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PATENTNI ZAHTJEVI

1.
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6.

-

10.

Postupak za modifikaciju ciljane DNK, naznacen time, da postupak obuhvaca stavljanje u doticaj ciljane
DNK s kompleksom koji sadrzi sljedece:

(a) polipeptid Cas9; i

(b) RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, te koja obuhvaca sljedece:

(i) segment koji cilja na DNK, te koji obuhvaca nukleotidnu sekvencu koja je komplementarna sekvenci u
ciljanoj DNK; i

(ii) segment koji veZe protein, te koji djeluje zajedno s navedenim polipeptidom Cas9, pri ¢emu segment koji
veze protein, obuhvaéa dva komplementarna nukleotidna odsjeka koji hibridiziraju kako bi tvorili RNK
dvostruke strukture (dsRNK)-dupleks,

gdje su navedena dva komplementarna nukleotidna odsjeka kovalentno vezana putem interventnih
nukleotida,

gdje se spomenuto stavljanje u doticaj vrsi in vitro ili u stanici ex vivo; i

edje se kod navedene modifikacije radi o cijepanju ciljane DNK.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaCen time, da navedena dsRNK-dupleks ima duljinu od osam baznih
parova (bp) do 30 bp.

Postupak prema zahtjevu 1 ili 2, naznafen time, da postotak komplementarnosti izmedu nukleotida koji
hibridiziraju za tvorbu dsRNK-dupleks od segmenta koji veZe protein, iznosi viSe od 70%.

Postupak prema zahtjevu 1, 2 ili 3, naznaen time, da je ciljana DNK prisutna u bakterijskoj stanici,
archaea-bakterijskoj stanici, jednostani¢nom eukariotskom organizmu, biljnoj stanici, Zivotinjskoj stanici od
beski¢menjaka, ili u Zivotinjskoj stanici od ki¢menjaka.

Postupak prema zahtjevu 1, 2 ili 3, naznacen time, da ciljana DNK je kromosomska DNK.

Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznafen time, da stavljanje u doticaj obuhvaca
uvodenje u stanicu: (a) navedenog polipeptida Cas9, ili polinukleotida koji kodira navedeni polipeptid Cas9, 1
(b) navedene RNK koja cilja na DNK, ili DNK-polinukleotida koji kodira navedenu RNK koja cilja na DNK.
Postupak prema zahtjevu 6, naznafen time, da postupak dodatno obuhvaéa uvodenje u stanicu
polinukleotida od darovatelja.

Postupak prema bilo kojem od prethodnih zahtjeva, naznaen time, da je domena transdukcije proteina
kovalentno vezana na amino-zavrietak od polipeptida Cas9, pri Cemu navedena domena transdukcije proteina
olakSava

poprecni prijelaz polipeptida Cas9, od citosola do unutar organele stanice.

Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 7, naznaCen time, da je domena transdukcije proteina
kovalentno vezana na karboksilni zavrietak od polipeptida Cas9, pri ¢emu navedena domena transdukcije
proteina olakSava

poprecni prijelaz polipeptida Cas9, od citosola do unutar organele stanice.

Sastav, naznacen time, da obuhvaca sljedece:

(a) polipeptid Cas9, ili polinukleotid koji kodira navedeni polipeptid Cas9; i

b) RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, ili DNK-polinukleotid koji kodira navedenu RNK
koja cilja na DNK, dok navedena RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, obuhvacda sljedece:

6)] segment koji cilja na DNK, te koji obuhvaca nukleotidnu sekvencu koja je komplementarna sekvenci
u ciljanoj DNK; i
(i) segment koji veZe protein, te koji djeluje zajedno s navedenim polipeptidom Cas9, pri ¢emu segment

koji veZe protein obuhvaéa dva komplementarna nukleotidna odsjeka koji hibridiziraju kako bi tvorili RNK
dvostruke strukture (dsRNK)-dupleks;

te time, da su navedena dva komplementarna nukleotidna odsjeka kovalentno vezana putem interventnih
nukleotida.

Sastav prema zahtjevu 10, naznacen time, da je domena transdukcije proteina kovalentno vezana na amino-
zavrsetak od polipeptida Cas9, pri ¢emu navedena domena transdukcije proteina olak$ava poprecni prijelaz
polipeptida Cas9, od citosola do unutar organele stanice.

Sastav prema zahtjevu 10, naznafen time, da je domena transdukcije proteina kovalentno vezana na
karboksilni zavrSetak od polipeptida Cas9, pri ¢emu navedena domena transdukcije proteina olakSava
poprecni prijelaz polipeptida Cas9, od citosola do unutar organele stanice.

Sastav prema bilo kojem od zahtjeva 10 do 12, naznacen time, da se (a) polipeptid Cas9, ili polinukleotid
koji kodira navedeni polipeptid Cas9, i (b) RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, ili DNK-
polinukleotid koji kodira navedenu RNK koja cilja na DNK, nalaze u stanici in vitro ili ex vivo, pri ¢emu
stanica nije ljudski zametak.

RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, ili DNK-polinukleotid koji kodira navedenu RNK koja cilja
na DNK, naznaden/a time, da obuhvaca sljedeée:

(a) segment koji cilja na DNK, te koji obuhvaéa nukleotidnu sekvencu koja je komplementarna
ciljanoj sekvenci u ciljanoj DNK; i
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b) segment koji veZe protein, te koji djeluje zajedno s proteinom Cas9, pri cemu segment koji veze
protein, obuhvacéa dva komplementarna nukleotidna odsjeka koji hibridiziraju kako bi stvorili RNK dvostruke
strukture (dsRNK)-dupleks, te su pritom navedena dva

komplementarna nukleotidna odsjeka kovalentno vezana putem interventnih nukleotida.

Jedna ili vi$e nukleinskih kiselina, naznafene time, da obuhvacaju sljedede:

(a) prva nukleotidna sekvenca koja kodira RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, te koja obuhvaca
sljedece:

(i) segment koji cilja na DNK, te koji obuhvaca nukleotidnu sekvencu koja je komplementarna ciljanoj
sekvenci u ciljanoj DNK; i

(ii)segment koji veZe protein, te koji djeluje zajedno s polipeptidom Cas9, pri Cemu segment koji veze
protein obuhvaca dva komplementarna nukleotidna odsjeka koji hibridiziraju kako bi tvorili RNK dvostruke
strukture (dsRNK)-dupleks, te su pritom dva komplementarna nukleotidna odsjeka kovalentno vezana putem
interventnih nukleotida;

pri ¢emu je prva nukleotidna sekvenca koja kodira navedenu RNK koja cilja na DNK, radno povezana na
promotor; i

opcijski,

(b) druga nukleotidna sekvenca koja kodira polipeptid Cas9, gdje je nukleotidna sekvenca koja kodira
navedeni polipeptid Cas9, radno povezana na promotor.

Jedna ili viSe nukleinskih kiselina prema zahtjevu 15, naznacene time, da navedene nukleinske kiseline
predstavljaju jednoga ili viSe rekombinantnih vektora ekspresije.

Jedna ili viSe nukleinskih kiselina prema zahtjevu 15, naznacene time, da jedan ili viSe rekombinantnih
vektora ekspresije predstavljaju jednoga ili viSe virusnih vektora.

Garnitura, naznacena time, da obuhvaca sljedede:

(a) polipeptid Cas9 ili nukleinska kiselina koja obuhvaca nukleotidnu sekvencu koja kodira polipeptid Cas9; i

(b) RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, ili nukleinska kiselina koja obuhvaca nukleotidnu sekvencu
koja kodira navedenu RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, pri ¢emu RNK jednostruke molekule koja
cilja na DNK, obuhvaca sljedece:

(1) segment koji cilja na DNK, te koji obuhvaca nukleotidnu sekvencu koja je komplementarna sa sekvencom u
ciljanoj DNK; i

(i1) segment koji veZze protein, te koji djeluje zajedno s navedenim polipeptidom Cas9, gdje segment koji veze
protein obuhvac¢a dva komplementarna nukleotidna odsjeka koji hibridiziraju kako bi tvorili RNK dvostruke
strukture (dsRNK)-dupleks, te time, da su navedena dva komplementarna nukleotidna odsjeka kovalentno vezana
putem interventnih nukleotida;

te time, da su (a) i (b) u zajedni¢kom spremniku ili u odvojenim spremnicima.

Sastav prema bilo kojem od zahtjeva 10 do 13, RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK ili
polinukleotid koji kodira navedenu RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, prema zahtjevu 14, jedna
ili viSe nukleinskih kiselina prema bilo kojem od zahtjeva 15 do 17, ili garnitura prema zahtjevu 18,
naznaceni time, da navedena dsRNK-dupleks ima duljinu od osam baznih parova (bp) do 30 bp.

Sastav prema bilo kojem od zahtjeva 10 do 13 ili 19, RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK ili
polinukleotid koji kodira navedenu RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, prema zahtjevu 14 ili 19,
jedna ili viSe nukleinskih kiselina prema bilo kojem od zahtjeva 15 do 17 ili 19, ili garnitura prema zahtjevu
18 ili 19, naznacleni time, da postotak komplementarnosti izmedu nukleotida koji hibridiziraju za tvorbu
dsRNK-dupleks od segmenta koji veZe protein, iznosi vise od 70%.

Sastav prema bilo kojem od zahtjeva 10 do 13, 19 ili 20, RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK ili
polinukleotid koji kodira navedenu RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, prema zahtjevima 14, 19
ili 20, jedna ili viSe nukleinskih kiselina prema bilo kojem od zahtjeva 15 do 17 i 19 ili 20, ili garnitura prema
zahtjevima 18, 19 ili 20, naznaceni time, da je ciljana DNK prisutna u bakterijskoj stanici, archaea-
bakterijskoj stanici, jednostani¢nom eukariotskom organizmu, biljnoj stanici, Zivotinjskoj stanici od
beski¢menjaka, ili u Zivotinjskoj stanici od ki¢menjaka.

Sastav prema bilo kojem od zahtjeva 10 do 13, ili 19 do 21, RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK ili
polinukleotid koji kodira navedenu RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, prema zahtjevima 14 ili
19 do 21,

jedna ili viSe nukleinskih kiselina prema bilo kojem od zahtjeva 15 do 17 ili 19 do 21, ili garnitura prema bilo
kojem od zahtjeva 18 do 21, naznaceni time, da ciljana DNK je kromosomska DNK.

Sastav prema bilo kojem od zahtjeva 10 do 13, ili 19 do 22, RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK ili
polinukleotid koji kodira navedenu RNK jednostruke molekule koja cilja na DNK, prema zahtjevima 14 ili
19 do 22,

jedna ili vi§e nukleinskih kiselina prema bilo kojem od zahtjeva 15 do 17 ili 19 do 22, naznaceni time, da se
upotrebljavaju u postupku terapeutske obrade pacijenta.
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