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Patentkrav

1. In vitro-fremgangsmate for transdusering av et protein, en nukleinsyre eller
en kombinasjon derav inn i en celle, hvor fremgangsmaten omfatter & bringe cellen
i bergring med proteinet, nukleinsyren eller kombinasjonen derav og en
transduksjonsbuffer, hvor transduksjonsbufferen omfatter (i) en
transduksjonsforbindelse og (ii) et salt valgt fra et natrium-, litium-, kalium-,

cesium- eller rubidiumsalt; hvor transduksjonsforbindelsen

a. har den generelle formel:

R’ R8

A

(D
hvor:
X er valgt fra NR'R2?, NR!R2R3+, OH og COOR*;

Y er valgt fra SO3H, SO3,, COO", CONHz, COOR'?, CONR®RS, tetrazol, OH, NR'°R'! og
H;

ner3,4,5eller6;
R!, R og R® hver uavhengig er valgt fra H, Ci-s-alkyl, Cs-10-aryl, Cs-1s-aralkyl, COR®;
Ci-s-alkyl, Cs.10-aryl og Cs-15-aralkyl kan valgfritt veere substituert med RY, OH eller

COOH;

eller R! og R? kan sammen med nitrogenet som de er bundet til, danne

heterocyklyl;

eller ndr X er NR'R2R3+, kan R3 veere fravaerende og R! og R? kan sammen med

nitrogenet som de er bundet til, danne heteroaryl;

R* R®, R®, R% R!° R!! R!?er uavhengig valgt fra H og Ci-¢-alkyl;
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R’ og R® er uavhengig valgt fra H, Ci-s-alkyl og OH;

heterocyklyl er en monocyklisk ring som er mettet eller delvis umettet, som hvor
mulig inneholder 1 eller 2 ringelementer uavhengig valgt fra N, NR!3, NR!*R*+ og
0, og 2 til 5 karbonatomer; heterocyklyl kan valgfritt veere substituert med Ci-Cs-

alkyl, C1-Cs-karboksylsyre eller C;-Cs-alkyl substituert med RY;

heteroaryl er en 5- eller 6-leddet aromatisk ring som hvor mulig inneholder 1, 2
eller 3 ringelementer uavhengig valgt fra N, NR'3, NR*3*R*+ og O; heteroaryl kan
valgfritt veere substituert med C;-Cs-alkyl, C;-Ces-karboksylsyre eller C1-Cs-alkyl

substituert med RY;

R!3 og R!* er uavhengig valgt fra H, Ci-e-alkyl, Ci-Ce-karboksylsyre og C;-Cs-alkyl

substituert med RY;
alkyl er et rettkjedet eller forgrenet mettet hydrokarbon;

RY er valgt fra SOsH, SO37, COO", CONH,, COOR'?, CONR®R®, tetrazol, OH og
NRIORll;

Ci-6-karboksylsyre betyr -COOH eller en Cis-alkylkjede substituert med COOH
og tautomerer, solvater, dobbeltioner og salter derav; eller

b. har den generelle formel:

R;
Ry—N&- (CHy)n—R®

3

hvor R; er metyl, etyl, propyl, butyl, pentyl eller heksyl;
R> er metyl, etyl, propyl, butyl, pentyl eller heksyl;
Rs er metyl, etyl, propyl, butyl, pentyl eller heksyl;

R™ er SO3™ eller COO" eller POO™ og
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n er 3-6, f.eks. 3, 4, 5 eller 6.

2. In vitro-fremgangsmate ifglge krav 1, hvor transduksjonsforbindelsen har

den generelle formel:

x> Ny (10

hvor
X er valgt fra NR'R? og NR'R?R3+;
Y er valgt fra SO3H, SO3”, COO", CONH,, COOR!? og CONR>R®;

R!, R? og R3 hver uavhengig er valgt fra H og Ci-s-alkyl som valgfrtitt kan vaere
substituert med OH eller COOH; eller R! og R? kan sammen med nitrogenet som de
er bundet til, danne heterocyklyl, fortrinnsvis piperidin, piperazin eller morfolin,
som valgfritt kan veere substituert; eller ndr X er NR!R?R3+, kan R® veere
fravaerende og R! og R? kan sammen med nitrogenet som de er bundet til, danne

heteroaryl, fortrinnsvis pyridyl, som valgfritt kan vaere substituert;
og alle gvrige grupper har betydningene angitt for formel I ovenfor.

3. In vitro-fremgangsmate ifglge krav 1 eller krav 2, hvor

transduksjonsforbindelsen:

(a) inneholder en kvaternaer nitrogengruppe og hvor det kvaternzere nitrogen er

del av en alifatisk eller aromatisk ringstruktur;

(b) er en forbindelse med formel I eller II hvor X er

R

A

N
(a) \)

Z er valgt fra C(R'®);, NR!3, NR}3*R*+ og O;
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hver R!> er uavhengig valgt fra H, Ci-s-alkyl, C1-Cs-karboksylsyre og Ci-Ce-alkyl
substituert med RY;

R3 er valgt fra H, C1-6-alkyl, C5.1o-aryl, C6-15-aralkyl, CORQ; C1-6-alkyl, C5-1o-aryl 0og
Ces-15-aralkyl kan valgfritt vaere substituert med RY, OH eller COOH, fortrinnsvis er
R3 -CH3;

R13 og R er uavhengig valgt fra H, Ci-¢-alkyl, C;-Cs-karboksylsyre og Ci-Cs-alkyl

substituert med RY; og/eller

(c) er valgt fra forbindelsene 01-06, 08, 10-12, 14-17, 20-31 og 34-46 i tabell
1.

4, In vitro-fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de forutgdende krav,
hvor transduksjonsbufferen ytterligere omfatter et osmo-beskyttende middel valgt
fra glycin, histidin, alanin, isoleucin, arginin, asparagin, leucin, asparaginsyre, lysin,
glutaminsyre, cystein, metionin, fenylalanin, glutamin, treonin, tryptofan, prolin,

valin, ornitin, selenocystein, serin, tyrosin og prolin.

5. In vitro-fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de forutgaende krav,
hvor:

transduksjonsbufferen ytterligere omfatter et osmo-beskyttende middel valgt fra
glycin og/eller glycerol;

transduksjonsbufferen ytterligere omfatter et osmo-beskyttende middel i en
konsentrasjon mellom ca. 5 og ca. 500 mM;

transduksjonsbufferen har an osmolalitet p& minst 300 mOsm/kg;

transduksjonsforbindelsen foreligger i en konsentrasjon mellom ca. 0,1 mM og ca.
500 mM; og/eller

hvor saltet er natriumklorid.
6. In vitro-fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de forutgdende krav,

hvor transduksjonsbufferen ytterligere omfatter: en biologisk pH-buffer, sa som

PBS, TES eller HEPES; et viskositetsfremmende middel, sa som polyvinylpyrrolidon
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(PVP); en hemmer av interferonresponsbanen; og/eller en vekstfaktor, for
eksempel valgt fra EGF, FGF, HGF, BDNF, PDGF, VEGF eller IGF, eller er hvilken

som helst kombinasjon derav.

7. In vitro-fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de forutgdende krav,
hvor transduksjonsbufferen omfatter NDSB-201 som transduksjonsforbindelse, og

fortrinnsvis ytterligere omfatter GABA som transduksjonsforbindelse.

8. In vitro-fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de forutgdende krav,
hvor transduksjonsbufferen omfatter: (i) NDSB-201 og GABA som
transduksjonsforbindelser; (ii) natriumklorid som salt; og fortrinnsvis (iii) glycin
og/eller glycerol som osmo-beskyttende middel; og hvor osmolaliteten av

transduksjonsbufferen er minst 300 mOsm/kg.

9. In vitro fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av de forutgdende krav,
hvor transduksjonsbufferen ytterligere omfatter en aktivator/forsterker av en

natrium-hydrogen-transportgr, hvor aktivatoren/forsterkeren er en vekstfaktor.

10. Transduksjonsbuffer ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9 for
anvendelse i en fremgangsmate ved behandling av en genetisk sykdom, hvor
fremgangsmaten omfatter 8 modifisere en nukleinsyre, s& som en genetisk
sekvens, i en celle, hvor fremgangsmaten omfatter a bringe cellen i bergring med

et protein som har evnen til & modifisere en nukleinsyre, og transduksjonsbufferen.

11. Transduksjonsbuffer for anvendelse ifglge krav 10, hvor proteinet som har
evnen til 8 modifisere en nukleinsyre, er iboende malrettet mot en bestemt

malsekvens, for eksempel hvor proteinet er et sinkfingernuklease eller et TALEN,
Cas9, en Cas9-analog, et DNA-rettet Fokl-nuklease-assosiert protein, et Cascade-

kompleks, et TtAgo-protein eller et annet Argonaut-protein.

12. Transduksjonsbuffer for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 10
til 11, hvor cellen ytterligere bringes i bergring med et styringsmoleky! for & rette

proteinet mot en genetisk malsekvens.

13. Transduksjonsbuffer for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 10
til 12, hvor transduksjonsbufferen ytterligere omfatter en aktivator/forsterker av en

natrium-hydrogen-transportgr, hvor aktivatoren/forsterkeren er en vekstfaktor.
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14. Transduksjonsbuffer ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvor

osmolaliteten av transduksjonsbufferen er minst 650 mOsm/kg.

15. Farmasgytisk sammensetning omfattende en transduksjonsbuffer ifglge krav
14.
16. Farmasgytisk sammensetning ifglge krav 15 for anvendelse i terapi eller

diagnostisering.

17. Anvendelse av glycin og/eller glycerol i en fremgangsmate for transdusering
av et protein, en nukleinsyre eller en kombinasjon derav inn i en celle ifglge et

hvilket som helst av kravene 1 til 9.

18. Anvendelse av en transduksjonsforbindelse valgt fra forbindelsene 01-06,
08, 10-12, 14-17, 20-31 og 34-46 i tabell 1 for transdusering av et protein, en
nukleinsyre eller en kombinasjon derav inn i en celle, hvor fremgangsmaten er i

henhold til et hvilket som helst av kravene 1 til 9.
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