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PATENTNI ZAHTJEVI
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Zatvorena linearna dupleks DNK (ceDNK) koja sadrZzi umetak nukleinske kiseline koji sadrZi transgen, umetak je
okruZen s najmanje dvije sekvence ponavljanja obrnutog zavrSetka (ITR) s adeno-povezanim virusom (AAV), pri
¢emu su najmanje dvije ITR sekvence asimetricne i kovalentno povezane jedna s drugom, pri ¢emu svaka
sekvenca ima operativno terminalno mjesto razlu€ivanja i element za vezanje replikacijskog proteina kotrljajuceg
kruga (RBE), pri ¢emu je prva ITR sekvenca prekinuta pomocu sekvence s unakrsnim krakom koja tvori dvije
suprotne, po duzini simetricne stabljike-petlje nastale isprekidanim palindromskim sekvencama B-B'i C-C', pri
¢emu svaka od suprotnih po duZini simetri¢nih stabljika-petlji ima dio stabljike u rasponu duljine od 5 do 15
parova baza i dio petlje koji ima 2 do 5 neuparenih deoksiribonukleotida, pri ¢emu je druga ITR sekvenca
prekinuta s odsjeCenom sekvencom s unakrsnim krakom koja ima jednu ili viSe delecija od izmedu 11 i 20
nukleotida u podru¢ju B-B' palindromske sekvence i/ili podru¢ju C-C' palindromske sekvence.
ceDNK prema patentnom zahtjevu 1, naznacena time $to
(i) ITR-ovi su urasponu duljine od 40 do 1000 nukleotida, po izboru duljine 100 do 160 nukleotida;
(i1) sekvenca s unakrsnim krakom ima Gibbsovu slobodnu energiju (AG) odmatanja u fizioloSkim uvjetima u
rasponu od -12 keal/mol do -30 kcal/mol, po izboru -20 kcal/mol do -25 kcal/mol;
(iii) RBE sadrzi sekvencu 5'-GCTCGCTCGCTC-3"; i/ili
(iv) operativno terminalno mjesto razlu¢ivanja sadrzi sekvencu 5'-TT-3' i/ili 3' kraj operativnog terminalnog
mjesta razlu€ivanja je 15 do 25 nukleotida od 5' kraja elementa za vezanje replikacijskog proteina kotrljajueg
kruga.
ceDNK prema patentnom zahtjevu 1 ili 2, naznacena time §to odsjeCena sekvenca s unakrsnim krakom tvori dvije
suprotne, po duzini asimetri¢ne stabljike-petlje, po izboru pri ¢emu jedna od suprotnih, po duZzini asimetri¢na
stabljika-petlja ima dio stabljike u rasponu duljine od 8 do 10 parova baza i dio petlje koji ima 2 do 5 neuparenih
deoksiribonukleotida ili jedna po duZini asimetri¢nu stabljika-petlja ima dio stabljike duljine manje od 8 parova
baza i dio petlje koji ima 2 do 5 deoksiribonukleotida.
ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 3, naznaCena time S$to je umetak nukleinske kiseline
konstruiran za ekspresiju proteina ili funkcionalne RNK.
ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 4, naznacena time sto je umetak nukleinske kiseline konstrukt
bez promotora kao supstrat za uredivanje gena odabran od supstrata za TALENS, supstrata za nukleaze cinkovih
prstiju (ZFN), supstrata za meganukleaze, supstrata za Cas9, te supstrata za drugi protein za uredivanje gena.
ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 5, naznacena time $to je sadrzana unutar vektora.
Pripravak naznacen time $to sadrzi mnostvo ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 6, po izboru pri
¢emu je mnostvo ceDNK povezano kraj s krajem, te po izboru nadalje sadrzi farmaceutski prihvatljiv nosac.
Stanica domacin koja sadrzi ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 6, po izboru pri emu stanica
domacin nadalje sadrzi replikacijski protein koji se selektivno veze za RBE nukleinske kiseline.
In vitro postupak za isporuku heterologne nukleinske kiseline u stanicu, te se postupak sastoji od isporuke u
stanicu ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 6.
ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 6 naznacena time S$to se koristi u postupku isporuke
heterologne nukleinske kiseline subjektu, pri ¢emu isporuka ne rezultira imunolo$kim odgovorom na nukleinsku
kiselinu u subjektu, po izboru pri ¢emu je imunoloski odgovor humoralni odgovor ili stani¢ni odgovor.
ceDNK za uporabu prema patentnom zahtjevu 10, naznacena time $to se isporuka dogada jednom ili vise puta.
Stanica domaéin prema patentnom zahtjevu 8 za uporabu u postupku isporuke heterologne nukleinske kiseline
subjektu, naznacena time §to sc isporuka stanice domacina dogada jednom ili vise puta.
Postupak priprave nukleinskih kiselina, te postupak obuhvaca:
(i) uvodenje u pogodnu stanicu in vitro ceDNK nukleinske kiseline prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 6, po
izboru pri ¢emu je pogodnu stanicu stani¢na linija insekata, stani¢na linija kvasca ili bakterijska stani¢na linija;
i
(il) odrZavanje pogodne stanice pod uvjetima u kojima replikacijski protein kotrljaju¢eg kruga u pogodnoj
stanici pokrece proizvodnju visestrukih kopija nukleinske kiseline, pri ¢emu pogodna stanica ne eksprimira
virusne kapsidne proteine sposobne pakirati replikacijske kopije nukleinske kiseline u virusnu Cesticu, pri cemu
je replikacijski protein kotrljaju¢eg kruga odabran iz skupine koju ¢ine AAV78, AAV52, AAV Rep68 i AAV
Rep40; i po izboru,
(iii) procis¢avanje viSestrukih kopija nukleinske kiseline, pri ¢emu se proci§¢avanje po izboru sastoji od
dovodenja u kontakt nukleinske kiseline sa smolom silikagela.
Postupak prema patentnom zahtjevu 13, naznacen time $to je replikacijski protein kotrljaju¢eg kruga kodiran
vektorom Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virusa (AcMNPYV) ili vektorom ekspresije
bakulovirusa (BEV).
ceDNK prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 6, naznacena time §to ceDNK sadrZi monomernu nukleinsku
kiselinu koja sadrzi jednu podjedinicu ili najmanje jednu multimernu nukleinsku kiselinu koja sadrZzi dvije ili viSe
podjedinica, pri ¢emu svaka podjedinica sadrzi umetak nukleinske kiseline na boku sa ITR sekvencama.
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