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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

Dbl

10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.

Pripravak lipidnih nanocestica ("LNP") koji sadrzi:
RNA komponenta, naznacen time $to RNA komponenta sadrzi (1) mRNA koja kodira RNA-vodeno sredstvo za
vezanje DNA i (ii) gRNA nukleinsku kiselinu; i
lipidnu komponentu, pri ¢emu lipidna komponenta sadrZi:
50-60 mol-% amin lipida;
8-10 mol-% neutralnog lipida; i
2.5-4 mol-% PEG lipida,
pri ¢emu je ostatak lipidne komponente pomocni lipid, omjer N/P LNP pripravka je 6, pri ¢emu aminski lipid je
lipid A ili acetalni analog lipida A, pri ¢emu je lipid A predstavljen sljedeéom strukturnom formulom
(¢]
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Pripravak prema zahtjevu 1, naznacen time $to je RNA-vodeno sredstvo za vezanje DNA Cas nukleaza.
Pripravak prema zahtjevu 1, naznacen time $to je RNA-vodeno sredstvo za vezanje DNA Cas nukleaza.
Pripravak prema zahtjevu 2 ili 3, naznacen time $to je mRNA modificirana mRNA.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-4, naznacen time $to mRNA sadrzi:
RNA koja sadrZi otvoreni okvir za ¢itanje koji kodira RNA-vodeno sredstvo za vezanje DNA, pri ¢emu otvoreni
okvir za ¢itanje ima sadrZaj uridina u rasponu od minimalnog sadrZaja uridina do 150% minimalnog sadrZaja
uridina, ili
mRNA koja sadrzi otvoreni okvir za &itanje koji kodira RNA-vodeno sredstvo za vezanje DNA, pri ¢emu
otvoreni okvir za ¢itanje ima sadrZaj uridina dinukleotida u rasponu od minimalnog sadrzaja uridina do 150%
minimalnog sadrZaja uridina, ili.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-5, naznacen time $to mRNA sadrzi sekvencu s najmanje 90% identi¢nosti
s bilo kojom od SEQ ID NO: 1,4, 7,9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 23, 24, 26, 27, 29, 30, 50, 52, 54, 65, ili
66, pri cemu mRNA sadrZi otvoreni okvir za &itanje koji kodira RNA-vodeno sredstvo za vezanje DNA.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-6, naznacen time $to je gRNA nukleinska kiselina gRNA.
Pripravak prema zahtjevu 7, naznacen time $to je gRNA modificirana, tako $to pri ¢emu gRNA sadrzi modifikaciju
odabranu izmedu 2'-O-metil (2'-0O-Me) modificiranog nukleotida, fosforotioatne (PS) veze izmedu nukleotida; 1 2'-
fluoro (2'-F) modificirani nukleotid.
Pripravak prema zahtjevu 8, naznacen time $to gRNA sadrzi 5' kraj i1 3'kraj, 1 pri ¢emu gRNA sadrZi najmanje jednu
modifikaciju odabranu izmedu:
(a) modifikacija na jednom ili viSe od prvih pet nukleotida na 5' kraju;
(b) modifikacija na jednom ili viSe od prvih pet nukleotida na 3' kraju;
(¢) PSveze izmedu prva etiri nukleotida na 5' kraju;
(d) PS veze izmedu prva etiri nukleotida na 3' kraju;
(e) 2'-O-Me modificirani nukleotidi na prva tri nukleotida na 5' kraju; i
() 2'-0O-Me modificirani nukleotidi na posljednja tri nukleotida na kraju 3".
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 7-9, naznacen time $to je RNA-vodeno sredstvo za vezanje DNA Cas
nukleaza klase 2, i gRNA i mRNA Cas nukleaza klase 2 prisutne su u omjeru u rasponu od 10:1 do 1:10 teZinski,
kao $to je u omjeru od 5:1 do 1:5, od 3:1 do 1:1, ili od 2:1 do 1:1, poZeljno u omjeru od 2:1, 1:1, ili 1:2.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-10, naznacen time $to nadalje sadrzi najmanje jedan predlozak nukleinske
kiseline.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-11, naznacen time Sto je mol-% PEG lipida 3.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-12, naznacen time $to je mol-% amin lipida 50 mol-% ili 55 mol-%, ili
pri ¢emu je mol-% amin lipida od 53 do 57 mol-%.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-13, naznacen time Sto amin lipid je lipid A.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-13, naznacen time $to je amin lipid predstavljen sljede¢om strukturnom
formulom

pri gemu su R! i R? svaki C4-C12 alkil.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-15, naznacen time Sto je pomo¢ni lipid kolesterol.
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Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-16, naznacen time Sto je neutralni lipid fosfolipid, kao $to je DSPC ili
DPPC.
Pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-17, naznacen time Sto PEG lipid sadrZi dimiristoilglicerol (DMG), PEG-
2k, ili PEG-DMG, pozeljno pri ¢emu je PEG lipid PEG-DMG, kao $to je PEG2k-DMG.
Uporaba LNP sastava prema bilo kojem od zahtjeva 1-18 za:

(a) wuredivanje gena in vitro; ili

(b) proizvodnju genetski modificiranih stanica in vitro.
LNP pripravak prema bilo kojem od zahtjeva 1-18 za uporabu u terapiji.
LNP pripravak za uporabu prema zahtjevu 20, naznacen time $to terapija sadrzi:

(a) uredivanje gena u subjektu; ili

(b) proizvodnju genetski modificirane stanice u subjektu.
Uporaba prema zahtjevu 19 dijela (b) ili LNP pripravak za uporabu prema zahtjevu 21 dijela (b) pri ¢emu proizvodnja
genetski modificirane stanice ukljuc¢uje uvodenje najmanje jednog predloska nukleinske kiseline u stanicu.
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