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Patentkrav

1. Linezert dupleks-DNA med Ilukkede ender (ceDNA), omfattende et
nukleinsyreinsert som omfatter et transgen, idet insertet er flankert av minst to
inverterte terminale gjentakelses- (ITR-) sekvenser av et adenoassosiert virus (AAV),
hvor de minst to ITR-sekvenser er asymmetriske og kovalent forbundet i forhold til
hverandre, idet hver sekvens har et operativt terminalt opplgsningssted og et rullende-
sirkel-replikasjons-proteinbindingselement (RBE), hvor en fgrste ITR-sekvens er avbrutt
av en kryssarmsekvens som tildanner to motsatte, i lengderetningen symmetriske stem-
looper tildannet ved avbrutte palindromiske sekvenser B-B' og C-C', idet hver av de
motsatte, i lengderetningen symmetriske stem-looper har et stem-avsnitt i omradet fra
5 til 15 basepar i lengde og et loop-avsnitt som har 2 til 5 uparede
deoksyribonukleotider, hvor en andre ITR-sekvens er avbrutt av en trunkert
kryssarmsekvens som har én eller flere delesjoner pa mellom 11 og 20 nukleotider i en

palindromisk sekvensregion B-B' og/eller en palindromisk sekvensregion C-C'.

2. ceDNA ifglge krav 1, hvor

(i) ITR-ene har en lengde i omradet fra 40 til 1000 nukleotider, valgfritt en lengde pa
100 til 160 nukleotider;

(ii) kryssarmsekvensen har en Gibbs fri energi (AG) for utfolding under fysiologiske
betingelser i omradet fra -12 kcal/mol til -30 kcal/mol, valgfritt -20 kcal/mol til -25
kcal/mol;

(iii) RBE-et omfatter sekvensen 5'-GCTCGCTCGCTC-3'; og/eller

(iv) det operative terminale opplgsningssted omfatter en sekvens 5'-TT-3' og/eller 3'-
enden av det operative terminale opplgsningssted er 15 til 25 nukleotider fra 5'-enden

av rullende sirkel-replikasjons-proteinbindingselementet.

3. ceDNA ifglge krav 1 eller 2, hvor den trunkerte kryssarmsekvens tildanner to
motsatte, i lengderetningen asymmetriske stem-looper, valgfritt hvor én av de motsatte,
i lengderetningen asymmetriske stem-looper har et stem-avsnitt i omradet fra 8 til 10
basepar i lengde og et loop-avsnitt som har 2 til 5 uparede deoksyribonukleotider, eller
den ene i lengderetningen asymmetriske stem-loop har et stem-avsnitt som er mindre

enn 8 basepar langt og et loopavsnitt som har 2 til 5 deoksyribonukleotider.

4. ceDNA ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvor nukleinsyreinsertet er

manipulert til @ uttrykke et protein eller funksjonelt RNA.

5. ceDNA ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvor nukleinsyreinsertet er et
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promotorlgst konstrukt som et substrat for genredigering valgt blant et substrat for
TALENS, et substrat for sinkfingernukleaser (ZFN-er), et substrat for meganukleaser, et

substrat for Cas9 og et substrat for et annet genredigeringsprotein.
6. ceDNA ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, inneholdt i en vektor.

7. Sammensetning som omfatter en flerhet av ceDNA-er som beskrevet i et hvilket
som helst av kravene 1 til 6, valgfritt hvor flerheten av ceDNA-er er forbundet ende-til-

ende, valgfritt videre omfattende en farmasgytisk akseptabel baerer.

8. Vertscelle som omfatter ceDNA-et ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6,
valgfritt hvor vertscellen videre omfatter et rullende-sirkel-replikasjonsprotein som

selektivt binder til nukleinsyrens RBE.

9. In vitro-fremgangsmate for tilfgrsel av en heterolog nukleinsyre til en celle, idet
fremgangsmaten omfatter @ tilfgre til cellen ceDNA-et ifslge et hvilket som helst av

kravene 1 til 6.

10. ceDNA ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6 for anvendelse i en
fremgangsmate for tilfgrsel av en heterolog nukleinsyre til et individ, hvor tilfgrselen ikke
medfgrer en immunrespons mot nukleinsyren hos individet, valgfritt hvor

immunresponsen er en humoral respons eller en cellulzer respons.

11. ceDNA for anvendelse ifglge krav 10, hvor tilfgrselen finner sted én eller flere

ganger.

12. Vertscelle ifglge krav 8 for anvendelse i en fremgangsmate for tilfarsel av en
heterolog nukleinsyre til et individ, hvor tilfgrselen av vertscellen finner sted én eller

flere ganger.

13. Fremgangsmate for fremstilling av nukleinsyrer, idet fremgangsmaten omfatter:
(i) @ innfgre en ceDNA-nukleinsyre ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6 i en
permissiv celle in vitro, valgfritt hvor den permissive celle er en insektcellelinje,
gjeercellelinje eller bakteriecellelinje; og

(i) 8 holde den permissive celle under betingelser i hvilke et rullende-sirkel-
replikasjonsprotein i den permissive celle initierer produksjon av atskillige kopier av
nukleinsyren, hvor den permissive celle ikke uttrykker virale kapsidproteiner som er i

stand til @ pakke replikative kopier av nukleinsyren i en viruspartikkel, hvor rullende-
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sirkel-replikasjonsproteinet velges fra gruppen bestdende av AAV78, AAV52, AAV Rep68
0og AAV Rep40; og valgfritt,
(iii) & rense de atskillige kopier av nukleinsyren, hvor rensingen valgfritt omfatter &

bringe nukleinsyren i kontakt med en silikagelharpiks.

14. Fremgangsmate ifglge krav 13, hvor rullende-sirkel-replikasjonsproteinet kodes
av en Autographa-californica-multiple-nukleopolyhedrovirus (AcMNPV)-vektor eller en

bakulovirus-ekspresjonsvektor (BEV).

15. ceDNA ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor ceDNA-et omfatter en
monomer nukleinsyre som omfatter en enkelt underenhet eller minst én multimer
nukleinsyre som omfatter to eller flere underenheter, hvor hver underenhet omfatter

nukleinsyreinsertet flankert av ITR-sekvensene.
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