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Patentkrav

1. Ikke naturlig forekommende eller konstruert sammensetning, omfattende et
vektorsystem som omfatter en eller flere vektorer som omfatter
. et farste regulatorisk element operativt koblet til en kimaert RNA-(chiRNA)
polynukleotidsekvens fra et CRISPR-Cas-system, hvor polynukleotidsekvensen
omfatter
(a) en guide-sekvens som kan hybridisere til en malsekvens i en eukaryot celle,
(b) en tracr-mate-sekvens, og
(c) en tracr-sekvens, og
I1. et andre regulatorisk element operativt koblet til en enzymkodende sekvens
som koder for et CRISPR-enzym som omfatter minst ett eller flere nukleaere
lokaliseringssignaler (NLS) i naerheten av en ende av CRISPR-enzymet,
hvori (a), (b) og (c) er arrangert i en 5' til 3'-orientering,
hvori bestanddelene 1 og 11 er plassert pa samme vektor eller pa forskjellige vektorer i
systemet,
hvori tracr-mate-sekvensen nar den transkriberes hybridiserer til tracer-sekvensen og
guide-sekvensen styrer sekvensspesifikk binding av et CRISPR-kompleks til
malsekvensen,
hvori CRISPR-komplekset omfatter CRISPR-enzymet kompleksbundet til (1) guide-
sekvensen som er hybridisert til malsekvensen, og (2) tracr-mate-sekvensen som er
hybridisert til tracr-sekvensen, og
hvori kimaert RNA-polynukleotidsekvensen omfatter to eller flere harnalslgkker.

2. Ikke naturlig forekommende eller konstruert sammensetning, omfattende et
vektorsystem som omfatter en eller flere vektorer som omfatter
. et farste regulatorisk element operativ koblet til
(a) en guide-sekvens som kan hybridisere til en malsekvens i en eukaryot celle,
0g
(b) en tracr-mate-sekvens,
I1. et andre regulatorisk element operativt koblet til en enzymkodende sekvens
som koder for et CRISPR-enzym som omfatter minst ett eller flere nukleaere
lokaliseringssignaler (NLS) i narheten til en ende av CRIPR-enzymet, og
I11. et tredje regulatorisk element operativt koblet til en tracr-sekvens,
hvori bestanddelene I, 11 og 111 er plassert pa samme vektor eller pa forskjellige
vektorer i systemet,
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hvori tracer-mate-sekvensen nar den transkriberes hybridiserer til tracr-sekvensen og
guide-sekvensen styrer sekvensspesifikk binding av et CRIPR-kompleks til
malsekvensen, og

hvori CRISPR-komplekset omfatter CRISPR-enzymet kompleksbundet til (1) guide-
sekvensen som er hybridisert til malsekvensen, og (2) tracr-mate-sekvensen som er
hybridisert til tracr-sekvensen.

3. Sammensetning ifglge krav 1, hvori det anvendes flere chiRNA
polynukleotidsekvenser for tilveiebringelse av et multipleks-system, eller ifglge krav 2,
hvor det anvendes flere guide-sekvenser og en enkelt tracr-sekvens for tilveiebringelse
av et multipleks-system.

4. Multipleks-CRISPR-enzymsystem, hvori systemet omfatter et vektorsystem
som beskrevet i krav 1, hvori det i multiplekssystemet anvendes flere chiRNA-
polynukleotidsekvenser, eller hvori systemet omfatter et vektorsystem ifglge krav 2,
hvori det i multiplekssystemet anvendes flere guide-sekvenser og en enkelt tracr-
sekvens.

5. Sammensetning eller system ifglge ethvert av kravene 1, 2, 3 og 4, hvori det
farste regulatoriske element er en polymerase Il1-promoter.

6. Sammensetning eller system ifalge ethvert av de foregaende krav, hvori det
andre regulatoriske element er en polymerase I1-promoter.

7. Sammensetning eller system ifglge krav 2, eller ifalge ethvert av kravene 3 til
6 nar disse er underordnet krav 2, hvori det tredje regulatoriske element er en
polymerase Il1-promoter.

8. Sammensetning eller system ifglge ethvert av de foregaende krav, hvori
CRISPR-enzymet omfatter et eller flere NLS med tilstrekkelig styrke til a drive en
akkumulering av CRISPR-enzymet i en pavisbar mengde i kjernen til en eukaryot
celle.
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9. Sammensetning eller system ifglge ethvert av de foregaende krav, hvori tracr-
sekvensen viser minst 50 % sekvenskomplementaritet over lengden av tracr-mate-
sekvensen nar de er optimalt sammenstilt.

10. Sammensetning eller system ifglge ethvert av de foregaende krav, hvori
CRISPR-enzymet er et type Il CRISPR-systemenzym, fortrinnsvis hvori CRISPR-
enzymet er et Cas9-enzym.

11. Sammensetning eller system ifglge ethvert av de foregaende krav, hvori
CRISPR-enzymet er kodon-optimalisert for ekspresjon i en eukaryot celle:

12. Sammensetning eller system ifglge ethvert av de foregaende krav, hvori guide-
sekvensen har en lengde pa minst 15 nukleotider.

13. Sammensetning eller system ifglge ethvert av de foregaende krav nar disse er
underordnet krav 1, hvori kimart RNA-polynukleotidsekvensen omfatter to, tre, fire
eller fem harnalslgkker.

14. Sammensetning ifalge ethvert av de foregaende krav nar disse er underordnet
krav 1, hvori bestanddelene | og Il er plassert pa samme vektor i systemet, eller,
dersom kravene er underordnet krav 2, hvori bestanddelene I, 11 og 11 er plassert pa
samme vektor i systemet.

15. Sammensetning eller system ifalget ethvert av de foregaende krav nar disse er
underordnet krav 1, hvori bestanddelene | og Il er plassert pa forskjellige vektorer i
systemet, eller, dersom kravene er underordnet krav 2, hvori bestanddelene I, 11 og 11l
er plassert pa forskjellige vektorer i systemet.

16. Eukaryot vertscelle, omfattende sammensetningen eller systemet ifglge ethvert
av de foregaende krav.
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17. Ikke-menneskelig organisme, omfattende den eukaryote vertscellen ifalge
krav 16.

18. Sett, omfattende sammensetningen ifglge ethvert av kravene 1 til 15 og
instruksjoner for anvendelse av settet.

19. Ex vivo- eller in vitro-fremgangsmate for endring av ekspresjonen av et
genomisk lokus av interesse i en eukaryot celle, omfattende a sette det genomiske lokus
i forbindelse med sammensetningen ifalge ethvert av kravene 1 til 15 og fastsla
hvorvidt ekspresjonen av det genomiske lokus har blitt endret,

forutsatt at fremgangsmaten ikke omfatter en prosess for a endre den genetiske identitet
av kimbanen hos mennesker.

20. Fremgangsmate ifglge krav 19, hvori guide-sekvensen styrer sekvensspesifikk
binding av CRISPR-komplekset til malsekvenser basert pa nerver av en CRISPR-
motiv- sekvens.

21. Fremgangsmate ifglge krav 20, hvori CRISPR-motiv-sekvensen er NAG.

22. Fremgangsmate for seleksjon av en eller flere prokaryote celler ved a innfare
en eller flere mutasjoner i et gen som omfatter et mal-polynukleotid i den eller de
prokaryote cellen(e), hvor fremgangsmaten omfatter:
innfgring av en eller flere vektorer i den eller de eukaryote cellen(e), hvori
vektoren eller vektorene styrer ekspresjonen av en eller flere av: et CRISPR-
enzym, en guide-sekvens koblet til et tracr-mate-sekvens, en tracr-sekvens og et
redigeringstemplat, og hvori alle av et CRISPR-enzym, en guide-sekvens koblet
til et tracr-mate-sekvens, en tracr-sekvens og et redigeringstemplat foreligger i
cellen(e),
hvori redigeringstemplatet omfatter mutasjonen eller mutasjonene som ksal
innfares i genet, og mutasjonen eller mutasjonene hindrer CRISPR-
enzymspalting,
a tillate seleksjon av homolog rekombinasjon mellom redigeringstemplatet og
malpolynukleotidet i cellen(e), slik at mutasjonen eller mutasjonene som hindrer
CRISPR-enzymspalting innfgres i genet,
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a la et CRISPR-kompleks bindes til malpolynukleotidet, slik at
malpolynukleotidet spaltes inne i genet, hvori CRISPR-komplekset omfatter
CRISPR-enzymet kompleksbundet til (1) guide-sekvensen som er hybridisert til
en malsekvens i malpolynukleotidet, og (2) tracr-mate-sekvensen som er
hybridisert til tracr-sekvensen,

hvori spalting av malpolynukleotidsekvensen via CRISPR-komplekset induserer
celledgd,

hvorved en eller flere prokaryote celler i hvilke en eller flere mutasjoner har blitt
innfart kan selekteres.

23.  Fremgangsmate ifglge krav 22, hvori CRISPR-enzymet er et type Il
CRISPR-systemenzym, fortrinnsvis hvori CRISPR-enzymet er Cas9.



