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1
PATENTKRAV
1. Protein-RNA-kompleks omfattende
a) guide-RNA omfattende
1. forste region komplementar med et malsete 1 en kromosomal sekvens

som kan basepares med malsetet
il. andre region som danner en stamme- og lekkestruktur, og
iii. tredje region som i det vesentlige er enkeltstrenget, hvori 1, ii og iii er
anordnet i 5°- til 3’-retningen, og

b) en endonuklease som er et CRISPR/Cas9-protein av type 2 omfattende minst ett
kjernelokaliseringssignal, og som er modifisert til & mangle minst ett funksjonelt
nukleasedomene,

hvori komplekset er dannet av guide-RNA-et som interagerer med CRISPR/Cas9-
protein av type 2,

hvori guide-RNA-et interagerer med CRISPR/Cas9-proteinet av type 2 for a lede
proteinet til mélsetet.

2. Protein-RNA-komplekset ifolge krav 1, hvori guide-RNA-et omfatter to
separate molekyler.

3. Protein-RNA-komplekset ifolge krav 2, hvori det forste molekylet av guide-
RNA-et omfatter den forste regionen av guide-RNA-et og halvparten av stammen i den andre
regionen av guide-RNA-et.

4. Protein-RNA-komplekset ifolge krav 2, hvori det andre molekylet av guide-
RNA-et omfatter den andre halvparten av stammen av den andre regionen av guide-RNA-et og
den tredje regionen av guide-RNA-et.

5. Protein-RNA-komplekset ifolge et hvilket som helst av kravene 1-4, hvori
endonukleasen videre omfatter et celleinntrengende domene, et markerdomene eller begge
deler.

6. Protein-RNA-komplekset ifolge krav 1 eller krav 5, hvori guide-RNA-et er et
enkelt molekyl omfattende en 5’-region som er komplementert med et malsete.

7. Protein-RNA-komplekset ifolge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvori
malsetet 1 den kromosomale sekvensen er et Rosa26-lokus, et HPRT-lokus eller et AAVSI1-
lokus.

8. Protein-RNA-komplekset ifolge et hvilket som helst foregadende krav, hvori
malsetet 1 den kromosomale sekvensen umiddelbart etterfolges av et protospacertilstotende

motiv (PAM).
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9. Protein-RNA-komplekset ifolge et hvilket som helst foregadende krav, hvori
CRISPR/Cas9-proteinet av type 2 avledes fra en Streptococcus-art.

10.  Protein-RNA-komplekset ifolge et hvilket som helst foregaende krav, hvori
CRISPR/Cas9-proteinet av type 2 avledes fra Streptococcus pyogenes.

11. Protein-RNA-komplekset ifolge et hvilket som helst foregdende krav, hvori
CRISPR/Cas9-proteinet av type 2 omfatter en mutasjon i RuvC- og/eller HNH-domenet.

12.  Protein-RNA-komplekset ifelge krav 11, hvori CRISPR/Cas9-proteinet av type
2 omfatter (i) en D10A-mutasjon i RuvC-domenet, og/eller (ii) en H840A- eller H839A-
mutasjon i HNH-domenet.

13. Isolert nukleinsyre som koder for protein-RNA-komplekset ifolge et hvilket
som helst av kravene 1 til 12.

14.  Den isolerte nukleinsyren ifelge krav 13, hvori nukleinsyresekvensen som koder
for endonukleasen kodonoptimaliseres for translasjon i pattedyrceller.

15.  Den isolerte nukleinsyren ifelge krav 13 eller 14, hvori nukleinsyresekvensen
som koder for endonukleasen kodonoptimaliseres for translasjon i menneskeceller.

16.  Den isolerte nukleinsyren ifelge et hvilket som helst av kravene 13 til 15, hvori
nukleinsyresekvensen som koder for endonukleasen er operativt bundet til en
promotorkontrollsekvens.

17. Den isolerte nukleinsyren ifelge et hvilket som helst av kravene 13 til 16, hvori
nukleinsyresekvensen som koder for guide-RNA-et er operativt bundet til en
promotorkontrollsekvens.

18.  Vektor omfattende den isolerte nukleinsyren ifelge krav 16 eller krav 17.

19. Ex vivo eller in vitro vertscelle omfattende protein-RNA-komplekset ifolge et
hvilket som helst av kravene 1-12, den isolerte nukleinsyren ifelge et hvilket som helst av
kravene 13-17, eller vektoren ifelge krav 18, hvori vertscellen ikke er en human kimcellebane
eller et menneskeembryo.

20.  Fremgangsmate for & modifisere en kromosomal sekvens i en eukaryotisk celle
eller ikke-humant embryo, fremgangsméten omfattende:

a) innfere 1 den eukaryotiske cellen eller embryoet (i) protein-RNA-
komplekset ifolge et hvilket som helst av kravene 1-12, den isolerte nukleinsyren ifolge

et hvilket som helst av kravene 13-17, eller vektoren ifelge krav 18 og eventuelt (ii)

minst ett donorpolynukleotid; og

b) dyrke den eukaryote cellen eller embryoet slik at hver guide-RNA leder

endonukleasen til malsetet 1 den kromosomale sekvensen der endonukleasen innforer et
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dobbeltstrenget brudd i mélsetet, og det dobbeltstrengede bruddet repareres av en DNA-

reparasjonsprosess slik at den kromosomale sekvensen modifiseres, hvori

fremgangsmaten ikke omfatter en prosess for & modifisere den genetiske
identiteten til kimbanen til et menneske, og hvori

fremgangsmaten ikke omfatter en fremgangsmate for behandling av menneske-
eller dyrekroppen ved kirurgi eller behandling.

21.  Fremgangsmaten ifelge krav 20, hvori den eukaryote cellen er en human celle,
en ikke-human pattedyrcelle, en stamcelle, en ikke-pattedyrvirveldyrcelle, en hvirvelles celle,
en plantecelle eller en enkeltcelleeukaryotisk organisme.

22.  Fremgangsmaéten ifolge krav 20 eller krav 21, hvori embryoet er et ikke-humant
embryo fra et encellet dyr.

23. Fremgangsmaten ifolge et hvilket som helst av kravene 20 til 22, hvori den

eukaryote cellen er in vitro.
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