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Patentkrav

1. Et konstruert, ikke-naturlig forekommende klustret regelmessig innfelt kort
palindromisk gjentak (CRISPR)-CRISPR-assosiert (Cas) (CRISPR-Cas)-
vektorsystem som omfatter én eller flere vektorer som omfatter:

a) et forste regulerende element som er operativt bundet til to eller flere
nukleotidsekvenser som hver koder for et CRISPR-Cas-system guide-RNA
omfattende en polynukleotidsekvens som omfatter en guidesekvens, en tracr-
RNA, og en tracr-makesekvens, hvor hver guide-RNA hybridiserer med en
forskjellig malsekvens i polynukleotid loci i en eukaryot celle,

b) et andre regulatorisk element som er operativt bundet til en nukleotidsekvens
som koder for en type Il Cas9-protein,

hvor komponentene (a) og (b) ligger pa samme eller forskjellige vektorer i systemet,
hvor systemet videre omfatter én eller flere nuklezre lokaliseringssignal(er) (NLS)
uttrykt ved nukleotid sekvensen som koder for Cas9-proteinet, og

hvorved to eller flere guide-RNA malrettes mot polynukleotid loci i den eukaryote
celle, og Cas9-proteinet spalter polynukleotid loci, hvorved sekvensen av
polynukleotid loci modifiseres.

2. Et konstruert, ikke-naturlig forekommende Type Il CRISPR-Cas-vektorsystem
ifglge krav 1,

hvor Cas9-proteinet er mutert i forhold til et tilsvarende villtype Cas9-protein slik at
det muterte proteinet er en nickase som mangler evnen til a spalte én trad av et mal-
polynukleotid,

hvorved de to eller flere guide-RNA malrettes mot polynukleotid loci i en eukaryot
celle, og hvor Cas9-proteinet bare spalter én trad av det polynukleotid loci, hvorved
sekvensen av polynukleotid loci modifiseres.

3. System ifglge krav 2, hvor Cas9-proteinet omfatter én eller flere mutasjoner i
RuvC I-, RuvC II- eller RuvC Il1-katalytiske domener.

4. System ifglge krav 2, hvor Cas9-proteinet omfatter en mutasjon valgt fra gruppen
bestaende av D10A, H840A, N854A og N863A med henvisning til posisjons-
nummereringen til et Streptococcus pyogenes Cas9-(SpCas9)-protein.
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5. System ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-Cas-systemet
omfatter to eller flere nuklezere lokaliseringssignaler uttrykt ved nukleotid-sekvensen
som koder for Cas9-proteinet.

6. System ifglge krav 5, hvor minst én NLS er ved eller ner amino-terminus til Cas9-
proteinet og/eller minst én NLS er ved eller nar karboksy-terminus til Cas9-proteinet.

7. System ifglge krav 6, hvor minst én NLS er ved eller ner amino-terminus til Cas9
og minst én NLS er ved eller nar karboksy-terminus til Cas9-proteinet.

8. System ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor minst én av de
nevnte guide-RNA omfatter en guidesekvens som er fusjonert med en trans-
aktiverende cr (tracr)-sekvens.

9. System ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor minst en av de nevnte
guide-RNA er et kimart RNA som omfatter guidessekvensen, tracr-sekvensen og en
tracr make-sekvens.

10. System ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvor komponent (a) omfatter det
farste reguleringselement operativt koblet til et polynukleotid som omfatter en farste
tracr make-sekvens, en farste guide-RNA, en andre tracr make-sekvens og en andre
guide-RNA.

11. System ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor den eukaryote
cellen er en pattedyrcelle eller en human celle.

12. System ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor nukleotidsekvensen
som koder for Cas9-proteinet kodon-optimaliseres for ekspresjon i en eukaryot celle.

13. System ifglge et hvilket som helst av de foregaende krav, hvor vektorene er virale
vektorer.

14. System ifglge krav 13, hvor de virale vektorene omfatter retrovirale, lentivirale,
adenovirale, adeno-assosierte eller herpes simplex-virale vektorer.

15. System ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor minst en av de nevnte
guide-RNA innbefatter en tracr-sekvens som omfatter 50 eller flere nukleotider i
lengde.
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16. System ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor komponentene (a) og
(b) er komponenter av den samme vektoren.

17. System ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 15, hvor komponentene (a) og
(b) er pa forskjellige vektorer.

18. Anvendelse av systemet ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 17, for
genslgyd, forutsatt at anvendelsen ikke omfatter en prosess for a endre den stamcelle
genetiske identiteten til mennesker, og forutsatt at nevnte anvendelse ikke er en
metode for behandling av menneske- eller dyrekroppen ved kirurgi eller terapi.

19. Anvendelse ifglge krav 18, hvor den videre anvendelse omfatter reparasjon av
nevnte spaltede malpolynukleotid ved homolog rekombinasjon med et eksogent mal-
polynukleotid, hvor nevnte reparasjon resulterer i en mutasjon som omfatter en
innfgring, delesjon eller substitusjon av en eller flere nukleotider i nevnte mal-
polynukleotid.

20. Anvendelse av systemet ifalge et hvilket som helst av kravene 1 til 17, ved
fremstilling av et ikke-humant transgent dyr eller en transgen plante.



