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Patentkrav
1. En ikke-naturlig forekommende eller konstruert komposisjon omfattende:

en klynge regulatoriske ispedde korte palindromiske repetisjoner (CRISPR) -
CRISPR assosiert (Cas) (CRISPR Cas) System kimart RNA (chiRNA)
polynukleotid-sekvens, der polynukleotidsekvensen omfatter:

10 (a) en guide-sekvens pa mellom 10 - 30 nukleotider 1 lengde, som er i
stand til & hybridisere til et target-sekvens i en eukaryot celle,
(b) en «tracr mate» sekvens, en
(c) en «tracrRNA» sekvens

15 der (a), (b) og (c) er anordnet i en 5 ' til 3' orientering, som, nér transkribert,
hybridiserer «tracr mate» sekvensen til «tractRNA» sekvensen og
guidesekvensen retter sekvens-spesifikk binding av et CRISPR kompleks til
malsekvensen, hvor CRISPR komplekset omfatter et type II Cas9
proteinkompleks med (1) guidesekvensen som er hybridisert til mélsekvensen, og

20 (2) «tracr mate»-sekvensen som er hybridisert til «tracrRNA» sekvensen
karakterisert ved at «tracrRNA» sekvensen er 50 eller flere nukleotider 1 lengde.

2. En klynge regulatoriske ispedde korte palindromiske repetisjoner (CRISPR) -
CRISPR assosiert (Cas) (CRISPR-Cas) vektorsystem som omfatter én eller flere
»s  vektorer omfattende

L. et forste regulatorisk element operativt koblet til en nukleotidsekvens som
koder et CRISPR-Cas system av kimaert RNA (chiRNA) polynukleotid-sekvens
som angitt i krav 1, og

30 II. et andre regulatorisk element operativt koblet til en nukleotidsekvens som
koder en type II-protein Cas9 omfattende én eller flere nukleare
lokaliseringssekvenser, med tilstrekkelig styrke til & drive akkumulering av
nevnte Cas9 protein i en detekterbar mengde 1 kjernen 1 en eukaryotcelle;
der komponentene I og II ligger 1 de samme eller forskjellige vektorer av

35 systemet.
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3. Komposisjon ifelge krav 1, der Cas9 enzymet omfatter én eller flere nukleare
lokaliseringssekvenser med tilstrekkelig styrke til & drive akkumulering av nevnte Cas9
enzym 1 en detekterbar mengde 1 kjernen av en eukaryotcelle.

4. Komposisjon ifelge krav 1, eller vektorsystem ifelge krav 2, der proteinet er et Cas9
nuklease som styrer klgyving av begge strenger av polynukleotid locus.

5. Komposisjon ifelge krav 1, eller vektorsystem ifolge krav 2, der Cas9 proteinet
omfatter én eller flere mutasjoner i et katalytisk domene, og er en nickase som spalter
bare én streng av polynukleotidet locus.

6. Vektorsystem ifolge krav 2, eller hvilket som helst krav avhengig av dette, der
nukleotid-sekvensen som koder Cas9 proteinet er kodon-optimalisert for ekspresjon i en
eukaryotcelle.

7. Vektorsystem ifolge krav 2, eller hvilket som helst krav avhengig av dette, der
vektorene er virale vektorer.

8. Vektorsystem ifelge krav 7, der de virale vektorer er retrovirus, lentiviral,
adenovirus, adeno-assosierte eller herpes simplex virale vektorer.

9. Vektorsystem ifolge krav 2, eller hvilket som helst krav avhengig av dette, der
vektorsystemet omfatter nukleotid -sekvens (er) som koder to eller flere nukleaere
lokaliseringssignaler (NLS) uttrykt med nukleotidsekvens som koder Cas9 proteinet.

10. Vektorsystem ifelge krav 9, som nar det uttrykkes i det minste én NLS er pa eller
nar amino-terminus til Cas9 proteinene og / eller minst én NLS er pa eller naer
karboksy-terminus til Cas9 proteinet.

11. Vektorsystem ifglge krav 9, der minst én NLS er pa eller ner amino-terminus til
Cas9 proteinet og minst ett NLS er pd eller ner karboksy-terminus til Cas9 proteinet.

12. Anvendelse av komposisjonen ifglge krav 1, eller vektorsystem ifelge krav 2 eller
hvilket som helst krav avhengig derav for gen-konstruksjon, forutsatt at nevnte
anvendelse ikke er en metode for behandling av menneske- eller dyre-kropper ved
kirurgi eller terapi, og forutsatt at nevnte bruk ikke er en prosess for & endre kimlinjens
genetiske identiteten til mennesker.
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13. Anvendelse ifelge krav 12, der gen-konstruksjonen omfatter & modifisere et
malpolynukleotid i en eukaryotcelle, & modifisere ekspresjon av et polynukleotid 1 en
eukaryotcelle, & generere en modell av en eukaryotcelle som omfatter et mutert
sykdoms-gen, eller slér ut et gen.

14. Anvendelse ifolge krav 12, der anvendelsen videre omfatter & reparere nevnte
spaltede malpolynukleotid ved & sette inn et eksogent mal-polynukleotid, der
reparasjonen resulterer i en mutasjon som omfatter en innsetting, sletting, eller
substitusjon av én eller flere nukleotider i nevnte mal-polynukleotid.

15. Anvendelse ifolge krav 12, der anvendelsen videre omfatter redigering av nevnte
spaltede malpolynukleotid ved & sette inn et eksogent mal-polynukleotid, der
redigeringen resulterer i en mutasjon som omfatter en innsetting, sletting, eller
substitusjon av én eller flere nukleotider i nevnte mal-polynukleotid.

16. Anvendelse ifolge krav 13 eller 14, der innferingen er ved homolog rekombinasjon.
17. Anvendelse av komposisjonen ifalge krav 1, eller vektorsystemet ifolge krav 2 eller

hvilket som helst krav avhengig av dette, 1 produksjonen av et ikke-humant transgent
dyr eller transgen plante.



