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PATENTKRAV

1. In vitro eller ex vivo fremgangsmate for 8 endre en eukaryotisk celle
omfattende

3 tilveiebringe den eukaryotiske celle guide-RNA-sekvensen GNis
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUG
GCACCGAGUCGGUGCUUUU,

hvor GN1s sekvensen er komplementaer til en malnukleinsyresekvens og binder seg til
malnukleinsyresekvensen og

tilfgre, til den eukaryote celle, et Cas 9-protein som interagerer med guide-RNA-
sekvensen, og

hvor fremgangsmaten ikke omfatter en prosess for 8 modifisere den genetiske

identiteten til menneskers kimbane, og hvor cellen ikke er et menneskelig embryo.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor Cas 9-proteinet er et Cas9-enzym og

o .
malnukleinsyresekvensen spaltes.

3. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 2, hvor cellen tilfgres
guide-RNA-sekvensen ved & introdusere en fgrste nukleinsyre som koder for guide-
RNA-sekvensen,

hvor Cas 9-proteinet tilfores til cellen ved & introdusere for cellen en andre nukleinsyre
som koder for Cas9-proteinet, og

hvor cellen produserer guide-RNA og Cas9-proteinet.

4, Fremgangsmate ifglge krav 3, hvor den fgrste nukleinsyren blir introdusert i

cellen ved & anvende en viral tilfgrselsmetode.

5. Fremgangsmate ifslge krav 3, hvor den fgrste og/eller andre nukleinsyren blir

introdusert i cellen ved transfeksjon.

6. Fremgangsmate ifglge krav 3, hvor den fgrste nukleinsyren blir introdusert i

cellen ved & anvende et adenoassosiert virus.

7. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor Cas9-proteinet
er et Cas9-enzym, en Cas9 nickase, en nuklease-null Cas9, en modifisert Cas9 eller en

homolog av Cas9.
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8. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor den

eukaryotiske cellen er en gjaercelle, en plantecelle eller en pattedyrcelle.

9. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvor cellen er en

menneskecelle.

10. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvor flere guide-
RNA-sekvenser som er komplementeere til forskjellige malnukleinsyresekvenser
tilfgres til den eukaryote celle, hvor guide-RNA-sekvensen binder til den forskjellige
malnukleinsyresekvensen,

og hvor Cas 9-proteinet interagerer med de flere guide-RNA-sekvensene.

11. Fremgangsmate ifslge hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvor guide-RNA er

en crRNA-tracrRNA-fusjon.

12. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 11, hvor Cas9-

proteinet er humant kodon-optimalisert.

13. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 12, hvor guide-RNA-
sekvenser som er komplementaere til malnukleinsyresekvenser i en locus tilfgres til
cellen, hvor guide-RNA-sekvensene binder seg til malnukleinsyresekvensene og hvor
Cas9-proteinet er et Cas9-enzym som spalter malnukleinsyresekvensene og en

mellomliggende nukleinsyresekvens deleteres fra locusen.

14. Fremgangsmate ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 13, hvor Cas9-
proteinet er et Cas9-enzym som spalter malnukleinsyresekvensen og hvor en donor-
nukleinsyresekvens tilfgrt til den eukaryote cellen inserteres i

o -
malnukleinsyresekvensen.

15. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor Cas9-proteinet er nuklease-null og
interagerer med guide-RNA-sekvensen og binder seg til malnukleinsyre-sekvensen,
hvor Cas 9-proteinet har et FokI-nukleasedomene festet dertil,

hvor en mélnukleinsyresekvens spaltes ved FokI-nukleasedomene dimerisering av

tilstgtende guide-RNA-sekvens og Cas9-protein ko-lokaliseringskomplekser.

16. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor Cas9-proteinet er nuklease-null og

inkluderer et transkripsjonelt aktiverings- eller represjonsdomene og hvor ekspresjon
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o
av et malgen moduleres.

17. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor Cas9-proteinet er nuklease-null og

inkluderer et fluorescerende protein og hvor det fluorescerende proteinet visualiseres.

18. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor Cas9-proteinet er nuklease-null og
inkluderer en proteinbundet organisk fluorofor, en nukleinsyrebundet organisk
fluorofor, et kvantepunkt, et molekylaert merke, en ekkosonde eller et multivalent

ligandbindende proteindomene.

19. RNA-guidet genom redigeringssystem som omfatter:

guide-RNA-sekvens GNig
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU, hvor GN1s sekvensen er komplementeer til en
malnukleinsyresekvens og binder til malnukleinsyre-sekvensen; eller en fgrste
nukleinsyresekvens som koder for guide-RNA-sekvensen; og

et Cas9-protein som interagerer med guide-RNA-sekvensen, eller en andre
nukleinsyresekvens som koder for Cas9-proteinet, hvor Cas9-proteinet inkluderer et

C-terminus SV40 nukleaert lokaliseringssignal.
20. RNA-guidet genom redigeringssystem ifglge krav 19 for anvendelse i genterapi.
21. Eukaryotisk celle som inneholder det RNA-guidede genom redigeringssystemet

ifglge krav 19, hvor cellen ikke er en kjgnnscelle fra menneske og er ikke et menneske

embryo.
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