb, 10-20 kb, 10-18 kb, 10-16 kb, 10-14 kb, 10-

12 kb, 12-25 kb, 12-20 kb, 12-18 kb, 12-16 kb, 12-14 kb, 14-25 kb, 14-20 kb, 14-18 kb, 14-16 kb, 16-25

kb, 16-20 kb, 16-18 kb, 18-25 kb, 18-20 kb, 또는 20-25 kb 범위의 크기를 갖는다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 10-15 kb, 10-20 kb, 10-25 kb, 15-20 kb, 15-25 kb 또는 20-25 kb의 총 크기[0159]

를 갖는 플라스미드이다.

원-플라스미드 AAV 생산 시스템에 대한 발현 작제물의 바람직한 구현예[0160]

일부 구현예에서, 발현 작제물은 원-플라스미드 AAV 생산을 위한 플라스미드이며, 서열번호 17 또는 서열번호[0161]

18을 포함하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, 서열번호 4를 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, 서열

번호 16을 포함하는 아데노바이러스 VAI RNA 코딩 영역을 인코딩하는 서열, 서열번호 19를 포함하는 조절 영역,

서열번호 20을 포함하는 AAV Rep 코딩 영역, 서열번호 21을 포함하는 AAV Cap 코딩 영역, 및 재조합 AAV 게놈을

인코딩하는 서열을 포함하며, 상기 발현 작제물은 7-19 kb 범위의 크기를 갖는다.

다른 구현예에서, 본 출원은 각각 본원에 기술된 하나 이상의 발현 작제물을 함유하는, 하나 이상의 세포를 제[0162]

공한다. 다른 구현예에서, 본 출원은 각각 본원에 기술된 하나 이상의 발현 작제물로 안정적으로 형질전환된,

하나 이상의 세포주를 제공한다.

다른 측면에서, 본 출원은 재조합 AAV 입자를 생산하기 위한 키트를 제공한다. 일 구현예에서, 키트는 본 출원[0163]

의 발현 작제물을 포함하는 플라스미드를 포함한다.

특정 구현예에서, 키트는 사용을 위한 지침, 예를 들어, 본원에 기술된 방법에 사용하기 위한 지침을 추가로 포[0164]

함한다. 일부 구현예에서, 키트는 세포 용해물을 위한 하나 이상의 튜브 또는 다른 유형의 용기(예를 들어, 에

펜도르프 튜브) 및/또는 생성된 폐기물을 위한 하나 이상의 튜브 또는 다른 유형의 용기를 추가로 포함한다.

III. 재조합 파르보바이러스를 생산하기 위한 방법[0165]

본 출원의 다른 측면은 본 출원의 발현 작제물을 사용하여 재조합 파르보바이러스 입자를 생산하기 위한 방법에[0166]

관한 것이다. 상기 방법은 본 출원의 발현 작제물을 파르보바이러스 생산을 위해 필요한 헬퍼 기능을 제공하는

숙주 세포 내로 도입하는 단계, 발현 카세트를 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합

파르보바이러스 입자를 생산하는 단계; 및 인큐베이션 기간 후 재조합 파르보바이러스 입자를 수확하는 단계를

포함한다. 일부 구현예에서, 파르보바이러스는 AAV이다.

일부 구현예에서, 상기 방법은 (1) (A) 트리플-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템의 발현 작제물, (B) 재[0167]

조합 파르보바이러스의 생산을 위해 필요한 파르보바이러스 단백질을 발현할 수 있는 파르보바이러스 트랜스 작

제물, 및 (C) 재조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 서열을 함유하는 파르보바이러스 시스 작제물을 숙주

세포 내로 도입하는 단계, (2) 작제물을 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 파르보

바이러스 입자를 생산하는 단계, 및 (3) 인큐베이션 기간 후 재조합 파르보바이러스 입자를 수확하는 단계를 포
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함한다. 일부 구현예에서, 작제물 A, B 및 C는 1-10:1-10:1-10의 A:B:C 몰 비율로 숙주 세포 내로 공동 형질감

염된다. 일부 구현예에서, 작제물 A, B 및 C는 1:1:1의 A:B:C 몰 비율로 숙주 세포 내로 공동 형질감염된다. 이

방법은 종종 트리플-형질감염 방법으로 지칭된다. 일부 구현예에서, 파르보바이러스는 AAV이고, 트랜스 작제물

은 AAV Rep 코딩 영역 및 AAV Cap 코딩 영역을 포함한다.

일부 구현예에서, 상기 방법은 (1) (A) E4orf6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, E2a 단백[0168]

질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역, 파르보바이러스 단

백질 코딩 영역, 및 아데노바이러스 E4orf6/7, E2a, VA RNA 및 파르보바이러스 단백질의 발현을 허용하는 하나

이상의 조절 요소를 함유하는 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템의 발현 작제물(작제물 A) 및 (B) 재

조합 파르보바이러스 게놈을 인코딩하는 서열을 포함하는 발현 작제물(작제물 B)을 숙주 세포 내로 도입하는 단

계, (2) 작제물을 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 파르보바이러스 입자를 생산

하는 단계, 및 (3) 인큐베이션 기간 후 재조합 파르보바이러스 입자를 수확하는 단계를 포함한다. 일부 구현예

에서, 재조합 파르보바이러스는 rAAV이다. 일부 구현예에서, 작제물 A 및 B는 1:10 내지 10:1의 범위의 A:B 몰

비율로 숙주 세포 내로 공동 형질감염된다. 일부 구현예에서, 작제물 A 및 B는 1:1, 1:2, 1:3, 2:1 또는 3:1의

A:B 몰 비율로 숙주 세포 내로 공동 형질감염된다.

일부 구현예에서, 상기 방법은 (1) (A) E4orf6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영역, E2a 단백[0169]

질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a 코딩 영역, 아데노바이러스 VA RNA 코딩 영역, 재조합 파르보바이

러스 게놈을 인코딩하는 서열, 및 아데노바이러스 E4orf6/7, E2a, VA RNA의 발현을 허용하는 하나 이상의 조절

요소를 함유하는 듀얼-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템의 발현 작제물(작제물 A) 및 (B) 파르보바이러스

단백질 코딩 영역을 포함하는 발현 작제물(작제물 B)을 숙주 세포 내로 도입하는 단계, (2) 작제물을 보유하는

숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 파르보바이러스 입자를 생산하는 단계, 및 (3) 인큐베이

션 기간 후 재조합 파르보바이러스 입자를 수확하는 단계를 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스

는 rAAV이다. 일부 구현예에서, 작제물 A 및 B는 1:10 내지 10:1의 범위의 A:B 몰 비율로 숙주 세포 내로 공동

형질감염된다. 일부 구현예에서, 작제물 A 및 B는 1:1, 1:2, 1:3, 2:1 또는 3:1의 A:B 몰 비율로 숙주 세포 내

로 공동 형질감염된다.

일부 구현예에서, 상기 방법은 (1) 단일-플라스미드 파르보바이러스 생산 시스템의 발현 작제물을 숙주 세포 내[0170]

로 도입하는 단계, (2) 발현 카세트를 보유하는 숙주 세포를 원하는 기간 동안 인큐베이션하여 재조합 파르보바

이러스 입자를 생산하는 단계, 및 (3) 인큐베이션 기간 후 재조합 파르보바이러스 입자를 수확하는 단계를 포함

한다. 일부 구현예에서, 발현 작제물은 재조합 AAV의 생산을 위한 플라스미드이다. 일부 구현예에서, 플라스미

드는 아데노바이러스 E1a 및 E1b 단백질을 인코딩하지 않으며, 숙주 세포는 아데노바이러스 E1a 및 E1b 단백질

을 내인성으로 발현한다.

파르보바이러스 입자를 생산하기 위한 숙주 세포는 예를 들어, 에피솜 플라스미드의 형태로 본 출원의 발현 작[0171]

제물을 함유할 수 있다. 본 출원의 발현 작제물은 또한 숙주 세포 게놈에 안정적으로 통합될 수 있다. 추가로,

숙주 세포는 파르보바이러스 생산을 위해 요구되는 아데노바이러스 단백질, 예컨대 E1a 및 E1b를 생산하기 위한

발현 시스템을 구성할 수 있다. 숙주 세포의 예는 이에 제한되지는 않으나 미생물, 효모 세포, 곤충 세포 및 동

물 세포를 포함한다. 일부 구현예에서, 숙주 세포는 포유류 숙주 세포, 예컨대 인간 HuH7 및 HEK293 세포, 중국

햄스터 난소 세포("CHO") 및 새끼 햄스터 신장("BHK") 세포이다. 본 출원을 수행하기에 적합한 포유류 세포는

특히, COS(예를 들어, ATCC No. CRL 1650 또는 1651), BHK(예를 들어, ATCC No. CRL 6281), CHO(ATCC No. CCL

61), HeLa(예를 들어, ATCC No. CCL 2), 293(ATCC No. 1573), CHOP, HuH7, HEK293 및 NS-1 세포를 포함한다.

용어 "숙주 세포"는 형질감염된 원래 세포의 자손을 포함한다. 단일 모 세포의 자손은 자연적, 우연적 또는 의

도적인 돌연변이로 인해, 원래 모와 형태학 또는 게놈 또는 전체 DNA 상보성에서 반드시 완전히 동일하지 않을

수 있음이 이해된다. "포유류 숙주 세포"는 포유동물로부터 유래된 원래 세포이거나 이의 자손 세포이다.

일 구현예에서, 숙주 세포는 Ad E1a 및 E1b 단백질을 발현한다. 특정 바람직한 구현예에서, 숙주 세포는 아데노[0172]

바이러스 E1a 및 Elb를 발현하는 HEK-293 세포이다.

일부 구현예에서, 본 출원의 발현 작제물 및 다른 발현 작제물 (있는 경우)은 CaPO4-매개 형질감염, 지질 또는[0173]

폴리에틸렌이민(PEI)과 같은 중합체성 분자를 통해 HEK293 세포(ATCC®로부터 사용가능) 내로 형질감염된다. 이

후, HEK293 세포를 적어도 60시간 동안 인큐베이션하여 재조합 파르보바이러스 입자 생산을 허용한다.

추가로 자세히 설명하지 않더라도, 당업계의 숙련자는 상기 설명에 기초하여 본 개시내용을 최대한 활용할 수[0174]

있는 것으로 여긴다. 따라서, 하기 구체적인 구현예는 단지 예시로 해석되어야 하며, 개시내용의 나머지를 무엇
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이든지 어떠한 방식으로도 제한하지 않는다. 본원에 인용된 모든 간행물은 본원에 참조된 목적 또는 주제를 위

해 참조로 통합된다.

IV. 키트[0175]

본 출원의 다른 측면은 재조합 파르보바이러스를 생산하기 위한 키트에 관한 것이다. 일부 구현예에서, 키트는[0176]

본 출원의 발현 작제물 및 발현 작제물을 사용하는 방법에 대한 지침을 포함한다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 (1) E4 오픈 리딩 프레임 6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영[0177]

역, (2)  E2a  단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a  코딩 영역, (3)  아데노바이러스 VA  RNA  코딩

영역, (4) 파르보바이러스 단백질 코딩 영역, (5) 재조합 파르보바이러스 클로닝 영역, 및 (6) 숙주 세포에서

E4 오픈 리딩 프레임 6/7; E2a 단백질, 아데노바이러스 VA RNA, 및 파르보바이러스 단백질의 발현을 허용하는

하나 이상의 조절 요소를 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 클로닝 영역은 (1) 조절 요소에

작동가능하게 연결된 관심 유전자(GOI)를 포함하는 발현 카세트 및 (2) 발현 카세트의 하나의 측면에서 적어도

하나의 ITR을 포함하는 발현 카세트를 포함하는 재조합 파르보바이러스 서열의 삽입을 위한 클로닝 부위를 포함

한다.  일부  구현예에서,  재조합  파르보바이러스  서열은  발현  카세트의  각  말단에  하나씩,  2개의  ITR을

포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 클로닝 영역은 (1) 조절 요소에 작동가능하게 연결된 GOI를

포함하는 발현 카세트를 포함하는 서열의 삽입을 위한 클로닝 부위, 및 (2) 클로닝 부위의 하나의 측면에 적어

도 하나의 ITR을 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 서열은 클로닝 부위의 각 측면에 하나씩,

2개의 ITR을 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합 파르보바이러스 클로닝 영역은 (1) GOI가 클로닝 부위에 삽입

될 때 GOI에 작동가능하게 연결될 수 있는 것인, GOI의 삽입을 위한 클로닝 부위 및 클로닝 부위의 근처에 조절

요소를 포함하는 발현 카세트, 및 (2) 발현 카세트의 하나의 측면에 적어도 하나의 ITR을 포함한다. 일부 구현

예에서, 재조합 파르보바이러스 서열은 발현 카세트의 각 측면에 하나씩, 2개의 ITR을 포함한다.

일부 구현예에서, 발현 작제물은 (1) E4 오픈 리딩 프레임 6/7을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E4 코딩 영[0178]

역, (2)  E2a  단백질을 인코딩하는 변형된 아데노바이러스 E2a  코딩 영역, (3)  아데노바이러스 VA  RNA  코딩

영역, (4) AAV Rep 코딩 영역, (5) AAV Cap 코딩 영역, (6) 전이유전자를 인코딩하는 뉴클레오티드 서열 및 뉴

클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 조절 요소를 갖는 발현 카세트 및 발현 카세트의 하나의 말단에 적어도

하나의 ITR을 포함하는, 재조합 AAV 게놈을 인코딩하는 서열, 및 (7) 숙주 세포에서 E4 오픈 리딩 프레임 6/7;

E2a 단백질, 아데노바이러스 VA RNA, AAV Rep 단백질, 및 AAV Cap 단백질의 발현을 허용하는 하나 이상의 조절

요소를  포함한다.  일부  구현예에서,  재조합  AAV  게놈  내의  발현  카세트는  각  말단에  AAV  ITR에  의해

플랭킹된다.

일부 구현예에서, 키트는 발현 작제물의 형질감염을 위한 시약을 추가로 포함한다.[0179]

실시예[0180]

실시예 1: AAV 헬퍼 작제물의 구축[0181]

AAV 벡터 패키징을 위한 Ad 서열의 무용성(dispensability)을 조사하기 위해, 플라스미드의 크기를 감소시키고[0182]

재조합 AAV 바이러스 입자를 생산하기 위한 헬퍼 기능을 증가시키고자 일련의 Ad-기반 결실 돌연변이체를 구축

하였다. 도 1은 Ad2 뉴클레오티드 서열 좌표에 대한 아데노바이러스(Ad2) 코딩 영역 및 주변 결실들의 배열과

관련하여 일련의 발현 카세트를 도시한다.

도  2는  Ad2  게놈  서열과  관련하여  도  1에  도시된  Ad  E4orf  및  주변  결실의  배열을  도시한  확장된  맵을[0183]

나타낸다.

도 3은 Ad 게놈 서열과 관련하여 도 1에 도시된 주변 결실을 포함하는, 감염 초기 및 후기에 발현된 Ad2 E2a 프[0184]

로모터 및 Ad2 mRNA를 도시한 확장된 맵을 나타낸다.

도 4는 본 출원의 구현예의 발현 카세트를 함유하는 예시적인 헬퍼 플라스미드, 미니-p헬퍼 플라스미드(서열번[0185]

호 6)를 나타낸다. 상기 플라스미드는 도 1에 나타낸 미니-p헬퍼 Ad 헬퍼 유전자 배열을 함유한다. 미니-p헬퍼

백본 플라스미드는 서열번호 5에 제시된 야생형 Ad E2a 아미노산 서열을 인코딩하는 코돈-최적화된 Ad E2a 코딩

영역 서열(서열번호 4)을 포함한다.

도 5는 본 출원의 다른 구현예의 발현 카세트를 함유하는 다른 예시적인 헬퍼 플라스미드, 미니-p헬퍼-1.0 플라[0186]

스미드(서열번호 10)를 나타낸다. 상기 플라스미드는 도 1에 나타낸 미니-p헬퍼 Ad 헬퍼 유전자 배열을 함유한
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다.

실시예 2: AAV 생산을 위해 불필요한 아데노바이러스 영역의 확인[0187]

도 6은 아데노-연관 바이러스(AAV) 패키징을 위해 헬퍼 기능을 충분히 제공하는 발현 카세트의 능력에 대한 도[0188]

1의 결실 또는 결실의 조합의 효과를 나타낸다. rAAV의 생산 역가는 트리플 플라스미드 형질감염 시스템을 사용

하여  수득하였다:  ITR  함유  플라스미드(예컨대  pAAV-CAG-EGFP),  AAV  헬퍼  플라스미드(예컨대  pRep2-AAV1,

pRep2-AAV2 또는 pRep2-AAV9), 및 요구되는 아데노바이러스 기능을 제공하는 도 1에 나타낸 Ad 헬퍼 유전자 배

열을 가진 Ad 헬퍼 플라스미드 Ad(예컨대 p헬퍼, p헬퍼-dE4Orf6/7인트론, 미니-p헬퍼1.0 등). 모든 AAV 벡터는

HEK 293T 세포에서 생산되었다. Y-축은 원래 p헬퍼와 비교하여 상이한 신규 p헬퍼 사용에 대해 배수 증가를 나

타내었다.

실시예 3: AAV 라이브러리 생산을 위한 미니-헬퍼 플라스미드의 구축[0189]

도  7은  원래의  트리플-플라스미드  형질감염  시스템과  미니-p헬퍼  기반-생산  시스템을  비교한  개략도를[0190]

나타낸다. 녹색-Ad 유전자, 청색-AAV 유전자, 분홍색-전이유전자 요소. 원래의 트리플-플라스미드 시스템에서,

3개의 플라스미드(p헬퍼, pRep&Cap, GOI)의 총 질량은 24.1-28.1 kb 사이에 있다. 미니-p헬퍼 플라스미드 시스

템에서, 3개의 플라스미드의 총 질량은 20.9-24.9 kb로 감소하였다. 듀얼-플라스미드 시스템은 2개의 상이한 버

전이 있다(V1, AAV 유전자(Rep 및 Cap)가 미니-p헬퍼 내로 삽입되었음; V2, 전이유전자 요소가 미니-p헬퍼 내로

삽입되었음). V1 및/또는 V2의 총 질량은 17.9-21.9 kb이다. 하나의 플라스미드 시스템에서, AAV 유전자 및 전

이유전자 요소 둘 다는 미니-p헬퍼 내로 삽입되었다. 플라스미드의 총 질량은 13.9-17.9 kb이다.

미니-p헬퍼-AAV2(서열번호 10)의 작제물: 미니-p헬퍼1.0 플라스미드를 ClaI로 소화시켰다. AAV 헬퍼 유전자(Rep[0191]

및 Cap)를 PCR 증폭하고 ClaI 부위 내로 조립하였다.

미니-p헬퍼-CMV-EGFP(서열번호 11)의 작제물: 미니-p헬퍼1.O 플라스미드(서열번호 9)를 Pmel로 소화시켜 백본으[0192]

로 사용하였다. pAAV-CMV-EGFP로부터 SbfI을 사용하여 삽입물 ITR-CMV-EGFP-ITR 카세트를 소화시켰다. 백본 및

삽입물을 T4 DNA 리가제를 사용하여 결찰시켰다.

pAAVone-AAV2-CMV-EGFP(서열번호 12)의 작제물: 미니-p헬퍼-AAV2 플라스미드를 PmeI로 소화시키고 백본으로 사[0193]

용하였다. pAAV-CMV-EGFP로부터 SbfI을 사용하여 삽입물 ITR-CMV-EGFP-ITR 카세트를 소화시켰다. 백본 및 삽입

물을 T4 DNA 리가제를 사용하여 결찰시켰다.

도 8은 부착 HEK 293 T 세포에서 미니-헬퍼 기반 AAV 생산 시스템의 패키지 효율을 나타낸다. rAAV의 생산 역가[0194]

는 형질감염 후 72시간째에 HEK 293T 세포에서 수득하였다. 트리플 플라스미드 형질감염 시스템에서, 0.6 ug/웰

의 총 DNA 질량을 갖는 3개의 플라스미드(p헬퍼 또는 미니-p헬퍼-1.0):pRep2-AAV2:pAAV-CMV-EGFP)의 4개의 상

이한 분자 비율을 고정된 양의 폴리에틸렌이민(PEI)(1.8 ul/웰)을 사용하여 HEK 293T 세포에 형질감염시켰다.

듀얼 플라스미드 시스템의 경우, 3개의 상이한 분자 비율을 평가하였다. 원 플라스미드 시스템에서, 상이한 양

의 플라스미드를 고정된 양의 PEI로 형질감염시켰다.

도 9는 현탁 배양된 HEK 293T 세포에서 미니-헬퍼 기반 AAV 생산 시스템의 패키지 효율을 나타낸다. rAAV의 생[0195]

산 역가는 형질감염 후 72시간째에 수득하였다. 트리플 플라스미드 형질감염 시스템에서 3개의 플라스미드의 비

율은 1:1:1이고, 총 DNA는 0.75 ug/10
6
 세포이다. 듀얼 플라스미드 형질감염 시스템에서, 2개의 플라스미드의

비율은 1:1이고, 총 DNA는 0.75 ug/10
6
 세포이다. 원 플라스미드 시스템에서, 상이한 양의 플라스미드를 고정된

PEI:DNA 비율 2로 형질감염시켰다.

도 10은 상이한 AAV 혈청형에 대한 미니-헬퍼 기반 듀얼-플라스미드 V2 시스템의 패키지 효율성을 나타낸다. 듀[0196]

얼-플라스미드 V2 시스템에서, 전이유전자 요소를 미니-p헬퍼에 삽입하였다. 현탁 배양된 HEK 293T 세포에서의

AAV 생산 시스템. rAAV의 생산 역가는 형질감염 후 72시간째에 수득하였다. 트리플 플라스미드 형질감염 시스템

에서 3개의 플라스미드의 분자 비율은 1:1:1이고, 총 DNA는 0.6 ug/웰의 총 DNA 질량이다. 듀얼 플라스미드 형

질감염 시스템에서 2개의 플라스미드의 분자 비율은 1:1이고, 총 DNA는 0.6 ug/웰의 총 DNA 질량이다.

실시예 4: AAV 라이브러리 생산을 위한 미니 헬퍼의 사용[0197]

도 11은 AAV 라이브러리 생산을 위한 미니-헬퍼의 사용을 나타낸다. rAAV의 생산 역가는 형질감염 후 72시간째[0198]

에 HEK  293T  세포에서 수득하였다. pAAV-라이브러리 플라스미드는 200개 카피/세포로 사용되었다. p헬퍼 및

pRep, 미니-p헬퍼-1.0 및 미니-p헬퍼-Rep(서열번호 13)은 10
5
개 카피/세포로 사용되었다. PEI는 1.5 ug/웰로 사
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용되었다. 미니-p헬퍼-Rep: 미니-p헬퍼-AAV2 플라스미드는 SwaI 및 SnaBI로 소화시켜 Cap 유전자를 제거하였다.

도 12는 본 출원의 다른 구현예의 발현 카세트를 함유하는 예시적인 헬퍼 플라스미드 pAAVone-AAV2-CMV-EGFP(서[0199]

열번호 12)를 나타낸다. 플라스미드는 도 1에 나타낸 미니-p헬퍼 Ad 헬퍼 유전자 배열, AAV Rep 및 Cap 유전자,

및 재조합 AAV 게놈(ITR-CMV-EGFP-폴리A-ITR)의 서열을 함유한다.

도 13은 야생형 AAV2 P5 프로모터 P5(P5-AAV2, 서열번호 14) 및 변형된 AAV P5 프로모터 P5(P5I, 서열번호 1[0200]

5)의 서열 및 AAVone 시스템의 패키지 효율에 대한 이들의 효과를 나타낸다. 총 DNA는 0.6 ug/웰의 총 DNA 질량

이다. rAAV의 생산 역가는 형질감염 후 72시간째에 수득하였다.

도 14는 본 출원에 기술된 서열의 목록이다.[0201]

본원에서는, 2023년 2월 27일자로 생성되고 크기가 107kB인, 2037-004 US.xml로 칭해진, 2023년 3월 10일자로[0202]

제출된 서열 목록 xml 파일이 통합되어 있다.

상기 설명은 당업계의 통상의 기술자에게 본 출원을 어떻게 실시하는지를 교시하기 위한 목적을 위한 것이다.[0203]

이 설명을 읽으면 숙련된 작업자에게 명백해질 모든 분명한 변형 및 변이를 상세히 설명하도록 의도되지는 않는

다. 그러나, 그러한 모든 분명한 변형 및 변이는 하기 청구범위에 의해 정의되는, 본 출원의 범위 내에 포함되

는 것으로 의도된다. 본원에 설명된 임의의 특허 또는 특허 간행물은 그 전체가 참조로 명시적으로 통합된다.

청구범위는 문맥상 특별히 반대되는 내용을 나타내지 않는 한, 의도되는 목적을 충족시키는 데 효과적인 임의의

순서로 청구된 구성요소 및 단계를 포괄하는 것으로 의도된다.
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	 2037-004 US
	 
		 US
		 US 63/341,201
		 2022-05-12
	
	 AAVNERGENE INC.
	 WANG, Qizhao
	 COMPOSITIONS AND METHODS FOR RECOMBINANT ADENO-ASSOCIATED VIRUS (AAV) PRODUCTION
	 23
	 
		 
			 1275
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..1275
					 
						 
							 note
							 Synthetic: D2-1275 bp Ad2 sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..1275
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ccctggcttcgggttctatgtaaactccttcatgcgccgctgccctgataacatccaccaccgcagaataagccacacccagccaacctacacattcgttctgcgagtcacacacgggaggagcgggaagagctggaagaaccatgtttttttttttttattccaaaagattatccaaaacctcaaaatgaagatctattaagtgaacgcgctcccctccggtggcgtggtcaaactctacagccaaagaacagataatggcatttgtaagatgttgcacaatggcttccaaaaggcaaactgccctcacgtccaagtggacgtaaaggctaaacccttcagggtgaatctcctctataaacattccagcaccttcaaccatgcccaaataattttcatctcgccaccttatcaatatgtctctaagcaaatcccgaatattaagtccggccattgtaaaaatctgctccagagcgccctccaccttcagcctcaagcagcgaatcatgattgcaaaaattcaggttcctcacagacctgtataagattcaaaagcggaacattaacaaaaataccgcgatcccgtaggtcccttcgcagggccagctgaacataatcgtgcaggtctgcacggaccagcgcggccacttccccgccaggaaccatgacaaaagaacccacactgattatgacacgcatactcggagctatgctaaccagcgtagcccctatgtaagcttgttgcatgggcggcgatataaaatgcaaggtgctgctcaaaaaatcaggcaaagcctcgcgcaaaaaagcaagcacatcgtagtcatgctcatgcagataaaggcaggtaagttccggaaccaccacagaaaaagacaccatttttctctcaaacatgtctgcgggttcctgcattaaacacaaaataaaataacaaaaaaaaaaacatttaaacattagaagcctgtcttacaacaggaaaaacaacccttataagcataagacggactacggccatgccggcgtgaccgtaaaaaaactggtcaccgtgattaaaaagcaccaccgacagttcctcggtcatgtccggagtcataatgtaagactcggtaaacacatcaggttggttaacatcggtcagtgctaaaaagcgaccgaaatagcccgggggaatacatacccgcaggcgtagagacaacattacagcccccataggaggtataacaaaattaataggagagaaaaacacataaacacctgaaaaaccctcctgcc
		
	
	 
		 
			 711
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..711
					 
						 
							 note
							 Synthetic: D1-711 bp Ad2 sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..711
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctacatgggggtagagtcataatcgtgcatcaggatagggcggtggtgctgcagcagcgcgcgaataaactgctgccgccgccgctccgtcctgcaggaatacaacatggcagtggtctcctcagcgatgattcgcaccgcccgcagcatgagacgccttgtcctccgggcacagcagcgcaccctgatctcacttaaatcagcacagtaactgcagcacagcaccacaatattgttcaaaatcccacagtgcaaggcgctgtatccaaagctcatggcggggaccacagaacccacgtggccatcataccacaagcgcaggtagattaagtggcgacccctcataaacacgctggacataaacattacctcttttggcatgttgtaattcaccacctcccggtaccatataaacctctgattaaacatggcgccatccaccaccatcctaaaccagctggccaaaacctgcccgccggctatgcactgcagggaaccgggactggaacaatgacagtggagagcccaggactcgtaaccatggatcatcatgctcgtcatgatatcaatgttggcacaacacaggcacacgtgcatacacttcctcaggattacaagctcctcccgcgtcagaaccatatcccagggaacaacccattcctgaatcagcgtaaatcccacactgcagggaagacctcgcacgtaactcac
		
	
	 
		 
			 1194
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..1194
					 
						 
							 note
							 Synthetic: D3-1897 bp Ad2 sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..1194
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 tacaaatttgcgaaggtaagccgacgtccacagccccggagtgagtttcaaccccggagccgcggacttttcgtcaggcgagggaccctgcagctcaaaggtaccgataatttgactttcgctaagcagttgcgaattgcagaccagggagcggtgcggggtgcataggttgcagcgacagtgacactccagtaggccgtcaccgctcacgtcttccatgatgtcggagtggtaggcaaggtagttggctagctgcagaaggtagcagtgaccccaaagcggcggagggcattcacggtacttaatgggcacaaagtcgctaggaagcgcacagcaggtggcgggcagaattcctgaacgctctaggataaagttcctaaagttttgcaacatgctttgactggtgaagtctggcagaccctgttgcagggttttaagcaggcgttcggggaagataatgtccgccaggtgcgcggccacggagcgctcgttgaaggccgtccataggtccttcaagttttgctttagcagcttctgcagctcctttaggttgcgctcctccaggcattgctgccacacgcccatggccgtttgccaggtgtagcacagaaataagtaaacgcagtcgcggacgtagtcgcggcgcgcctcgcccttgagcgtggaatgaagcacgttttgcccgaggcggttttcgtgcaaaattccaaggtaggagaccaggttgcagagctccacgttggaaattttgcaggcctggcgcacgtagccctggcgaaaggtgtagtgcaacgtttcctctagcttgcgctgcatctccgggtcagcaaagaaccgctgcatgcactcaagctccacggtaacaagcactgcggccatcattagcttgcgtcgctcctccaagtcggcaggctcgcgcgtctcaagccagcgcgccagctgctcatcgccaactgcgggtaggccctcctcggtttgttcttgcaagtttgcatccctctccaggggtcgtgcacggcgcacgatcagctcgctcatgactgtgctcataaccttggggggtaggttaagtgccgggtaggcaaagtgggtgacctcgatgctgcgtttcagcacggctaggcgcgcgttgtcaccctcaagttccaccagcactccacagtgactttcattttcgctgttttcttgttgcag
		
	
	 
		 
			 1590
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..1590
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Codon optimized Ad2 E2a coding sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..1590
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atggccagtcgggaagaggagcagcgcgaaaccacccccgagcgcggacgcggtgcggcgcgacgtccaccaaccatggaggacgtgtcgtccccgtcgccgtcgccgccgcctccccgcgcgcccccaaaaaagagactgcggagacgcctggagtccgaggacgaggaagacagttcccaggacgctctggtgcctaggacaccatctccaagaccctccacttccaccgccgacctggccattgccagcaaaaaaaagaagaagaggccctcccctaaacctgaacgaccacccagcccagaagtgatcgtggactcagaggaagagcgcgaggacgtcgctctgcagatggtgggattcagcaatccacctgtgctcatcaagcacggcaaagggggaaaacggaccgtgcgcaggctgaacgaggatgatcctgtggcaaggggcatgaggacacaggaggagaaggaagaatcctccgaggccgagagcgagagcacagtgattaatccactgtccctgccaattgtgagcgcttgggagaagggaatggaggccgcccgggccctgatggacaagtaccacgtggacaacgacctgaaggctaatttcaaactgctgcctgaccaggtggaggccctggctgccgtgtgcaagacatggctgaatgaggagcatagagggctgcagctgacctttacatcaaacaagacctttgtgaccatgatgggcaggtttctgcaggcctacctgcaatctttcgccgaagtgacttacaagcaccacgagcccaccggctgcgccctgtggctgcacagatgcgccgagattgagggcgagctgaaatgcctgcacggctctatcatgattaacaaggagcacgtgatcgagatggatgtgacttccgaaaacggccagcgcgccctgaaggagcagtccagcaaggccaagatcgtgaagaacaggtggggcaggaacgtggtgcagatttctaacacagacgccagatgttgcgtgcatgacgccgcctgccctgccaatcagtttagcggcaagagctgcggaatgttcttcagcgagggagccaaggcgcaagtggccttcaagcagatcaaggccttcatgcaagccctgtatccaaatgcccagaccggccacggccacctcctgatgcccctgcgctgcgaatgtaactccaagcccggccacgcccctttcctgggcaggcagctgccaaaactgaccccttttgccctgagcaacgccgaagatctggatgccgatctgatcagcgacaagtccgtgctggcctccgttcaccaccccgccctgatcgtgttccagtgctgcaatcccgtgtacaggaatagcagagctcagggtggaggccccaactgcgacttcaagatctccgccccagatctgctgaacgctctcgtgatggtgcggagcctgtggtctgagaacttcacagagctgccccgcatggtggtgcccgagttcaagtggagcactaagcatcagtaccggaatgtgtctctgcccgtggcccactctgacgccagacagaatccttttgacttctga
		
	
	 
		 
			 529
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 REGION
					 1..529
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Wild-type Ad2 E2a amino acid sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..529
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MASREEEQRETTPERGRGAARRPPTMEDVSSPSPSPPPPRAPPKKRLRRRLESEDEEDSSQDALVPRTPSPRPSTSTADLAIASKKKKKRPSPKPERPPSPEVIVDSEEEREDVALQMVGFSNPPVLIKHGKGGKRTVRRLNEDDPVARGMRTQEEKEESSEAESESTVINPLSLPIVSAWEKGMEAARALMDKYHVDNDLKANFKLLPDQVEALAAVCKTWLNEEHRGLQLTFTSNKTFVTMMGRFLQAYLQSFAEVTYKHHEPTGCALWLHRCAEIEGELKCLHGSIMINKEHVIEMDVTSENGQRALKEQSSKAKIVKNRWGRNVVQISNTDARCCVHDAACPANQFSGKSCGMFFSEGAKAQVAFKQIKAFMQALYPNAQTGHGHLLMPLRCECNSKPGHAPFLGRQLPKLTPFALSNAEDLDADLISDKSVLASVHHPALIVFQCCNPVYRNSRAQGGGPNCDFKISAPDLLNALVMVRSLWSENFTELPRMVVPEFKWSTKHQYRNVSLPVAHSDARQNPFDF
		
	
	 
		 
			 7686
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..7686
					 
						 
							 note
							 Synthetic: mini-pHelper plasmid sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..7686
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggatccatcgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgcttacaatttaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggctgctctgatgccgccgtgttccggctgtcagcgcaggggcgcccggttctttttgtcaagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgcaagacgaggcagcgcggctatcgtggctggccacgacgggcgttccttgcgcagctgtactcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgccgagaaagtatccatcatggctgatgcaatgcggcggctgcatacgcttgatccggctacctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttcgccaggctcaaggcgagcatgcccgacggcgaggatctcgtcgtgacccatggcgatgcctgcttgccgaatatcatggtggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggccggctgggtgtggcggaccgctatcaggacatagcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggctgaccgcttcctcgtgctttacggtatcgccgctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttcttgacgagttcttctgactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgatcatatggtttaaacgtcgacgtaatccgtagatgtacctggacatccaggtgatgccggcggcggtggtggaggcgcgcggaaagtcgcggacgcggttccagatgttgcgcagcggcaaaaagtgctccatggtcgggacgctctggccggtgaggcgtgcgcagtcgttgacgctctagaccgtgcaaaaggagagcctgtaagcgggcactcttccgtggtctggtggataaattcgcaagggtatcatggcggacgaccggggttcgaaccccggatccggccgtccgccgtgatccatgcggttaccgcccgcgtgtcgaacccaggtgtgcgacgtcagacaacgggggagcgctccttttggcttccttccaggcgcggcggctgctgcgctagcttttttggccactggccgcgcgcggcgtaagcggttaggctggaaagcgaaagcattaagtggctcgctccctgtagccggagggttattttccaagggttgagtcgcaggacccccggttcgagtctcgggccggccggactgcggcgaacgggggtttgcctccccgtcatgcaagaccccgcttgcaaattcctccggaaacagggacgagccccttttttgcttttcccagatgcatccggtgctgcggcagatgcgcccccctcctcagcagcggcaagagcaagagcagcggcagacatgcagggcaccctccccttctcctaccgcgtcaggaggggcaacatcctacatcgattctagtgaatccacagaaactagcgaggtaagcacttactctatgtcttttacatggtcctgggaaagtggaaaatacaccactgaaacttttgctaccaactcttacaccttctcctacattgcccaggaataaagaatcgtgaacctgttgcatgttatgtttcaacgtgtttatttttcaattgcagaaaatttcaagtcatttttcattcagtagtatagccccaccaccacatagcttatattgatcaccgtaccttaatcaaactcacagaaccctagtattcaacctgccacctccctcccaacacacagagtacacagtcctttctccccggctggccttaaaaagcatcatatcatgggtaacagacatattcttaggtgttatattccacacggtttcctgtcgagccaaacgctcatcagtgatattaataaactccccgggcagctcgcttaagttcatgtcgctgtccagctgctgagccacaggctgctgtccaacttgcggttgctcaacgggcggcgaaggggaagtccacgcgttgtgcattgtcaaagtgttacattcgggcagcagcggatgatcctccagtatggtagcgcgggtctctgtctcaaaaggaggtaggcgatccctactgtacggagtgcgccgagacaaccgagatcgtgttggtcgtagtgtcatgccaaatggaacgccggacgtagtcatatttcctgaagcaaaaccaggtgcgggcgtgacaaacagatctgcgtctccggtctggtcgcttagctcgctctgtgtagtagttgtagtatatccactctctcaaagcatccaggcgcctaggcaaaatagcaccctcccgctccagaacaacatacagcgcttccacagcggcagccataacagtcagccttaccagtaaaaaaacctattaaaaaacaccactcgacacggcaccagctcaatcagtcacagtgtaaaaagggccaagtacagagcgagtatatataggactaaaaaatgacgtaacggttaaagtccacaaaaaacacccagaaaaccgcacgcgaacctacgcccagaaacgaaagccaaaaaacccacaacttcctcaaatcttcacttccgttttcccacgatacgtcacttcccattttaaaaaaactacaattcccaatacatgcaagttactccgccctaaaacgcccgggcgaccgcaccctgtgacgaaagccgcccgcaagctgcgcccctgagttagtcatctgaacttcggcctgggcgtctctgggaagtaccacagtggtgggagcgggactttcctggtacaccagggcagcgggccaactacggggattaaggttattacgaggtgtggtggtaatagccgcctgttcgaggagaattcggtttcggtgggcgcggattccgttgacccgggatatcatgtggggtcccgcgctcatgtagtttattcgggttgagtagtcttgggcagctccagccgcaagtcccatttgtggctggtaactccacatgtagggcgtgggaatttccttgctcataatggcgctgacgacaggtgctggcgccgggtgtggccgctggagatgacgtagttttcgcgcttaaatttgagaaagggcgcgaaactagtccttaagagtcagcgcgcagtatttgctgaagagagcctccgcgtcttccagcgtgcgccgaagctgatcttcgcttttgtgatacaggcagctgcgggtgagggagcgcagagacctgttttttattttcagctcttgttcttggcccctgctttgttgaaatatagcatacagagtgggaaaaatcctatttctaagctcgcgggtcgatacgggttcgttgggcgccagacgcagcgctcctcctcctgctgctgccgccgctgtggatttcttgggctttgtcagagtcttgctatccggtcgcctttgcttctgtgtgaccgctgctgttgctgccgctgccgctgccgccggtgcagtaggggctgtagagatgacggtagtaatgcaggatgttacgggggaaggccacgccgtgatggtagagaagaaagcggcgggcgaaggagatgttgcccccacagtcttgcaagcaagcaactatggcgttcttgtgcccgcgccacgagcggtagccttggcgctgttgttgctcttgggctaacggcggcggctgcttagacttaccggccctggttccagtggtgtcccatctacggttgggtcggcgaacaggcagtgccggcggcgcctgaggagcggaggttgtagcgatgctgggaacggttgccaatttctggggcgccggcgaggggaatgcgaccgagggtgacggtgtttcgtctgacacctcttcggcctcggaagcttcgtctaggctgtcccagtcttccatcatctcctcctcctcgtccaaaacctcctctgcctgactgtcccagtattcctcctcgtccgtgggtggcggcggcggcagctgcagcttctttttgggtgccatcctgggaagcaagggcccgcggctgctgatagggctgcggcggcggggggattgggttgagctcctcgccggactgggggtccaggtaaaccccccgtccctttcgtagcagaaactcttggcgggctttgttgatggcttgcaattggccaaggatgtggccctgggtaatgacgcaggcggtaagctccgcatttggcgggcgggattggtcttcgtagaacctaatctcgtgggcgtggtagtcctcagggagaaggaaatggccagtcgggaagaggagcagcgcgaaaccacccccgagcgcggacgcggtgcggcgcgacgtccaccaaccatggaggacgtgtcgtccccgtcgccgtcgccgccgcctccccgcgcgcccccaaaaaagagactgcggagacgcctggagtccgaggacgaggaagacagttcccaggacgctctggtgcctaggacaccatctccaagaccctccacttccaccgccgacctggccattgccagcaaaaaaaagaagaagaggccctcccctaaacctgaacgaccacccagcccagaagtgatcgtggactcagaggaagagcgcgaggacgtcgctctgcagatggtgggattcagcaatccacctgtgctcatcaagcacggcaaagggggaaaacggaccgtgcgcaggctgaacgaggatgatcctgtggcaaggggcatgaggacacaggaggagaaggaagaatcctccgaggccgagagcgagagcacagtgattaatccactgtccctgccaattgtgagcgcttgggagaagggaatggaggccgcccgggccctgatggacaagtaccacgtggacaacgacctgaaggctaatttcaaactgctgcctgaccaggtggaggccctggctgccgtgtgcaagacatggctgaatgaggagcatagagggctgcagctgacctttacatcaaacaagacctttgtgaccatgatgggcaggtttctgcaggcctacctgcaatctttcgccgaagtgacttacaagcaccacgagcccaccggctgcgccctgtggctgcacagatgcgccgagattgagggcgagctgaaatgcctgcacggctctatcatgattaacaaggagcacgtgatcgagatggatgtgacttccgaaaacggccagcgcgccctgaaggagcagtccagcaaggccaagatcgtgaagaacaggtggggcaggaacgtggtgcagatttctaacacagacgccagatgttgcgtgcatgacgccgcctgccctgccaatcagtttagcggcaagagctgcggaatgttcttcagcgagggagccaaggcgcaagtggccttcaagcagatcaaggccttcatgcaagccctgtatccaaatgcccagaccggccacggccacctcctgatgcccctgcgctgcgaatgtaactccaagcccggccacgcccctttcctgggcaggcagctgccaaaactgaccccttttgccctgagcaacgccgaagatctggatgccgatctgatcagcgacaagtccgtgctggcctccgttcaccaccccgccctgatcgtgttccagtgctgcaatcccgtgtacaggaatagcagagctcagggtggaggccccaactgcgacttcaagatctccgccccagatctgctgaacgctctcgtgatggtgcggagcctgtggtctgagaacttcacagagctgccccgcatggtggtgcccgagttcaagtggagcactaagcatcagtaccggaatgtgtctctgcccgtggcccactctgacgccagacagaatccttttgacttctgaacggcgcagacggcaagggtggggggtaaataatcacccgagagtgtacaaataaaaacatttgcctttattgaaagtgtctcctagtacattatttttacatgtttttcaagtgacaaaaagaagtggcgctcctaatctgcgcactgtggctgcggaagtagggcgagtggcgctccaggaagctgtagagctgttcctggttgcgacgcagggtgggctgtacctggggactgttaagcatggagttgggtacc
		
	
	 
		 
			 453
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..453
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Codon optimized Ad2 E4orf6/7 coding sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..453
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgaccacaagcggcgtgccctttggcatgaccctgaggccaaccaggagcaggctgtccagacgcacaccatacagcagggaccggctgcctcctttcgagacagagaccagagccactatcctcgaggatcatcctctgctgcctgagtgcaatacactgaccatgcacaatgcctggacctccccttccccccccgtggaacagccacaggtgggacagcagcctgtggcccagcagctggacagcgacatgaacctgagcgaactgcccggcgagttcatcaatatcaccgacgagagactggccagacaggagaccgtgtggaatatcacccccaaaaatatgagcgtgacccacgacatgatgctgttcaaagccagccggggcgagagaaccgtgtacagcgtgtgctgggagggcggcggaagactgaatactagggtgctgtga
		
	
	 
		 
			 150
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 REGION
					 1..150
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Wild-type Ad2 E4orf6/7 amino acid sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..150
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MTTSGVPFGMTLRPTRSRLSRRTPYSRDRLPPFETETRATILEDHPLLPECNTLTMHNAWTSPSPPVEQPQVGQQPVAQQLDSDMNLSELPGEFINITDERLARQETVWNITPKNMSVTHDMMLFKASRGERTVYSVCWEGGGRLNTRVL
		
	
	 
		 
			 7674
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..7674
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Mini pHelper 1.0
						
					
				
				 
					 source
					 1..7674
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 tttggcttccttccaggcgcggcggctgctgcgctagcttttttggccactggccgcgcgcggcgtaagcggttaggctggaaagcgaaagcattaagtggctcgctccctgtagccggagggttattttccaagggttgagtcgcaggacccccggttcgagtctcgggccggccggactgcggcgaacgggggtttgcctccccgtcatgcaagaccccgcttgcaaattcctccggaaacagggacgagccccttttttgcttttcccagatgcatccggtgctgcggcagatgcgcccccctcctcagcagcggcaagagcaagagcagcggcagacatgcagggcaccctccccttctcctaccgcgtcaggaggggcaacatcctacatcgattctagtgaatccacagaaactagcgaggtaagcacttactctatgtcttttacatggtcctgggaaagtggaaaatacaccactgaaacttttgctaccaactcttacaccttctcctacattgcccaggaataaagaatcgtgaacctgttgcatgttatgtttcaacgtgtttatttttcaattgcagaaaatttcaagtcatttttcattcagtagtatagccccaccaccacatagcttatattgatcaccgtaccttaatcaaactcacagaaccctagtattcaacctgccacctccctcccaacacacagagtacacagtcctttctccccggctggccttaaaaagcatcatatcatgggtaacagacatattcttaggtgttatattccacacggtttcctgtcgagccaaacgctcatcagtgatattaataaactccccgggcagctcgcttaagttcatgtcgctgtccagctgctgagccacaggctgctgtccaacttgcggttgctcaacgggcggcgaaggggaagtccacgcctacatgggggtagagtcataatcgtgcatcaggatagggcggtggtgctgcagcagcgcgcgaataaactgctgccgccgccgctccgtcctgcaggaatacaacatggcagtggtctcctcagcgatgattcgcaccgcccgcagcatgagacgccttgtcctccgggcacagcagcgcaccctgatctcacttaaatcagcacagtaactgcagcacagcaccacaatattgttcaaaatcccacagtgcaaggcgctgtatccaaagctcatggcggggaccacagaacccacgtggccatcataccacaagcgcaggtagattaagtggcgacccctcataaacacgctggacataaacattacctcttttggcatgttgtaattcaccacctcccggtaccatataaacctctgattaaacatggcgccatccaccaccatcctaaaccagctggccaaaacctgcccgccggctatgcactgcagggaaccgggactggaacaatgacagtggagagcccaggactcgtaaccatggatcatcatgctcgtcatgatatcaatgttggcacaacacaggcacacgtgcatacacttcctcaggattacaagctcctcccgcgtcagaaccatatcccagggaacaacccattcctgaatcagcgtaaatcccacactgcagggaagacctcgcacgtaactcacgttgtgcattgtcaaagtgttacattcgggcagcagcggatgatcctccagtatggtagcgcgggtctctgtctcaaaaggaggtaggcgatccctactgtacggagtgcgccgagacaaccgagatcgtgttggtcgtagtgtcatgccaaatggaacgccggacgtagtcatatttcctgaagcaaaaccaggtgcgggcgtgacaaacagatctgcgtctccggtctcgtcgcttagctcgctctgtgtagtagttgtagtatatccactctctcaaagcatccaggcgcctaggcaaaatagcaccctcccgctccagaacaacatacagcgcttccacagcggcagccataacagtcagccttaccagtaaaaaaacctattaaaaaacaccactcgacacggcaccagctcaatcagtcacagtgtaaaaagggccaagtacagagcgagtatatataggactaaaaaatgacgtaacggttaaagtccacaaaaaacacccagaaaaccgcacgcgaacctacgcccagaaacgaaagccaaaaaacccacaacttcctcaaatcttcacttccgttttcccacgatacgtcacttcccattttaaaaaaactacaattcccaatacatgcaagttactccgccctaaaacgcccgggcgaccgcaccctgtgacgaaagccgcccgcaagctgcgcccctgagttagtcatctgaacttcggcctgggcgtctctgggaagtaccacagtggtgggagcgggactttcctggtacaccagggcagcgggccaactacggggattaaggttattacgaggtgtggtggtaatagccgcctgttcgaggagaattcggtttcggtgggcgcggattccgttgacccgggatatcatgtggggtcccgcgctcatgtagtttattcgggttgagtagtcttgggcagctccagccgcaagtcccatttgtggctggtaactccacatgtagggcgtgggaatttccttgctcataatggcgctgacgacaggtgctggcgccgggtgtggccgctggagatgacgtagttttcgcgcttaaatttgagaaagggcgcgaaactagtccttaagagtcagcgcgcagtatttgctgaagagagcctccgcgtcttccagcgtgcgccgaagctgatcttcgcttttgtgatacaggcagctgcgggtgagggagcgcagagacctgttttttattttcagctcttgttcttggcccctgctttgttgaaatatagcatacagagtgggaaaaatcctatttctaagctcgcgggtcgatacgggttcgttgggcgccagacgcagcgctcctcctcctgctgctgccgccgctgtggatttcttgggctttgtcagagtcttgctatccggtcgcctttgcttctgtgtgaccgctgctgttgctgccgctgccgctgccgccggtgcagtaggggctgtagagatgacggtagtaatgcaggatgttacgggggaaggccacgccgtgatggtagagaagaaagcggcgggcgaaggagatgttgcccccacagtcttgcaagcaagcaactatggcgttcttgtgcccgcgccacgagcggtagccttggcgctgttgttgctcttgggctaacggcggcggctgcttagacttaccggccctggttccagtggtgtcccatctacggttgggtcggcgaacaggcagtgccggcggcgcctgaggagcggaggttgtagcgatgctgggaacggttgccaatttctggggcgccggcgaggggaatgcgaccgagggtgacggtgtttcgtctgacacctcttcggcctcggaagcttcgtctaggctgtcccagtcttccatcatctcctcctcctcgtccaaaacctcctctgcctgactgtcccagtattcctcctcgtccgtgggtggcggcggcggcagctgcagcttctttttgggtgccatcctgggaagcaagggcccgcggctgctgatagggctgcggcggcggggggattgggttgagctcctcgccggactgggggtccaggtaaaccccccgtccctttcgtagcagaaactcttggcgggctttgttgatggcttgcaattggccaaggatgtggccctgggtaatgacgcaggcggtaagctccgcatttggcgggcgggattggtcttcgtagaacctaatctcgtgggcgtggtagtcctcagggagaaggaaatggccagtcgggaagaggagcagcgcgaaaccacccccgagcgcggacgcggtgcggcgcgacgtccaccaaccatggaggacgtgtcgtccccgtcgccgtcgccgccgcctccccgcgcgcccccaaaaaagagactgcggagacgcctggagtccgaggacgaggaagacagttcccaggacgctctggtgcctaggacaccatctccaagaccctccacttccaccgccgacctggccattgccagcaaaaaaaagaagaagaggccctcccctaaacctgaacgaccacccagcccagaagtgatcgtggactcagaggaagagcgcgaggacgtcgctctgcagatggtgggattcagcaatccacctgtgctcatcaagcacggcaaagggggaaaacggaccgtgcgcaggctgaacgaggatgatcctgtggcaaggggcatgaggacacaggaggagaaggaagaatcctccgaggccgagagcgagagcacagtgattaatccactgtccctgccaattgtgagcgcttgggagaagggaatggaggccgcccgggccctgatggacaagtaccacgtggacaacgacctgaaggctaatttcaaactgctgcctgaccaggtggaggccctggctgccgtgtgcaagacatggctgaatgaggagcatagagggctgcagctgacctttacatcaaacaagacctttgtgaccatgatgggcaggtttctgcaggcctacctgcaatctttcgccgaagtgacttacaagcaccacgagcccaccggctgcgccctgtggctgcacagatgcgccgagattgagggcgagctgaaatgcctgcacggctctatcatgattaacaaggagcacgtgatcgagatggatgtgacttccgaaaacggccagcgcgccctgaaggagcagtccagcaaggccaagatcgtgaagaacaggtggggcaggaacgtggtgcagatttctaacacagacgccagatgttgcgtgcatgacgccgcctgccctgccaatcagtttagcggcaagagctgcggaatgttcttcagcgagggagccaaggcgcaagtggccttcaagcagatcaaggccttcatgcaagccctgtatccaaatgcccagaccggccacggccacctcctgatgcccctgcgctgcgaatgtaactccaagcccggccacgcccctttcctgggcaggcagctgccaaaactgaccccttttgccctgagcaacgccgaagatctggatgccgatctgatcagcgacaagtccgtgctggcctccgttcaccaccccgccctgatcgtgttccagtgctgcaatcccgtgtacaggaatagcagagctcagggtggaggccccaactgcgacttcaagatctccgccccagatctgctgaacgctctcgtgatggtgcggagcctgtggtctgagaacttcacagagctgccccgcatggtggtgcccgagttcaagtggagcactaagcatcagtaccggaatgtgtctctgcccgtggcccactctgacgccagacagaatccttttgacttctgaacggcgcagacggcaagggtggggggtaaataatcacccgagagtgtacaaataaaaacatttgcctttattgaaagtgtctcctagtacattatttttacatgtttttcaagtgacaaaaagaagtggcgctcctaatctgcgcactgtggctgcggaagtagggcgagtggcgctccaggaagctgtagagctgttcctggttgcgacgcagggtgggctgtacctggggactgttaagcatggagttgggtaccggatccatcgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgcttacaatttaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgattgacggtatcgccgctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttcttgacgagttcttctgactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgatcatatggtttaaacgtcgacgtaatccgtagatgtacctggacatccaggtgatgccggcggcggtggtggaggcgcgcggaaagtcgcggacgcggttccagatgttgcgcagcggcaaaaagtgctccatggtcgggacgctctggccggtgaggcgtgcgcagtcgttgacgctctagaccgtgcaaaaggagagcctgtaagcgggcactcttccgtggtctggtggataaattcgcaagggtatcatggcggacgaccggggttcgaaccccggatccggccgtccgccgtgatccatgcggttaccgcccgcgtgtcgaacccaggtgtgcgacgtcagacaacgggggagcgctcct
		
	
	 
		 
			 12968
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..12968
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Mini-pHelper-AAV2
						
					
				
				 
					 source
					 1..12968
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggtacccaactccatgcttaacagtccccaggtacagcccaccctgcgtcgcaaccaggaacagctctacagcttcctggagcgccactcgccctacttccgcagccacagtgcgcagattaggagcgccacttctttttgtcacttgaaaaacatgtaaaaataatgtactaggagacactttcaataaaggcaaatgtttttatttgtacactctcgggtgattatttaccccccacccttgccgtctgcgccgttcagaagtcaaaaggattctgtctggcgtcagagtgggccacgggcagagacacattccggtactgatgcttagtgctccacttgaactcgggcaccaccatgcggggcagctctgtgaagttctcagaccacaggctccgcaccatcacgagagcgttcagcagatctggggcggagatcttgaagtcgcagttggggcctccaccctgagctctgctattcctgtacacgggattgcagcactggaacacgatcagggcggggtggtgaacggaggccagcacggacttgtcgctgatcagatcggcatccagatcttcggcgttgctcagggcaaaaggggtcagttttggcagctgcctgcccaggaaaggggcgtggccgggcttggagttacattcgcagcgcaggggcatcaggaggtggccgtggccggtctgggcatttggatacagggcttgcatgaaggccttgatctgcttgaaggccacttgcgccttggctccctcgctgaagaacattccgcagctcttgccgctaaactgattggcagggcaggcggcgtcatgcacgcaacatctggcgtctgtgttagaaatctgcaccacgttcctgccccacctgttcttcacgatcttggccttgctggactgctccttcagggcgcgctggccgttttcggaagtcacatccatctcgatcacgtgctccttgttaatcatgatagagccgtgcaggcatttcagctcgccctcaatctcggcgcatctgtgcagccacagggcgcagccggtgggctcgtggtgcttgtaagtcacttcggcgaaagattgcaggtaggcctgcagaaacctgcccatcatggtcacaaaggtcttgtttgatgtaaaggtcagctgcagccctctatgctcctcattcagccatgtcttgcacacggcagccagggcctccacctggtcaggcagcagtttgaaattagccttcaggtcgttgtccacgtggtacttgtccatcagggcccgggcggcctccattcccttctcccaagcgctcacaattggcagggacagtggattaatcactgtgctctcgctctcggcctcggaggattcttccttctcctcctgtgtcctcatgccccttgccacaggatcatcctcgttcagcctgcgcacggtccgttttccccctttgccgtgcttgatgagcacaggtggattgctgaatcccaccatctgcagagcgacgtcctcgcgctcttcctctgagtccacgatcacttctgggctgggtggtcgttcaggtttaggggagggcctcttcttcttttttttgctggcaatggccaggtcggcggtggaagtggagggtcttggagatggtgtcctaggcaccagagcgtcctgggaactgtcttcctcgtcctcggactccaggcgtctccgcagtctcttttttgggggcgcgcggggaggcggcggcgacggcgacggggacgacacgtcctccatggttggtggacgtcgcgccgcaccgcgtccgcgctcgggggtggtttcgcgctgctcctcttcccgactggccatttccttctccctgaggactaccacgcccacgagattaggttctacgaagaccaatcccgcccgccaaatgcggagcttaccgcctgcgtcattacccagggccacatccttggccaattgcaagccatcaacaaagcccgccaagagtttctgctacgaaagggacggggggtttacctggacccccagtccggcgaggagctcaacccaatccccccgccgccgcagccctatcagcagccgcgggcccttgcttcccaggatggcacccaaaaagaagctgcagctgccgccgccgccacccacggacgaggaggaatactgggacagtcaggcagaggaggttttggacgaggaggaggagatgatggaagactgggacagcctagacgaagcttccgaggccgaagaggtgtcagacgaaacaccgtcaccctcggtcgcattcccctcgccggcgccccagaaattggcaaccgttcccagcatcgctacaacctccgctcctcaggcgccgccggcactgcctgttcgccgacccaaccgtagatgggacaccactggaaccagggccggtaagtctaagcagccgccgccgttagcccaagagcaacaacagcgccaaggctaccgctcgtggcgcgggcacaagaacgccatagttgcttgcttgcaagactgtgggggcaacatctccttcgcccgccgctttcttctctaccatcacggcgtggccttcccccgtaacatcctgcattactaccgtcatctctacagcccctactgcaccggcggcagcggcagcggcagcaacagcagcggtcacacagaagcaaaggcgaccggatagcaagactctgacaaagcccaagaaatccacagcggcggcagcagcaggaggaggagcgctgcgtctggcgcccaacgaacccgtatcgacccgcgagcttagaaataggatttttcccactctgtatgctatatttcaacaaagcaggggccaagaacaagagctgaaaataaaaaacaggtctctgcgctccctcacccgcagctgcctgtatcacaaaagcgaagatcagcttcggcgcacgctggaagacgcggaggctctcttcagcaaatactgcgcgctgactcttaaggactagtttcgcgccctttctcaaatttaagcgcgaaaactacgtcatctccagcggccacacccggcgccagcacctgtcgtcagcgccattatgagcaaggaaattcccacgccctacatgtggagttaccagccacaaatgggacttgcggctggagctgcccaagactactcaacccgaataaactacatgagcgcgggaccccacatgatatcccgggtcaacggaatccgcgcccaccgaaaccgaattctcctcgaacaggcggctattaccaccacacctcgtaataaccttaatccccgtagttggcccgctgccctggtgtaccaggaaagtcccgctcccaccactgtggtacttcccagagacgcccaggccgaagttcagatgactaactcaggggcgcagcttgcgggcggctttcgtcacagggtgcggtcgcccgggcgttttagggcggagtaacttgcatgtattgggaattgtagtttttttaaaatgggaagtgacgtatcgtgggaaaacggaagtgaagatttgaggaagttgtgggttttttggctttcgtttctgggcgtaggttcgcgtgcggttttctgggtgttttttgtggactttaaccgttacgtcattttttagtcctatatatactcgctctgtacttggccctttttacactgtgactgattgagctggtgccgtgtcgagtggtgttttttaataggtttttttactggtaaggctgactgttatggctgccgctgtggaagcgctgtatgttgttctggagcgggagggtgctattttgcctaggcgcctggatgctttgagagagtggatatactacaactactacacagagcgagctaagcgacgagaccggagacgcagatctgtttgtcacgcccgcacctggttttgcttcaggaaatatgactacgtccggcgttccatttggcatgacactacgaccaacacgatctcggttgtctcggcgcactccgtacagtagggatcgcctacctccttttgagacagagacccgcgctaccatactggaggatcatccgctgctgcccgaatgtaacactttgacaatgcacaacgtgagttacgtgcgaggtcttccctgcagtgtgggatttacgctgattcaggaatgggttgttccctgggatatggttctgacgcgggaggagcttgtaatcctgaggaagtgtatgcacgtgtgcctgtgttgtgccaacattgatatcatgacgagcatgatgatccatggttacgagtcctgggctctccactgtcattgttccagtcccggttccctgcagtgcatagccggcgggcaggttttggccagctggtttaggatggtggtggatggcgccatgtttaatcagaggtttatatggtaccgggaggtggtgaattacaacatgccaaaagaggtaatgtttatgtccagcgtgtttatgaggggtcgccacttaatctacctgcgcttgtggtatgatggccacgtgggttctgtggtccccgccatgagctttggatacagcgccttgcactgtgggattttgaacaatattgtggtgctgtgctgcagttactgtgctgatttaagtgagatcagggtgcgctgctgtgcccggaggacaaggcgtctcatgctgcgggcggtgcgaatcatcgctgaggagaccactgccatgttgtattcctgcaggacggagcggcggcggcagcagtttattcgcgcgctgctgcagcaccaccgccctatcctgatgcacgattatgactctacccccatgtaggcgtggacttccccttcgccgcccgttgagcaaccgcaagttggacagcagcctgtggctcagcagctggacagcgacatgaacttaagcgagctgcccggggagtttattaatatcactgatgagcgtttggctcgacaggaaaccgtgtggaatataacacctaagaatatgtctgttacccatgatatgatgctttttaaggccagccggggagaaaggactgtgtactctgtgtgttgggagggaggtggcaggttgaatactagggttctgtgagtttgattaaggtacggtgatcaatataagctatgtggtggtggggctatactactgaatgaaaaatgacttgaaattttctgcaattgaaaaataaacacgttgaaacataacatgcaacaggttcacgattctttattcctgggcaatgtaggagaaggtgtaagagttggtagcaaaagtttcagtggtgtattttccactttcccaggaccatgtaaaagacatagagtaagtgcttacctcgctagtttctgtggattcactagagcggccgcggtcctgtattagaggtcaacgtgagtgttttgcgacattttgcgacaccatgtggtcacgctgaggtatatatggccgagtgagcgagcaggatgcaacctccattttgaccgcgaaatttgaacgagcagccgccatgccggggttttacgagattgtgattaaggtccccagcgaccttgacgagcatctgcccggcatttctgacagctttgtgaactgggtggccgagaaggaatgggagttgccgccagattctgacatggatctgaatctgattgagcaggcacccctgaccgtggccgagaagctgcagcgcgactttctgacggaatggcgccgtgtgagtaaggcaccggaggcccttttctttgtgcaatttgagaagggagagagctacttccacatgcacgtgctcgtggaaaccaccggggtgaaatccatggttttgggacgtttcctgagtcagattcgcgaaaaactgattcagagaatttaccgcgggatcgagccgactttgccaaactggttcgcggtcacaaagaccagaaatggcgccggaggcgggaacaaggtggtggatgagtgctacatccccaattacttgctccccaaaacccagcctgagctccagtgggcgtggactaatatggaacagtatttaagcgcctgtttgaatctcacggagcgtaaacggttggtggcgcagcatctgacgcacgtgtcgcagacgcaggagcagaacaaagagaatcagaatcccaattctgatgcgccggtgatcagatcaaaaacttcagccaggtacatggagctggtcgggtggctcgtggacaaggggattacctcggagaagcagtggatccaggaggaccaggcctcatacatctccttcaatgcggcctccaactcgcggtcccaaatcaaggctgccttggacaatgcgggaaagattatgagcctgactaaaaccgcccccgactacctggtgggccagcagcccgtggaggacatttccagcaatcggatttataaaattttggaactaaacgggtacgatccccaatatgcggcttccgtctttctgggatgggccacgaaaaagttcggcaagaggaacaccatctggctgtttgggcctgcaactaccgggaagaccaacatcgcggaggccatagcccacactgtgcccttctacgggtgcgtaaactggaccaatgagaactttcccttcaacgactgtgtcgacaagatggtgatctggtgggaggaggggaagatgaccgccaaggtcgtggagtcggccaaagccattctcggaggaagcaaggtgcgcgtggaccagaaatgcaagtcctcggcccagatagacccgactcccgtgatcgtcacctccaacaccaacatgtgcgccgtgattgacgggaactcaacgaccttcgaacaccagcagccgttgcaagaccggatgttcaaatttgaactcacccgccgtctggatcatgactttgggaaggtcaccaagcaggaagtcaaagactttttccggtgggcaaaggatcacgtggttgaggtggagcatgaattctacgtcaaaaagggtggagccaagaaaagacccgcccccagtgacgcagatataagtgagcccaaacgggtgcgcgagtcagttgcgcagccatcgacgtcagacgcggaagcttcgatcaactacgcagacaggtacgtaaacaaatgttctcgtcacgtgggcatgaatctgatgctgtttccctgcagacaatgcgagagaatgaatcagaattcaaatatctgcttcactcacggacagaaagactgtttagagtgctttcccgtgtcagaatctcaacccgtttctgtcgtcaaaaaggcgtatcagaaactgtgctacattcatcatatcatgggaaaggtgccagacgcttgcactgcctgcgatctggtcaatgtggatttggatgactgcatctttgaacaataaatgatttaaatcaggtatggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacactctctctgaaggaataagacagtggtggaagctcaaacctggcccaccaccaccaaagcccgcagagcggcataaggacgacagcaggggtcttgtgcttcctgggtacaagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggagagccggtcaacgaggcagacgccgcggccctcgagcacgacaaagcctacgaccggcagctcgacagcggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgcggagtttcaggagcgccttaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcggacgagcagtcttccaggcgaaaaagagggttcttgaacctctgggcctggttgaggaacctgttaagacggctccgggaaaaaagaggccggtagagcactctcctgtggagccagactcctcctcgggaaccggaaaggcgggccagcagcctgcaagaaaaagattgaattttggtcagactggagacgcagactcagtacctgacccccagcctctcggacagccaccagcagccccctctggtctgggaactaatacgatggctacaggcagtggcgcaccaatggcagacaataacgagggcgccgacggagtgggtaattcctcgggaaattggcattgcgattccacatggatgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgaacctgggccctgcccacctacaacaaccacctctacaaacaaatttccagccaatcaggagcctcgaacgacaatcactactttggctacagcaccccttgggggtattttgacttcaacagattccactgccacttttcaccacgtgactggcaaagactcatcaacaacaactggggattccgacccaagagactcaacttcaagctctttaacattcaagtcaaagaggtcacgcagaatgacggtacgacgacgattgccaataaccttaccagcacggttcaggtgtttactgactcggagtaccagctcccgtacgtcctcggctcggcgcatcaaggatgcctcccgccgttcccagcagacgtcttcatggtgccacagtatggatacctcaccctgaacaacgggagtcaggcagtaggacgctcttcattttactgcctggagtactttccttctcagatgctgcgtaccggaaacaactttaccttcagctacacttttgaggacgttcctttccacagcagctacgctcacagccagagtctggaccgtctcatgaatcctctcatcgaccagtacctgtattacttgagcagaacaaacactccaagtggaaccaccacgcagtcaaggcttcagttttctcaggccggagcgagtgacattcgggaccagtctaggaactggcttcctggaccctgttaccgccagcagcgagtatcaaagacatctgcggataacaacaacagtgaatactcgtggactggagctaccaagtaccacctcaatggcagagactctctggtgaatccgggcccggccatggcaagccacaaggacgatgaagaaaagttttttcctcagagcggggttctcatctttgggaagcaaggctcagagaaaacaaatgtggacattgaaaaggtcatgattacagacgaagaggaaatcaggacaaccaatcccgtggctacggagcagtatggttctgtatctaccaacctccagagaggcaacagacaagcagctaccgcagatgtcaacacacaaggcgttcttccaggcatggtctggcaggacagagatgtgtaccttcaggggcccatctgggcaaagattccacacacggacggacattttcacccctctcccctcatgggtggattcggacttaaacaccctcctccacagattctcatcaagaacaccccggtaccagcgaatccttcgaccaccttcagtgcggcaaagtttgcttccttcatcacacagtactccacgggacaggtcagcgtggagatcgagtgggagctgcagaaggaaaacagcaaacgctggaatcccgaaattcagtacacttccaactacaacaagtctgttaatgtggactttactgtggacactaatggcgtgtattcagagcctcgccccattggcaccagatacctgactcgtaatctgtaacaattgcttgttaatcaataaaccgtttaattcgtttcagttgaactttggtctctgcgtatttctttcttatctagtttccatgctctaggatccactagtaacggccgccagtgtgctggaattcggctttgtagttaatgattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctagaggtcctgtattagaggtcacgtgagtgttttgcgacattttgcgacaccatgtggtcacgctgggtatttaagcccgagtgagcacgcagggtctccattttgaagcgggaggtttgaacgcgcagccgccaagccgaattctgcagatctatcgatgtaggatgttgcccctcctgacgcggtaggagaaggggagggtgccctgcatgtctgccgctgctcttgctcttgccgctgctgaggaggggggcgcatctgccgcagcaccggatgcatctgggaaaagcaaaaaaggggctcgtccctgtttccggaggaatttgcaagcggggtcttgcatgacggggaggcaaacccccgttcgccgcagtccggccggcccgagactcgaaccgggggtcctgcgactcaacccttggaaaataaccctccggctacagggagcgagccacttaatgctttcgctttccagcctaaccgcttacgccgcgcgcggccagtggccaaaaaagctagcgcagcagccgccgcgcctggaaggaagccaaaaggagcgctcccccgttgtctgacgtcgcacacctgggttcgacacgcgggcggtaaccgcatggatcacggcggacggccggatccggggttcgaaccccggtcgtccgccatgatacccttgcgaatttatccaccagaccacggaagagtgcccgcttacaggctctccttttgcacggtctagagcgtcaacgactgcgcacgcctcaccggccagagcgtcccgaccatggagcactttttgccgctgcgcaacatctggaaccgcgtccgcgactttccgcgcgcctccaccaccgccgccggcatcacctggatgtccaggtacatctacggattacgtcgacgtttaaaccatatgatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagtcagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgcgctgcgaatcgggagcggcgataccgtaaagcacgaggaagcggtcagcccattcgccgccaagctcttcagcaatatcacgggtagccaacgctatgtcctgatagcggtccgccacacccagccggccacagtcgatgaatccagaaaagcggccattttccaccatgatattcggcaagcaggcatcgccatgggtcacgacgagatcctcgccgtcgggcatgctcgccttgagcctggcgaacagttcggctggcgcgagcccctgatgctcttcgtccagatcatcctgatcgacaagaccggcttccatccgagtacgtgctcgctcgatgcgatgtttcgcttggtggtcgaatgggcaggtagccggatcaagcgtatgcagccgccgcattgcatcagccatgatggatactttctcggcaggagcaaggtgagatgacaggagatcctgccccggcacttcgcccaatagcagccagtcccttcccgcttcagtgacaacgtcgagtacagctgcgcaaggaacgcccgtcgtggccagccacgatagccgcgctgcctcgtcttgcagttcattcagggcaccggacaggtcggtcttgacaaaaagaaccgggcgcccctgcgctgacagccggaacacggcggcatcagagcagccgattgtctgttgtgcccagtcatagccgaatagcctctccacccaagcggccggagaacctgcgtgcaatccatcttgttcaatcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgcgtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgccgctacagggcgcgatggatcc
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			 ggcagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgcccggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttcctgcggccgcacgcgtacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacggtaaatggcccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagctagcgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaacgtacggatatcaagcttatcgataatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcccgtatggctttcattttctcctccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggactttcgctttccccctccctattgccacggcggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattccgtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctttccttggctgctcgcctatgttgccacctggattctgcgcgggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctcttccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgagcgctgctcgagagatctacgggtggcatccctgtgacccctccccagtgcctctcctggccctggaagttgccactccagtgcccaccagccttgtcctaataaaattaagttgcatcattttgtctgactaggtgtccttctataatattatggggtggaggggggtggtatggagcaaggggcaagttgggaagacaacctgtagggcctgcggggtctattgggaaccaagctggagtgcagtggcacaatcttggctcactgcaatctccgcctcctgggttcaagcgattctcctgcctcagcctcccgagttgttgggattccaggcatgcatgaccaggctcagctaatttttgtttttttggtagagacggggtttcaccatattggccaggctggtctccaactcctaatctcaggtgatctacccaccttggcctcccaaattgctgggattacaggcgtgaaccactgctcccttccctgtccttctgattttgtaggtaaccacgtgcggaccgagcggccgcaggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagctgccaaaccatatgatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagtcagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgcgctgcgaatcgggagcggcgataccgtaaagcacgaggaagcggtcagcccattcgccgccaagctcttcagcaatatcacgggtagccaacgctatgtcctgatagcggtccgccacacccagccggccacagtcgatgaatccagaaaagcggccattttccaccatgatattcggcaagcaggcatcgccatgggtcacgacgagatcctcgccgtcgggcatgctcgccttgagcctggcgaacagttcggctggcgcgagcccctgatgctcttcgtccagatcatcctgatcgacaagaccggcttccatccgagtacgtgctcgctcgatgcgatgtttcgcttggtggtcgaatgggcaggtagccggatcaagcgtatgcagccgccgcattgcatcagccatgatggatactttctcggcaggagcaaggtgagatgacaggagatcctgccccggcacttcgcccaatagcagccagtcccttcccgcttcagtgacaacgtcgagtacagctgcgcaaggaacgcccgtcgtggccagccacgatagccgcgctgcctcgtcttgcagttcattcagggcaccggacaggtcggtcttgacaaaaagaaccgggcgcccctgcgctgacagccggaacacggcggcatcagagcagccgattgtctgttgtgcccagtcatagccgaatagcctctccacccaagcggccggagaacctgcgtgcaatccatcttgttcaatcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgcgtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgccgctacagggcgcgatggatccggtacccaactccatgcttaacagtccccaggtacagcccaccctgcgtcgcaaccaggaacagctctacagcttcctggagcgccactcgccctacttccgcagccacagtgcgcagattaggagcgccacttctttttgtcacttgaaaaacatgtaaaaataatgtactaggagacactttcaataaaggcaaatgtttttatttgtacactctcgggtgattatttaccccccacccttgccgtctgcgccgttcagaagtcaaaaggattctgtctggcgtcagagtgggccacgggcagagacacattccggtactgatgcttagtgctccacttgaactcgggcaccaccatgcggggcagctctgtgaagttctcagaccacaggctccgcaccatcacgagagcgttcagcagatctggggcggagatcttgaagtcgcagttggggcctccaccctgagctctgctattcctgtacacgggattgcagcactggaacacgatcagggcggggtggtgaacggaggccagcacggacttgtcgctgatcagatcggcatccagatcttcggcgttgctcagggcaaaaggggtcagttttggcagctgcctgcccaggaaaggggcgtggccgggcttggagttacattcgcagcgcaggggcatcaggaggtggccgtggccggtctgggcatttggatacagggcttgcatgaaggccttgatctgcttgaaggccacttgcgccttggctccctcgctgaagaacattccgcagctcttgccgctaaactgattggcagggcaggcggcgtcatgcacgcaacatctggcgtctgtgttagaaatctgcaccacgttcctgccccacctgttcttcacgatcttggccttgctggactgctccttcagggcgcgctggccgttttcggaagtcacatccatctcgatcacgtgctccttgttaatcatgatagagccgtgcaggcatttcagctcgccctcaatctcggcgcatctgtgcagccacagggcgcagccggtgggctcgtggtgcttgtaagtcacttcggcgaaagattgcaggtaggcctgcagaaacctgcccatcatggtcacaaaggtcttgtttgatgtaaaggtcagctgcagccctctatgctcctcattcagccatgtcttgcacacggcagccagggcctccacctggtcaggcagcagtttgaaattagccttcaggtcgttgtccacgtggtacttgtccatcagggcccgggcggcctccattcccttctcccaagcgctcacaattggcagggacagtggattaatcactgtgctctcgctctcggcctcggaggattcttccttctcctcctgtgtcctcatgccccttgccacaggatcatcctcgttcagcctgcgcacggtccgttttccccctttgccgtgcttgatgagcacaggtggattgctgaatcccaccatctgcagagcgacgtcctcgcgctcttcctctgagtccacgatcacttctgggctgggtggtcgttcaggtttaggggagggcctcttcttcttttttttgctggcaatggccaggtcggcggtggaagtggagggtcttggagatggtgtcctaggcaccagagcgtcctgggaactgtcttcctcgtcctcggactccaggcgtctccgcagtctcttttttgggggcgcgcggggaggcggcggcgacggcgacggggacgacacgtcctccatggttggtggacgtcgcgccgcaccgcgtccgcgctcgggggtggtttcgcgctgctcctcttcccgactggccatttccttctccctgaggactaccacgcccacgagattaggttctacgaagaccaatcccgcccgccaaatgcggagcttaccgcctgcgtcattacccagggccacatccttggccaattgcaagccatcaacaaagcccgccaagagtttctgctacgaaagggacggggggtttacctggacccccagtccggcgaggagctcaacccaatccccccgccgccgcagccctatcagcagccgcgggcccttgcttcccaggatggcacccaaaaagaagctgcagctgccgccgccgccacccacggacgaggaggaatactgggacagtcaggcagaggaggttttggacgaggaggaggagatgatggaagactgggacagcctagacgaagcttccgaggccgaagaggtgtcagacgaaacaccgtcaccctcggtcgcattcccctcgccggcgccccagaaattggcaaccgttcccagcatcgctacaacctccgctcctcaggcgccgccggcactgcctgttcgccgacccaaccgtagatgggacaccactggaaccagggccggtaagtctaagcagccgccgccgttagcccaagagcaacaacagcgccaaggctaccgctcgtggcgcgggcacaagaacgccatagttgcttgcttgcaagactgtgggggcaacatctccttcgcccgccgctttcttctctaccatcacggcgtggccttcccccgtaacatcctgcattactaccgtcatctctacagcccctactgcaccggcggcagcggcagcggcagcaacagcagcggtcacacagaagcaaaggcgaccggatagcaagactctgacaaagcccaagaaatccacagcggcggcagcagcaggaggaggagcgctgcgtctggcgcccaacgaacccgtatcgacccgcgagcttagaaataggatttttcccactctgtatgctatatttcaacaaagcaggggccaagaacaagagctgaaaataaaaaacaggtctctgcgctccctcacccgcagctgcctgtatcacaaaagcgaagatcagcttcggcgcacgctggaagacgcggaggctctcttcagcaaatactgcgcgctgactcttaaggactagtttcgcgccctttctcaaatttaagcgcgaaaactacgtcatctccagcggccacacccggcgccagcacctgtcgtcagcgccattatgagcaaggaaattcccacgccctacatgtggagttaccagccacaaatgggacttgcggctggagctgcccaagactactcaacccgaataaactacatgagcgcgggaccccacatgatatcccgggtcaacggaatccgcgcccaccgaaaccgaattctcctcgaacaggcggctattaccaccacacctcgtaataaccttaatccccgtagttggcccgctgccctggtgtaccaggaaagtcccgctcccaccactgtggtacttcccagagacgcccaggccgaagttcagatgactaactcaggggcgcagcttgcgggcggctttcgtcacagggtgcggtcgcccgggcgttttagggcggagtaacttgcatgtattgggaattgtagtttttttaaaatgggaagtgacgtatcgtgggaaaacggaagtgaagatttgaggaagttgtgggttttttggctttcgtttctgggcgtaggttcgcgtgcggttttctgggtgttttttgtggactttaaccgttacgtcattttttagtcctatatatactcgctctgtacttggccctttttacactgtgactgattgagctggtgccgtgtcgagtggtgttttttaataggtttttttactggtaaggctgactgttatggctgccgctgtggaagcgctgtatgttgttctggagcgggagggtgctattttgcctaggcgcctggatgctttgagagagtggatatactacaactactacacagagcgagctaagcgacgagaccggagacgcagatctgtttgtcacgcccgcacctggttttgcttcaggaaatatgactacgtccggcgttccatttggcatgacactacgaccaacacgatctcggttgtctcggcgcactccgtacagtagggatcgcctacctccttttgagacagagacccgcgctaccatactggaggatcatccgctgctgcccgaatgtaacactttgacaatgcacaacgtgagttacgtgcgaggtcttccctgcagtgtgggatttacgctgattcaggaatgggttgttccctgggatatggttctgacgcgggaggagcttgtaatcctgaggaagtgtatgcacgtgtgcctgtgttgtgccaacattgatatcatgacgagcatgatgatccatggttacgagtcctgggctctccactgtcattgttccagtcccggttccctgcagtgcatagccggcgggcaggttttggccagctggtttaggatggtggtggatggcgccatgtttaatcagaggtttatatggtaccgggaggtggtgaattacaacatgccaaaagaggtaatgtttatgtccagcgtgtttatgaggggtcgccacttaatctacctgcgcttgtggtatgatggccacgtgggttctgtggtccccgccatgagctttggatacagcgccttgcactgtgggattttgaacaatattgtggtgctgtgctgcagttactgtgctgatttaagtgagatcagggtgcgctgctgtgcccggaggacaaggcgtctcatgctgcgggcggtgcgaatcatcgctgaggagaccactgccatgttgtattcctgcaggacggagcggcggcggcagcagtttattcgcgcgctgctgcagcaccaccgccctatcctgatgcacgattatgactctacccccatgtaggcgtggacttccccttcgccgcccgttgagcaaccgcaagttggacagcagcctgtggctcagcagctggacagcgacatgaacttaagcgagctgcccggggagtttattaatatcactgatgagcgtttggctcgacaggaaaccgtgtggaatataacacctaagaatatgtctgttacccatgatatgatgctttttaaggccagccggggagaaaggactgtgtactctgtgtgttgggagggaggtggcaggttgaatactagggttctgtgagtttgattaaggtacggtgatcaatataagctatgtggtggtggggctatactactgaatgaaaaatgacttgaaattttctgcaattgaaaaataaacacgttgaaacataacatgcaacaggttcacgattctttattcctgggcaatgtaggagaaggtgtaagagttggtagcaaaagtttcagtggtgtattttccactttcccaggaccatgtaaaagacatagagtaagtgcttacctcgctagtttctgtggattcactagaatcgatgtaggatgttgcccctcctgacgcggtaggagaaggggagggtgccctgcatgtctgccgctgctcttgctcttgccgctgctgaggaggggggcgcatctgccgcagcaccggatgcatctgggaaaagcaaaaaaggggctcgtccctgtttccggaggaatttgcaagcggggtcttgcatgacggggaggcaaacccccgttcgccgcagtccggccggcccgagactcgaaccgggggtcctgcgactcaacccttggaaaataaccctccggctacagggagcgagccacttaatgctttcgctttccagcctaaccgcttacgccgcgcgcggccagtggccaaaaaagctagcgcagcagccgccgcgcctggaaggaagccaaaaggagcgctcccccgttgtctgacgtcgcacacctgggttcgacacgcgggcggtaaccgcatggatcacggcggacggccggatccggggttcgaaccccggtcgtccgccatgatacccttgcgaatttatccaccagaccacggaagagtgcccgcttacaggctctccttttgcacggtctagagcgtcaacgactgcgcacgcctcaccggccagagcgtcccgaccatggagcactttttgccgctgcgcaacatctggaaccgcgtccgcgactttccgcgcgcctccaccaccgccgccggcatcacctggatgtccaggtacatctacggattacgtcgacgttt
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			 ggcagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgcccggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttcctgcggccgcacgcgtacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacggtaaatggcccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagctagcgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaacgtacggatatcaagcttatcgataatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcccgtatggctttcattttctcctccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggactttcgctttccccctccctattgccacggcggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattccgtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctttccttggctgctcgcctatgttgccacctggattctgcgcgggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctcttccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgagcgctgctcgagagatctacgggtggcatccctgtgacccctccccagtgcctctcctggccctggaagttgccactccagtgcccaccagccttgtcctaataaaattaagttgcatcattttgtctgactaggtgtccttctataatattatggggtggaggggggtggtatggagcaaggggcaagttgggaagacaacctgtagggcctgcggggtctattgggaaccaagctggagtgcagtggcacaatcttggctcactgcaatctccgcctcctgggttcaagcgattctcctgcctcagcctcccgagttgttgggattccaggcatgcatgaccaggctcagctaatttttgtttttttggtagagacggggtttcaccatattggccaggctggtctccaactcctaatctcaggtgatctacccaccttggcctcccaaattgctgggattacaggcgtgaaccactgctcccttccctgtccttctgattttgtaggtaaccacgtgcggaccgagcggccgcaggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagctgccaaaccatatgatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagtcagaagaactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgcgctgcgaatcgggagcggcgataccgtaaagcacgaggaagcggtcagcccattcgccgccaagctcttcagcaatatcacgggtagccaacgctatgtcctgatagcggtccgccacacccagccggccacagtcgatgaatccagaaaagcggccattttccaccatgatattcggcaagcaggcatcgccatgggtcacgacgagatcctcgccgtcgggcatgctcgccttgagcctggcgaacagttcggctggcgcgagcccctgatgctcttcgtccagatcatcctgatcgacaagaccggcttccatccgagtacgtgctcgctcgatgcgatgtttcgcttggtggtcgaatgggcaggtagccggatcaagcgtatgcagccgccgcattgcatcagccatgatggatactttctcggcaggagcaaggtgagatgacaggagatcctgccccggcacttcgcccaatagcagccagtcccttcccgcttcagtgacaacgtcgagtacagctgcgcaaggaacgcccgtcgtggccagccacgatagccgcgctgcctcgtcttgcagttcattcagggcaccggacaggtcggtcttgacaaaaagaaccgggcgcccctgcgctgacagccggaacacggcggcatcagagcagccgattgtctgttgtgcccagtcatagccgaatagcctctccacccaagcggccggagaacctgcgtgcaatccatcttgttcaatcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgcgtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgccgctacagggcgcgatggatccggtacccaactccatgcttaacagtccccaggtacagcccaccctgcgtcgcaaccaggaacagctctacagcttcctggagcgccactcgccctacttccgcagccacagtgcgcagattaggagcgccacttctttttgtcacttgaaaaacatgtaaaaataatgtactaggagacactttcaataaaggcaaatgtttttatttgtacactctcgggtgattatttaccccccacccttgccgtctgcgccgttcagaagtcaaaaggattctgtctggcgtcagagtgggccacgggcagagacacattccggtactgatgcttagtgctccacttgaactcgggcaccaccatgcggggcagctctgtgaagttctcagaccacaggctccgcaccatcacgagagcgttcagcagatctggggcggagatcttgaagtcgcagttggggcctccaccctgagctctgctattcctgtacacgggattgcagcactggaacacgatcagggcggggtggtgaacggaggccagcacggacttgtcgctgatcagatcggcatccagatcttcggcgttgctcagggcaaaaggggtcagttttggcagctgcctgcccaggaaaggggcgtggccgggcttggagttacattcgcagcgcaggggcatcaggaggtggccgtggccggtctgggcatttggatacagggcttgcatgaaggccttgatctgcttgaaggccacttgcgccttggctccctcgctgaagaacattccgcagctcttgccgctaaactgattggcagggcaggcggcgtcatgcacgcaacatctggcgtctgtgttagaaatctgcaccacgttcctgccccacctgttcttcacgatcttggccttgctggactgctccttcagggcgcgctggccgttttcggaagtcacatccatctcgatcacgtgctccttgttaatcatgatagagccgtgcaggcatttcagctcgccctcaatctcggcgcatctgtgcagccacagggcgcagccggtgggctcgtggtgcttgtaagtcacttcggcgaaagattgcaggtaggcctgcagaaacctgcccatcatggtcacaaaggtcttgtttgatgtaaaggtcagctgcagccctctatgctcctcattcagccatgtcttgcacacggcagccagggcctccacctggtcaggcagcagtttgaaattagccttcaggtcgttgtccacgtggtacttgtccatcagggcccgggcggcctccattcccttctcccaagcgctcacaattggcagggacagtggattaatcactgtgctctcgctctcggcctcggaggattcttccttctcctcctgtgtcctcatgccccttgccacaggatcatcctcgttcagcctgcgcacggtccgttttccccctttgccgtgcttgatgagcacaggtggattgctgaatcccaccatctgcagagcgacgtcctcgcgctcttcctctgagtccacgatcacttctgggctgggtggtcgttcaggtttaggggagggcctcttcttcttttttttgctggcaatggccaggtcggcggtggaagtggagggtcttggagatggtgtcctaggcaccagagcgtcctgggaactgtcttcctcgtcctcggactccaggcgtctccgcagtctcttttttgggggcgcgcggggaggcggcggcgacggcgacggggacgacacgtcctccatggttggtggacgtcgcgccgcaccgcgtccgcgctcgggggtggtttcgcgctgctcctcttcccgactggccatttccttctccctgaggactaccacgcccacgagattaggttctacgaagaccaatcccgcccgccaaatgcggagcttaccgcctgcgtcattacccagggccacatccttggccaattgcaagccatcaacaaagcccgccaagagtttctgctacgaaagggacggggggtttacctggacccccagtccggcgaggagctcaacccaatccccccgccgccgcagccctatcagcagccgcgggcccttgcttcccaggatggcacccaaaaagaagctgcagctgccgccgccgccacccacggacgaggaggaatactgggacagtcaggcagaggaggttttggacgaggaggaggagatgatggaagactgggacagcctagacgaagcttccgaggccgaagaggtgtcagacgaaacaccgtcaccctcggtcgcattcccctcgccggcgccccagaaattggcaaccgttcccagcatcgctacaacctccgctcctcaggcgccgccggcactgcctgttcgccgacccaaccgtagatgggacaccactggaaccagggccggtaagtctaagcagccgccgccgttagcccaagagcaacaacagcgccaaggctaccgctcgtggcgcgggcacaagaacgccatagttgcttgcttgcaagactgtgggggcaacatctccttcgcccgccgctttcttctctaccatcacggcgtggccttcccccgtaacatcctgcattactaccgtcatctctacagcccctactgcaccggcggcagcggcagcggcagcaacagcagcggtcacacagaagcaaaggcgaccggatagcaagactctgacaaagcccaagaaatccacagcggcggcagcagcaggaggaggagcgctgcgtctggcgcccaacgaacccgtatcgacccgcgagcttagaaataggatttttcccactctgtatgctatatttcaacaaagcaggggccaagaacaagagctgaaaataaaaaacaggtctctgcgctccctcacccgcagctgcctgtatcacaaaagcgaagatcagcttcggcgcacgctggaagacgcggaggctctcttcagcaaatactgcgcgctgactcttaaggactagtttcgcgccctttctcaaatttaagcgcgaaaactacgtcatctccagcggccacacccggcgccagcacctgtcgtcagcgccattatgagcaaggaaattcccacgccctacatgtggagttaccagccacaaatgggacttgcggctggagctgcccaagactactcaacccgaataaactacatgagcgcgggaccccacatgatatcccgggtcaacggaatccgcgcccaccgaaaccgaattctcctcgaacaggcggctattaccaccacacctcgtaataaccttaatccccgtagttggcccgctgccctggtgtaccaggaaagtcccgctcccaccactgtggtacttcccagagacgcccaggccgaagttcagatgactaactcaggggcgcagcttgcgggcggctttcgtcacagggtgcggtcgcccgggcgttttagggcggagtaacttgcatgtattgggaattgtagtttttttaaaatgggaagtgacgtatcgtgggaaaacggaagtgaagatttgaggaagttgtgggttttttggctttcgtttctgggcgtaggttcgcgtgcggttttctgggtgttttttgtggactttaaccgttacgtcattttttagtcctatatatactcgctctgtacttggccctttttacactgtgactgattgagctggtgccgtgtcgagtggtgttttttaataggtttttttactggtaaggctgactgttatggctgccgctgtggaagcgctgtatgttgttctggagcgggagggtgctattttgcctaggcgcctggatgctttgagagagtggatatactacaactactacacagagcgagctaagcgacgagaccggagacgcagatctgtttgtcacgcccgcacctggttttgcttcaggaaatatgactacgtccggcgttccatttggcatgacactacgaccaacacgatctcggttgtctcggcgcactccgtacagtagggatcgcctacctccttttgagacagagacccgcgctaccatactggaggatcatccgctgctgcccgaatgtaacactttgacaatgcacaacgtgagttacgtgcgaggtcttccctgcagtgtgggatttacgctgattcaggaatgggttgttccctgggatatggttctgacgcgggaggagcttgtaatcctgaggaagtgtatgcacgtgtgcctgtgttgtgccaacattgatatcatgacgagcatgatgatccatggttacgagtcctgggctctccactgtcattgttccagtcccggttccctgcagtgcatagccggcgggcaggttttggccagctggtttaggatggtggtggatggcgccatgtttaatcagaggtttatatggtaccgggaggtggtgaattacaacatgccaaaagaggtaatgtttatgtccagcgtgtttatgaggggtcgccacttaatctacctgcgcttgtggtatgatggccacgtgggttctgtggtccccgccatgagctttggatacagcgccttgcactgtgggattttgaacaatattgtggtgctgtgctgcagttactgtgctgatttaagtgagatcagggtgcgctgctgtgcccggaggacaaggcgtctcatgctgcgggcggtgcgaatcatcgctgaggagaccactgccatgttgtattcctgcaggacggagcggcggcggcagcagtttattcgcgcgctgctgcagcaccaccgccctatcctgatgcacgattatgactctacccccatgtaggcgtggacttccccttcgccgcccgttgagcaaccgcaagttggacagcagcctgtggctcagcagctggacagcgacatgaacttaagcgagctgcccggggagtttattaatatcactgatgagcgtttggctcgacaggaaaccgtgtggaatataacacctaagaatatgtctgttacccatgatatgatgctttttaaggccagccggggagaaaggactgtgtactctgtgtgttgggagggaggtggcaggttgaatactagggttctgtgagtttgattaaggtacggtgatcaatataagctatgtggtggtggggctatactactgaatgaaaaatgacttgaaattttctgcaattgaaaaataaacacgttgaaacataacatgcaacaggttcacgattctttattcctgggcaatgtaggagaaggtgtaagagttggtagcaaaagtttcagtggtgtattttccactttcccaggaccatgtaaaagacatagagtaagtgcttacctcgctagtttctgtggattcactagagcggccgcggtcctgtattagaggtcaacgtgagtgttttgcgacattttgcgacaccatgtggtcacgctgaggtatatatggccgagtgagcgagcaggatgcaacctccattttgaccgcgaaatttgaacgagcagccgccatgccggggttttacgagattgtgattaaggtccccagcgaccttgacgagcatctgcccggcatttctgacagctttgtgaactgggtggccgagaaggaatgggagttgccgccagattctgacatggatctgaatctgattgagcaggcacccctgaccgtggccgagaagctgcagcgcgactttctgacggaatggcgccgtgtgagtaaggcaccggaggcccttttctttgtgcaatttgagaagggagagagctacttccacatgcacgtgctcgtggaaaccaccggggtgaaatccatggttttgggacgtttcctgagtcagattcgcgaaaaactgattcagagaatttaccgcgggatcgagccgactttgccaaactggttcgcggtcacaaagaccagaaatggcgccggaggcgggaacaaggtggtggatgagtgctacatccccaattacttgctccccaaaacccagcctgagctccagtgggcgtggactaatatggaacagtatttaagcgcctgtttgaatctcacggagcgtaaacggttggtggcgcagcatctgacgcacgtgtcgcagacgcaggagcagaacaaagagaatcagaatcccaattctgatgcgccggtgatcagatcaaaaacttcagccaggtacatggagctggtcgggtggctcgtggacaaggggattacctcggagaagcagtggatccaggaggaccaggcctcatacatctccttcaatgcggcctccaactcgcggtcccaaatcaaggctgccttggacaatgcgggaaagattatgagcctgactaaaaccgcccccgactacctggtgggccagcagcccgtggaggacatttccagcaatcggatttataaaattttggaactaaacgggtacgatccccaatatgcggcttccgtctttctgggatgggccacgaaaaagttcggcaagaggaacaccatctggctgtttgggcctgcaactaccgggaagaccaacatcgcggaggccatagcccacactgtgcccttctacgggtgcgtaaactggaccaatgagaactttcccttcaacgactgtgtcgacaagatggtgatctggtgggaggaggggaagatgaccgccaaggtcgtggagtcggccaaagccattctcggaggaagcaaggtgcgcgtggaccagaaatgcaagtcctcggcccagatagacccgactcccgtgatcgtcacctccaacaccaacatgtgcgccgtgattgacgggaactcaacgaccttcgaacaccagcagccgttgcaagaccggatgttcaaatttgaactcacccgccgtctggatcatgactttgggaaggtcaccaagcaggaagtcaaagactttttccggtgggcaaaggatcacgtggttgaggtggagcatgaattctacgtcaaaaagggtggagccaagaaaagacccgcccccagtgacgcagatataagtgagcccaaacgggtgcgcgagtcagttgcgcagccatcgacgtcagacgcggaagcttcgatcaactacgcagacaggtacgtaaacaaatgttctcgtcacgtgggcatgaatctgatgctgtttccctgcagacaatgcgagagaatgaatcagaattcaaatatctgcttcactcacggacagaaagactgtttagagtgctttcccgtgtcagaatctcaacccgtttctgtcgtcaaaaaggcgtatcagaaactgtgctacattcatcatatcatgggaaaggtgccagacgcttgcactgcctgcgatctggtcaatgtggatttggatgactgcatctttgaacaataaatgatttaaatcaggtatggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacactctctctgaaggaataagacagtggtggaagctcaaacctggcccaccaccaccaaagcccgcagagcggcataaggacgacagcaggggtcttgtgcttcctgggtacaagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggagagccggtcaacgaggcagacgccgcggccctcgagcacgacaaagcctacgaccggcagctcgacagcggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgcggagtttcaggagcgccttaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcggacgagcagtcttccaggcgaaaaagagggttcttgaacctctgggcctggttgaggaacctgttaagacggctccgggaaaaaagaggccggtagagcactctcctgtggagccagactcctcctcgggaaccggaaaggcgggccagcagcctgcaagaaaaagattgaattttggtcagactggagacgcagactcagtacctgacccccagcctctcggacagccaccagcagccccctctggtctgggaactaatacgatggctacaggcagtggcgcaccaatggcagacaataacgagggcgccgacggagtgggtaattcctcgggaaattggcattgcgattccacatggatgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgaacctgggccctgcccacctacaacaaccacctctacaaacaaatttccagccaatcaggagcctcgaacgacaatcactactttggctacagcaccccttgggggtattttgacttcaacagattccactgccacttttcaccacgtgactggcaaagactcatcaacaacaactggggattccgacccaagagactcaacttcaagctctttaacattcaagtcaaagaggtcacgcagaatgacggtacgacgacgattgccaataaccttaccagcacggttcaggtgtttactgactcggagtaccagctcccgtacgtcctcggctcggcgcatcaaggatgcctcccgccgttcccagcagacgtcttcatggtgccacagtatggatacctcaccctgaacaacgggagtcaggcagtaggacgctcttcattttactgcctggagtactttccttctcagatgctgcgtaccggaaacaactttaccttcagctacacttttgaggacgttcctttccacagcagctacgctcacagccagagtctggaccgtctcatgaatcctctcatcgaccagtacctgtattacttgagcagaacaaacactccaagtggaaccaccacgcagtcaaggcttcagttttctcaggccggagcgagtgacattcgggaccagtctaggaactggcttcctggaccctgttaccgccagcagcgagtatcaaagacatctgcggataacaacaacagtgaatactcgtggactggagctaccaagtaccacctcaatggcagagactctctggtgaatccgggcccggccatggcaagccacaaggacgatgaagaaaagttttttcctcagagcggggttctcatctttgggaagcaaggctcagagaaaacaaatgtggacattgaaaaggtcatgattacagacgaagaggaaatcaggacaaccaatcccgtggctacggagcagtatggttctgtatctaccaacctccagagaggcaacagacaagcagctaccgcagatgtcaacacacaaggcgttcttccaggcatggtctggcaggacagagatgtgtaccttcaggggcccatctgggcaaagattccacacacggacggacattttcacccctctcccctcatgggtggattcggacttaaacaccctcctccacagattctcatcaagaacaccccggtaccagcgaatccttcgaccaccttcagtgcggcaaagtttgcttccttcatcacacagtactccacgggacaggtcagcgtggagatcgagtgggagctgcagaaggaaaacagcaaacgctggaatcccgaaattcagtacacttccaactacaacaagtctgttaatgtggactttactgtggacactaatggcgtgtattcagagcctcgccccattggcaccagatacctgactcgtaatctgtaacaattgcttgttaatcaataaaccgtttaattcgtttcagttgaactttggtctctgcgtatttctttcttatctagtttccatgctctaggatccactagtaacggccgccagtgtgctggaattcggctttgtagttaatgattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctagaggtcctgtattagaggtcacgtgagtgttttgcgacattttgcgacaccatgtggtcacgctgggtatttaagcccgagtgagcacgcagggtctccattttgaagcgggaggtttgaacgcgcagccgccaagccgaattctgcagatctatcgatgtaggatgttgcccctcctgacgcggtaggagaaggggagggtgccctgcatgtctgccgctgctcttgctcttgccgctgctgaggaggggggcgcatctgccgcagcaccggatgcatctgggaaaagcaaaaaaggggctcgtccctgtttccggaggaatttgcaagcggggtcttgcatgacggggaggcaaacccccgttcgccgcagtccggccggcccgagactcgaaccgggggtcctgcgactcaacccttggaaaataaccctccggctacagggagcgagccacttaatgctttcgctttccagcctaaccgcttacgccgcgcgcggccagtggccaaaaaagctagcgcagcagccgccgcgcctggaaggaagccaaaaggagcgctcccccgttgtctgacgtcgcacacctgggttcgacacgcgggcggtaaccgcatggatcacggcggacggccggatccggggttcgaaccccggtcgtccgccatgatacccttgcgaatttatccaccagaccacggaagagtgcccgcttacaggctctccttttgcacggtctagagcgtcaacgactgcgcacgcctcaccggccagagcgtcccgaccatggagcactttttgccgctgcgcaacatctggaaccgcgtccgcgactttccgcgcgcctccaccaccgccgccggcatcacctggatgtccaggtacatctacggattacgtcgacgttt
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			 tttggcttccttccaggcgcggcggctgctgcgctagcttttttggccactggccgcgcgcggcgtaagcggttaggctggaaagcgaaagcattaagtggctcgctccctgtagccggagggttattttccaagggttgagtcgcaggacccccggttcgagtctcgggccggccggactgcggcgaacgggggtttgcctccccgtcatgcaagaccccgcttgcaaattcctccggaaacagggacgagccccttttttgcttttcccagatgcatccggtgctgcggcagatgcgcccccctcctcagcagcggcaagagcaagagcagcggcagacatgcagggcaccctccccttctcctaccgcgtcaggaggggcaacatcctacatcgatagatctgcagaattcggcttggcggctgcgcgttcaaacctcccgcttcaaaatggagaccctgcgtgctcactcgggcttaaatacccagcgtgaccacatggtgtcgcaaaatgtcgcaaaacactcacgtgacctctaatacaggacctctagagcatggctacaaatcatttattgttcaaagatgcagtcatccaaatccacattgaccagatcgcaggcagtgcaagcgtctggcacctttcccatgatatgatgaatgtagcacagtttctgatacgcctttttgacgacagaaacgggttgagattctgacacgggaaagcactctaaacagtctttctgtccgtgagtgaagcagatatttgaattctgattcattctctcgcattgtctgcagggaaacagcatcagattcatgcccacgtgacgagaacatttgtttacgtacctgtctgcgtagttgatcgaagcttccgcgtctgacgtcgatggctgcgcaactgactcgcgcacccgtttgggctcacttatatctgcgtcactgggggcgggtcttttcttggctccaccctttttgacgtagaattcatgctccacctcaaccacgtgatcctttgcccaccggaaaaagtctttgacttcctgcttggtgaccttcccaaagtcatgatccagacggcgggtgagttcaaatttgaacatccggtcttgcaacggctgctggtgttcgaaggtcgttgagttcccgtcaatcacggcgcacatgttggtgttggaggtgacgatcacgggagtcgggtctatctgggccgaggacttgcatttctggtccacgcgcaccttgcttcctccgagaatggctttggccgactccacgaccttggcggtcatcttcccctcctcccaccagatcaccatcttgtcgacacagtcgttgaagggaaagttctcattggtccagtttacgcacccgtagaagggcacagtgtgggctatggcctccgcgatgttggtcttcccggtagttgcaggcccaaacagccagatggtgttcctcttgccgaactttttcgtggcccatcccagaaagacggaagccgcatattggggatcgtacccgtttagttccaaaattttataaatccgattgctggaaatgtcctccacgggctgctggcccaccaggtagtcgggggcggttttagtcaggctcataatctttcccgcattgtccaaggcagccttgatttgggaccgcgagttggaggccgcattgaaggagatgtatgaggcctggtcctcctggatccactgcttctccgaggtaatccccttgtccacgagccacccgaccagctccatgtacctggctgaagtttttgatctgatcaccggcgcatcagaattgggattctgattctctttgttctgctcctgcgtctgcgacacgtgcgtcagatgctgcgccaccaaccgtttacgctccgtgagattcaaacaggcgcttaaatactgttccatattagtccacgcccactggagctcaggctgggttttggggagcaagtaattggggatgtagcactcatccaccaccttgttcccgcctccggcgccatttctggtctttgtgaccgcgaaccagtttggcaaagtcggctcgatcccgcggtaaattctctgaatcagtttttcgcgaatctgactcaggaaacgtcccaaaaccatggatttcaccccggtggtttccacgagcacgtgcatgtggaagtagctctctcccttctcaaattgcacaaagaaaagggcctccggtgccttactcacacggcgccattccgtcagaaagtcgcgctgcagcttctcggccacggtcaggggtgcctgctcaatcagattcagatccatgtcagaatctggcggcaactcccattccttctcggccacccagttcacaaagctgtcagaaatgccgggcagatgctcgtcaaggtcgctggggaccttaatcacaatctcgtaaaaccccggcatggcggctgctcgttcaaatttcgcggtcaaaatggaggttgcatcctgctcgctcactcggccatatatacctcagcgtgaccacatggtgtcgcaaaatgtcgcaaaacactcacgttgacctctaatacaggaccgcggccgctctagtgaatccacagaaactagcgaggtaagcacttactctatgtcttttacatggtcctgggaaagtggaaaatacaccactgaaacttttgctaccaactcttacaccttctcctacattgcccaggaataaagaatcgtgaacctgttgcatgttatgtttcaacgtgtttatttttcaattgcagaaaatttcaagtcatttttcattcagtagtatagccccaccaccacatagcttatattgatcaccgtaccttaatcaaactcacagaaccctagtattcaacctgccacctccctcccaacacacagagtacacagtcctttctccccggctggccttaaaaagcatcatatcatgggtaacagacatattcttaggtgttatattccacacggtttcctgtcgagccaaacgctcatcagtgatattaataaactccccgggcagctcgcttaagttcatgtcgctgtccagctgctgagccacaggctgctgtccaacttgcggttgctcaacgggcggcgaaggggaagtccacgcctacatgggggtagagtcataatcgtgcatcaggatagggcggtggtgctgcagcagcgcgcgaataaactgctgccgccgccgctccgtcctgcaggaatacaacatggcagtggtctcctcagcgatgattcgcaccgcccgcagcatgagacgccttgtcctccgggcacagcagcgcaccctgatctcacttaaatcagcacagtaactgcagcacagcaccacaatattgttcaaaatcccacagtgcaaggcgctgtatccaaagctcatggcggggaccacagaacccacgtggccatcataccacaagcgcaggtagattaagtggcgacccctcataaacacgctggacataaacattacctcttttggcatgttgtaattcaccacctcccggtaccatataaacctctgattaaacatggcgccatccaccaccatcctaaaccagctggccaaaacctgcccgccggctatgcactgcagggaaccgggactggaacaatgacagtggagagcccaggactcgtaaccatggatcatcatgctcgtcatgatatcaatgttggcacaacacaggcacacgtgcatacacttcctcaggattacaagctcctcccgcgtcagaaccatatcccagggaacaacccattcctgaatcagcgtaaatcccacactgcagggaagacctcgcacgtaactcacgttgtgcattgtcaaagtgttacattcgggcagcagcggatgatcctccagtatggtagcgcgggtctctgtctcaaaaggaggtaggcgatccctactgtacggagtgcgccgagacaaccgagatcgtgttggtcgtagtgtcatgccaaatggaacgccggacgtagtcatatttcctgaagcaaaaccaggtgcgggcgtgacaaacagatctgcgtctccggtctcgtcgcttagctcgctctgtgtagtagttgtagtatatccactctctcaaagcatccaggcgcctaggcaaaatagcaccctcccgctccagaacaacatacagcgcttccacagcggcagccataacagtcagccttaccagtaaaaaaacctattaaaaaacaccactcgacacggcaccagctcaatcagtcacagtgtaaaaagggccaagtacagagcgagtatatataggactaaaaaatgacgtaacggttaaagtccacaaaaaacacccagaaaaccgcacgcgaacctacgcccagaaacgaaagccaaaaaacccacaacttcctcaaatcttcacttccgttttcccacgatacgtcacttcccattttaaaaaaactacaattcccaatacatgcaagttactccgccctaaaacgcccgggcgaccgcaccctgtgacgaaagccgcccgcaagctgcgcccctgagttagtcatctgaacttcggcctgggcgtctctgggaagtaccacagtggtgggagcgggactttcctggtacaccagggcagcgggccaactacggggattaaggttattacgaggtgtggtggtaatagccgcctgttcgaggagaattcggtttcggtgggcgcggattccgttgacccgggatatcatgtggggtcccgcgctcatgtagtttattcgggttgagtagtcttgggcagctccagccgcaagtcccatttgtggctggtaactccacatgtagggcgtgggaatttccttgctcataatggcgctgacgacaggtgctggcgccgggtgtggccgctggagatgacgtagttttcgcgcttaaatttgagaaagggcgcgaaactagtccttaagagtcagcgcgcagtatttgctgaagagagcctccgcgtcttccagcgtgcgccgaagctgatcttcgcttttgtgatacaggcagctgcgggtgagggagcgcagagacctgttttttattttcagctcttgttcttggcccctgctttgttgaaatatagcatacagagtgggaaaaatcctatttctaagctcgcgggtcgatacgggttcgttgggcgccagacgcagcgctcctcctcctgctgctgccgccgctgtggatttcttgggctttgtcagagtcttgctatccggtcgcctttgcttctgtgtgaccgctgctgttgctgccgctgccgctgccgccggtgcagtaggggctgtagagatgacggtagtaatgcaggatgttacgggggaaggccacgccgtgatggtagagaagaaagcggcgggcgaaggagatgttgcccccacagtcttgcaagcaagcaactatggcgttcttgtgcccgcgccacgagcggtagccttggcgctgttgttgctcttgggctaacggcggcggctgcttagacttaccggccctggttccagtggtgtcccatctacggttgggtcggcgaacaggcagtgccggcggcgcctgaggagcggaggttgtagcgatgctgggaacggttgccaatttctggggcgccggcgaggggaatgcgaccgagggtgacggtgtttcgtctgacacctcttcggcctcggaagcttcgtctaggctgtcccagtcttccatcatctcctcctcctcgtccaaaacctcctctgcctgactgtcccagtattcctcctcgtccgtgggtggcggcggcggcagctgcagcttctttttgggtgccatcctgggaagcaagggcccgcggctgctgatagggctgcggcggcggggggattgggttgagctcctcgccggactgggggtccaggtaaaccccccgtccctttcgtagcagaaactcttggcgggctttgttgatggcttgcaattggccaaggatgtggccctgggtaatgacgcaggcggtaagctccgcatttggcgggcgggattggtcttcgtagaacctaatctcgtgggcgtggtagtcctcagggagaaggaaatggccagtcgggaagaggagcagcgcgaaaccacccccgagcgcggacgcggtgcggcgcgacgtccaccaaccatggaggacgtgtcgtccccgtcgccgtcgccgccgcctccccgcgcgcccccaaaaaagagactgcggagacgcctggagtccgaggacgaggaagacagttcccaggacgctctggtgcctaggacaccatctccaagaccctccacttccaccgccgacctggccattgccagcaaaaaaaagaagaagaggccctcccctaaacctgaacgaccacccagcccagaagtgatcgtggactcagaggaagagcgcgaggacgtcgctctgcagatggtgggattcagcaatccacctgtgctcatcaagcacggcaaagggggaaaacggaccgtgcgcaggctgaacgaggatgatcctgtggcaaggggcatgaggacacaggaggagaaggaagaatcctccgaggccgagagcgagagcacagtgattaatccactgtccctgccaattgtgagcgcttgggagaagggaatggaggccgcccgggccctgatggacaagtaccacgtggacaacgacctgaaggctaatttcaaactgctgcctgaccaggtggaggccctggctgccgtgtgcaagacatggctgaatgaggagcatagagggctgcagctgacctttacatcaaacaagacctttgtgaccatgatgggcaggtttctgcaggcctacctgcaatctttcgccgaagtgacttacaagcaccacgagcccaccggctgcgccctgtggctgcacagatgcgccgagattgagggcgagctgaaatgcctgcacggctctatcatgattaacaaggagcacgtgatcgagatggatgtgacttccgaaaacggccagcgcgccctgaaggagcagtccagcaaggccaagatcgtgaagaacaggtggggcaggaacgtggtgcagatttctaacacagacgccagatgttgcgtgcatgacgccgcctgccctgccaatcagtttagcggcaagagctgcggaatgttcttcagcgagggagccaaggcgcaagtggccttcaagcagatcaaggccttcatgcaagccctgtatccaaatgcccagaccggccacggccacctcctgatgcccctgcgctgcgaatgtaactccaagcccggccacgcccctttcctgggcaggcagctgccaaaactgaccccttttgccctgagcaacgccgaagatctggatgccgatctgatcagcgacaagtccgtgctggcctccgttcaccaccccgccctgatcgtgttccagtgctgcaatcccgtgtacaggaatagcagagctcagggtggaggccccaactgcgacttcaagatctccgccccagatctgctgaacgctctcgtgatggtgcggagcctgtggtctgagaacttcacagagctgccccgcatggtggtgcccgagttcaagtggagcactaagcatcagtaccggaatgtgtctctgcccgtggcccactctgacgccagacagaatccttttgacttctgaacggcgcagacggcaagggtggggggtaaataatcacccgagagtgtacaaataaaaacatttgcctttattgaaagtgtctcctagtacattatttttacatgtttttcaagtgacaaaaagaagtggcgctcctaatctgcgcactgtggctgcggaagtagggcgagtggcgctccaggaagctgtagagctgttcctggttgcgacgcagggtgggctgtacctggggactgttaagcatggagttgggtaccggatccatcgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgcttacaatttaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggctgctctgatgccgccgtgttccggctgtcagcgcaggggcgcccggttctttttgtcaagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgcaagacgaggcagcgcggctatcgtggctggccacgacgggcgttccttgcgcagctgtactcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgccgagaaagtatccatcatggctgatgcaatgcggcggctgcatacgcttgatccggctacctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttcgccaggctcaaggcgagcatgcccgacggcgaggatctcgtcgtgacccatggcgatgcctgcttgccgaatatcatggtggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggccggctgggtgtggcggaccgctatcaggacatagcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggctgaccgcttcctcgtgctttacggtatcgccgctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttcttgacgagttcttctgactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgatcatatggtttaaacgtcgacgtaatccgtagatgtacctggacatccaggtgatgccggcggcggtggtggaggcgcgcggaaagtcgcggacgcggttccagatgttgcgcagcggcaaaaagtgctccatggtcgggacgctctggccggtgaggcgtgcgcagtcgttgacgctctagaccgtgcaaaaggagagcctgtaagcgggcactcttccgtggtctggtggataaattcgcaagggtatcatggcggacgaccggggttcgaaccccggatccggccgtccgccgtgatccatgcggttaccgcccgcgtgtcgaacccaggtgtgcgacgtcagacaacgggggagcgctcct
		
	
	 
		 
			 131
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..131
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Wild-type AAV2 P5 promoter (P5-AAV2)
						
					
				
				 
					 source
					 1..131
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggtcctgtattagaggtcacgtgagtgttttgcgacattttgcgacaccatgtggtcacgctgggtatttaagcccgagtgagcacgcagggtctccattttgaagcgggaggtttgaacgcgcagccgcc
		
	
	 
		 
			 137
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..137
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Modified AAV2 P5 promoter (P5I)
						
					
				
				 
					 source
					 1..137
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ggtcctgtattagaggtcaacgtgagtgttttgcgacattttgcgacaccatgtggtcacgctgaggtatatatggccgagtgagcgagcaggatgcaacctccattttgaccgcgaaatttgaacgagcagccgcc
		
	
	 
		 
			 414
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..414
					 
						 
							 note
							 Synthetic: VA coding region of Ad2
						
					
				
				 
					 source
					 1..414
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 gggcactcttccgtggtctggtggataaattcgcaagggtatcatggcggacgaccggggttcgaaccccggatccggccgtccgccgtgatccatgcggttaccgcccgcgtgtcgaacccaggtgtgcgacgtcagacaacgggggagcgctccttttggcttccttccaggcgcggcggctgctgcgctagcttttttggccactggccgcgcgcggcgtaagcggttaggctggaaagcgaaagcattaagtggctcgctccctgtagccggagggttattttccaagggttgagtcgcaggacccccggttcgagtctcgggccggccggactgcggcgaacgggggtttgcctccccgtcatgcaagaccccgcttgcaaattcctccggaaacagggacgagcccct
		
	
	 
		 
			 453
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..453
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Modified E4 coding region of mini-pHelper
						
					
				
				 
					 source
					 1..453
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgactacgtccggcgttccatttggcatgacactacgaccaacacgatctcggttgtctcggcgcactccgtacagtagggatcgcctacctccttttgagacagagacccgcgctaccatactggaggatcatccgctgctgcccgaatgtaacactttgacaatgcacaacgcgtggacttccccttcgccgcccgttgagcaaccgcaagttggacagcagcctgtggctcagcagctggacagcgacatgaacttaagcgagctgcccggggagtttattaatatcactgatgagcgtttggctcgacaggaaaccgtgtggaatataacacctaagaatatgtctgttacccatgatatgatgctttttaaggccagccggggagaaaggactgtgtactctgtgtgttgggagggaggtggcaggttgaatactagggttctgtga
		
	
	 
		 
			 1164
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..1164
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Modified E4 coding region of mini-pHelper1.0
						
					
				
				 
					 source
					 1..1164
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgactacgtccggcgttccatttggcatgacactacgaccaacacgatctcggttgtctcggcgcactccgtacagtagggatcgcctacctccttttgagacagagacccgcgctaccatactggaggatcatccgctgctgcccgaatgtaacactttgacaatgcacaacgtgagttacgtgcgaggtcttccctgcagtgtgggatttacgctgattcaggaatgggttgttccctgggatatggttctgacgcgggaggagcttgtaatcctgaggaagtgtatgcacgtgtgcctgtgttgtgccaacattgatatcatgacgagcatgatgatccatggttacgagtcctgggctctccactgtcattgttccagtcccggttccctgcagtgcatagccggcgggcaggttttggccagctggtttaggatggtggtggatggcgccatgtttaatcagaggtttatatggtaccgggaggtggtgaattacaacatgccaaaagaggtaatgtttatgtccagcgtgtttatgaggggtcgccacttaatctacctgcgcttgtggtatgatggccacgtgggttctgtggtccccgccatgagctttggatacagcgccttgcactgtgggattttgaacaatattgtggtgctgtgctgcagttactgtgctgatttaagtgagatcagggtgcgctgctgtgcccggaggacaaggcgtctcatgctgcgggcggtgcgaatcatcgctgaggagaccactgccatgttgtattcctgcaggacggagcggcggcggcagcagtttattcgcgcgctgctgcagcaccaccgccctatcctgatgcacgattatgactctacccccatgtaggcgtggacttccccttcgccgcccgttgagcaaccgcaagttggacagcagcctgtggctcagcagctggacagcgacatgaacttaagcgagctgcccggggagtttattaatatcactgatgagcgtttggctcgacaggaaaccgtgtggaatataacacctaagaatatgtctgttacccatgatatgatgctttttaaggccagccggggagaaaggactgtgtactctgtgtgttgggagggaggtggcaggttgaatactagggttctgtga
		
	
	 
		 
			 835
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..835
					 
						 
							 note
							 Synthetic: Ad2 E4 promoter + E2a promoter sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..835
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 aacagtcagccttaccagtaaaaaaacctattaaaaaacaccactcgacacggcaccagctcaatcagtcacagtgtaaaaagggccaagtacagagcgagtatatataggactaaaaaatgacgtaacggttaaagtccacaaaaaacacccagaaaaccgcacgcgaacctacgcccagaaacgaaagccaaaaaacccacaacttcctcaaatcttcacttccgttttcccacgatacgtcacttcccattttaaaaaaactacaattcccaatacatgcaagttactccgccctaaaacgcccgggcgaccgcaccctgtgacgaaagccgcccgcaagctgcgcccctgagttagtcatctgaacttcggcctgggcgtctctgggaagtaccacagtggtgggagcgggactttcctggtacaccagggcagcgggccaactacggggattaaggttattacgaggtgtggtggtaatagccgcctgttcgaggagaattcggtttcggtgggcgcggattccgttgacccgggatatcatgtggggtcccgcgctcatgtagtttattcgggttgagtagtcttgggcagctccagccgcaagtcccatttgtggctggtaactccacatgtagggcgtgggaatttccttgctcataatggcgctgacgacaggtgctggcgccgggtgtggccgctggagatgacgtagttttcgcgcttaaatttgagaaagggcgcgaaactagtccttaagagtcagcgcgcagtatttgctgaagagagcctccgcgtcttccagcgtgcgccgaagctgatcttcgctttt
		
	
	 
		 
			 1863
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..1863
					 
						 
							 note
							 Synthetic: AAV rep coding sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..1863
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgccggggttttacgagattgtgattaaggtccccagcgaccttgacgagcatctgcccggcatttctgacagctttgtgaactgggtggccgagaaggaatgggagttgccgccagattctgacatggatctgaatctgattgagcaggcacccctgaccgtggccgagaagctgcagcgcgactttctgacggaatggcgccgtgtgagtaaggcaccggaggcccttttctttgtgcaatttgagaagggagagagctacttccacatgcacgtgctcgtggaaaccaccggggtgaaatccatggttttgggacgtttcctgagtcagattcgcgaaaaactgattcagagaatttaccgcgggatcgagccgactttgccaaactggttcgcggtcacaaagaccagaaatggcgccggaggcgggaacaaggtggtggatgagtgctacatccccaattacttgctccccaaaacccagcctgagctccagtgggcgtggactaatatggaacagtatttaagcgcctgtttgaatctcacggagcgtaaacggttggtggcgcagcatctgacgcacgtgtcgcagacgcaggagcagaacaaagagaatcagaatcccaattctgatgcgccggtgatcagatcaaaaacttcagccaggtacatggagctggtcgggtggctcgtggacaaggggattacctcggagaagcagtggatccaggaggaccaggcctcatacatctccttcaatgcggcctccaactcgcggtcccaaatcaaggctgccttggacaatgcgggaaagattatgagcctgactaaaaccgcccccgactacctggtgggccagcagcccgtggaggacatttccagcaatcggatttataaaattttggaactaaacgggtacgatccccaatatgcggcttccgtctttctgggatgggccacgaaaaagttcggcaagaggaacaccatctggctgtttgggcctgcaactaccgggaagaccaacatcgcggaggccatagcccacactgtgcccttctacgggtgcgtaaactggaccaatgagaactttcccttcaacgactgtgtcgacaagatggtgatctggtgggaggaggggaagatgaccgccaaggtcgtggagtcggccaaagccattctcggaggaagcaaggtgcgcgtggaccagaaatgcaagtcctcggcccagatagacccgactcccgtgatcgtcacctccaacaccaacatgtgcgccgtgattgacgggaactcaacgaccttcgaacaccagcagccgttgcaagaccggatgttcaaatttgaactcacccgccgtctggatcatgactttgggaaggtcaccaagcaggaagtcaaagactttttccggtgggcaaaggatcacgtggttgaggtggagcatgaattctacgtcaaaaagggtggagccaagaaaagacccgcccccagtgacgcagatataagtgagcccaaacgggtgcgcgagtcagttgcgcagccatcgacgtcagacgcggaagcttcgatcaactacgcagacaggtacgtaaacaaatgttctcgtcacgtgggcatgaatctgatgctgtttccctgcagacaatgcgagagaatgaatcagaattcaaatatctgcttcactcacggacagaaagactgtttagagtgctttcccgtgtcagaatctcaacccgtttctgtcgtcaaaaaggcgtatcagaaactgtgctacattcatcatatcatgggaaaggtgccagacgcttgcactgcctgcgatctggtcaatgtggatttggatgactgcatctttgaacaa
		
	
	 
		 
			 2205
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 misc_feature
					 1..2205
					 
						 
							 note
							 Synthetic: AAV2cap coding sequence
						
					
				
				 
					 source
					 1..2205
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacactctctctgaaggaataagacagtggtggaagctcaaacctggcccaccaccaccaaagcccgcagagcggcataaggacgacagcaggggtcttgtgcttcctgggtacaagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggagagccggtcaacgaggcagacgccgcggccctcgagcacgacaaagcctacgaccggcagctcgacagcggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgcggagtttcaggagcgccttaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcggacgagcagtcttccaggcgaaaaagagggttcttgaacctctgggcctggttgaggaacctgttaagacggctccgggaaaaaagaggccggtagagcactctcctgtggagccagactcctcctcgggaaccggaaaggcgggccagcagcctgcaagaaaaagattgaattttggtcagactggagacgcagactcagtacctgacccccagcctctcggacagccaccagcagccccctctggtctgggaactaatacgatggctacaggcagtggcgcaccaatggcagacaataacgagggcgccgacggagtgggtaattcctcgggaaattggcattgcgattccacatggatgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgaacctgggccctgcccacctacaacaaccacctctacaaacaaatttccagccaatcaggagcctcgaacgacaatcactactttggctacagcaccccttgggggtattttgacttcaacagattccactgccacttttcaccacgtgactggcaaagactcatcaacaacaactggggattccgacccaagagactcaacttcaagctctttaacattcaagtcaaagaggtcacgcagaatgacggtacgacgacgattgccaataaccttaccagcacggttcaggtgtttactgactcggagtaccagctcccgtacgtcctcggctcggcgcatcaaggatgcctcccgccgttcccagcagacgtcttcatggtgccacagtatggatacctcaccctgaacaacgggagtcaggcagtaggacgctcttcattttactgcctggagtactttccttctcagatgctgcgtaccggaaacaactttaccttcagctacacttttgaggacgttcctttccacagcagctacgctcacagccagagtctggaccgtctcatgaatcctctcatcgaccagtacctgtattacttgagcagaacaaacactccaagtggaaccaccacgcagtcaaggcttcagttttctcaggccggagcgagtgacattcgggaccagtctaggaactggcttcctggaccctgttaccgccagcagcgagtatcaaagacatctgcggataacaacaacagtgaatactcgtggactggagctaccaagtaccacctcaatggcagagactctctggtgaatccgggcccggccatggcaagccacaaggacgatgaagaaaagttttttcctcagagcggggttctcatctttgggaagcaaggctcagagaaaacaaatgtggacattgaaaaggtcatgattacagacgaagaggaaatcaggacaaccaatcccgtggctacggagcagtatggttctgtatctaccaacctccagagaggcaacagacaagcagctaccgcagatgtcaacacacaaggcgttcttccaggcatggtctggcaggacagagatgtgtaccttcaggggcccatctgggcaaagattccacacacggacggacattttcacccctctcccctcatgggtggattcggacttaaacaccctcctccacagattctcatcaagaacaccccggtaccagcgaatccttcgaccaccttcagtgcggcaaagtttgcttccttcatcacacagtactccacgggacaggtcagcgtggagatcgagtgggagctgcagaaggaaaacagcaaacgctggaatcccgaaattcagtacacttccaactacaacaagtctgttaatgtggactttactgtggacactaatggcgtgtattcagagcctcgccccattggcaccagatacctgactcgtaatctg
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