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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

9.

Genetski modificirana krvotvorna mati¢na stanica CD34+ koja sadrzi:
par nukleaza cinkovih prstiju, te par sadrZi:
(i) prvu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:5, prva
ZFN obuhvacéa slijedeée heliks regije prepoznavanja:
F1: LRHHLTR (SEQ ID NO:11);
F2: QSGTRKT (SEQ ID NO: 12);
F3: RSDNLST (SEQ ID NO: 13);
F4: DSANRIK (SEQ ID NO:14);
F5: LRHHLTR (SEQ ID NO:11); i
F6: QSGNLHYV (SEQ ID NO: 15); 1
(ii) drugu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:4,
druga ZFN obuhvaca slijedeée heliks regije prepoznavanja:
F1: AMQTLRYV (SEQ ID NO:16);
F2: DRSHLAR (SEQ ID NO:7);
F3: RSDNLSE (SEQ ID NO:8);
F4: ASKTRKN (SEQ ID NO:9); i
F5: TSSDRKK (SEQ ID NO:17) ili VYEGLKK (SEQ ID NO:18);
i donorska sekvenca sadrzi sekvencu kao §to je prikazano u SEQ ID NO: 19 ili SEQ ID NO: 21,
naznacena time $to je donorska sekvenca umetnuta u endogeni aberantan gen ljudskog beta-hemoglobina (Hbb)
nakon ciljanog cijepanja para nukleaza cinkovih prstiju, ¢ime se ispravlja sekvenca gena Hbb, te pri emu
aberantan gen Hbb sadrzi mutaciju intervenirajuce sekvence 1, mutacijski broj 1 (IVS1-1).
Genetski modificirana stanica prema patentnom zahtjevu 1, naznaCena time §to donorska sekvenca ispravlja
mutaciju tocke.
Genetski modificirana stanica prema patentnom zahtjevu 2, naznaCena time Sto aberantan gen Hbb sadrzi
genomsku modifikaciju unutar jedne ili vi§e sekvenci prikazanih u SEQ ID NO:3.
Genetski modificirana stanica prema patentnom zahtjevu 3, naznacena time §to genomska modifikacija unutar
SEQ ID NO: 3 remeti motiv donora za spajanje, kao §to je promjena GT dinukleotida na pocetku introna 1
ljudskog gena beta-globina u AT dinukleotid.
Genetski modificirana stanica prema patentnom zahtjevu 2, naznacena time $to se ispravlja mutacija koja mijenja
mjesto donora za spajanje za obradu mRNA aberantnog gena Hbb koji dovodi do beta talasemije.
Genetski modificirana stanica prema patentnom zahtjevu 2, naznaCena time S$to aberantan gen Hbb sadrZi
genomsku modifikaciju kod ili u blizini bilo koje od sekvenci prikazanih kao SEQ ID NOs. 4 ili 5.
Genetski modificirana stanica prema patentnom zahtjevu 6, naznacena time $to donorska sekvenca sadrzi novo
mjesto cijepanja restrikcijskog enzima u odnosu na endogeni gen Hbb.
Genetski modificirana stanica koja potjee od stanice prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 7, naznaena
time §to stanica sadrZi:
par nukleaza cinkovih prstiju, te par sadrZi:
(i) prvu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:5, prva
ZFN obuhvacéa slijedeée heliks regije prepoznavanja:
F1: LRHHLTR (SEQ ID NO:11);
F2: QSGTRKT (SEQ ID NO: 12);
F3: RSDNLST (SEQ ID NO: 13);
F4: DSANRIK (SEQ ID NO:14);
F5: LRHHLTR (SEQ ID NO:11); i
F6: QSGNLHYV (SEQ ID NO: 15); 1
(ii) drugu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:4,
druga ZFN obuhvaca slijedeée heliks regije prepoznavanja:
F1: AMQTLRYV (SEQ ID NO:16);
F2: DRSHLAR (SEQ ID NO:7);
F3: RSDNLSE (SEQ ID NO:8);
F4: ASKTRKN (SEQ ID NO:9); i
F5: TSSDRKK (SEQ ID NO:17) ili VYEGLKK (SEQ ID NO:18);
i donorska sekvenca sadrzi sekvencu kao §to je prikazano u SEQ ID NO: 19 ili SEQ ID NO: 21.
Genetski modificirana diferencirana stanica koja potjee od stanice prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1-7,
kao §to je crvena krvna stanica (RBC), naznac¢ena time $to stanica sadrZi:
par nukleaza cinkovih prstiju, te par sadrZi:
(i) prvu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:5, prva
ZFN obuhvada slijedeée heliks regije prepoznavanja:
F1: LRHHLTR (SEQ ID NO:11);
F2: QSGTRKT (SEQ ID NO: 12);



10

15

20

25

30

35

10.

11.

12.

13.

14.

HR P20201038 T1

F3: RSDNLST (SEQ ID NO: 13);
F4: DSANRIK (SEQ ID NO:14);
F5: LRHHLTR (SEQ ID NO:11); i
F6: QSGNLHYV (SEQ ID NO: 15); i
(ii) drugu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:4,
druga ZFN obuhvaca slijedece heliks regije prepoznavanja:
F1: AMQTLRYV (SEQ ID NO:16);
F2: DRSHLAR (SEQ ID NO:7);
F3: RSDNLSE (SEQ ID NO:8);
F4: ASKTRKN (SEQ ID NO:9); i
F5: TSSDRKK (SEQ ID NO:17) ili VYEGLKK (SEQ ID NO:18);
i donorska sekvenca sadrzi sekvencu kao §to je prikazano u SEQ ID NO: 19 ili SEQ ID NO: 21.
Farmaceutski pripravak naznacen time Sto sadrzi genetski modificiranu stanicu prema bilo kojem od patentnih
zahtjeva 1 do 4.
Genetski modificirana stanica prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 9 naznacena time $to je za uporabu u
lijecenju beta-talasemije.
Pripravak koji sadrZi par nukleaza cinkovih prstiju, ili polinukleotid koji kodira par nukleaza cinkovih prstiju, te
par sadrZi:
(i) prvu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:5, te prva
ZFN obuhvada slijedeée heliks regije prepoznavanja:
F1: LRHHLTR (SEQ ID NO:11);
F2: QSGTRKT (SEQ ID NO: 12);
F3: RSDNLST (SEQ ID NO: 13);
F4: DSANRIK (SEQ ID NO:14);
F5: LRHHLTR (SEQ ID NO:11); i
F6: QSGNLHYV (SEQ ID NO: 15); i
(i) drugu nukleazu cinkovih prstiju koja se veZe na ciljno mjesto kao §to je prikazano u SEQ ID NO:4, te
druga ZFN obuhvaca slijedece heliks regije prepoznavanja:
F1: AMQTLRYV (SEQ ID NO:16);
F2: DRSHLAR (SEQ ID NO:7);
F3: RSDNLSE (SEQ ID NO:8);
F4: ASKTRKN (SEQ ID NO:9); i
F5: TSSDRKK (SEQ ID NO:17) ili VYEGLKK (SEQ ID NO:18).
In vitro postupak mijenjanja ekspresije Hbb u stanici, naznacen time Sto postupak ukljucuje: unosenje, u stanicu,
jednog ili viSe polinukleotida prema patentnom zahtjevu 12, pod takvim uvjetima da se eksprimira jedan ili vie
proteina i povecava se ekspresija gena Hbb.
Farmaceutski pripravak prema patentnom zahtjevu 10 naznacen time §to je za uporabu u postupku lijeCenja
pacijenta s -talasemijom, te postupak ukljucuje davanje pacijentu farmaceutskog pripravka u koli¢ini dovoljnoj za
povecanje ckspresije gena Hbb kod pacijenta.
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