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Patentkrav

1. En ikke-naturlig forekommende eller konstruert sammensetning omfattende:
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et leveringssystem som er operativt konfigurert for a levere CRISPR-Cas-
komplekskomponenter eller polynukleotidsekvenser som omfatter eller koder for
nevnte komponenter i en eukaryot celle,

karakterisert ved at CRISPR-Cas-komplekset er opererbart i den eukaryote cellen;

. en eller flere CRISPR-Cas-kompleks-polynukleotidsekvenser omfattende eller
som koder for ekspresjon i eukaryote celle:

(a) en styresekvens som er i stand til & hybridisere til en malsekvens i en
eukaryot celle,

(b) en tracr mate-sekvens, og

(c) en tracr-sekvens, og

I1. et CRISPR-enzym omfattende ett eller flere heterologe funksjonelle domener
eller et polynukleotid som koder for et CRISPR-enzym omfattende ett eller flere
heterologe funksjonelle domener for ekspresjon i eukaryote cellen;

hvor:

tracr mate-sekvensen hybridiserer til tracr-sekvensen,

styresekvensen leder sekvens-spesifikk binding av et CRISPR-kompleks til
malsekvensen,

CRISPR-komplekset omfatter CRISPR-enzymet kompleksert med (1)
styresekvensen som er hybridisert til malsekvensen, og (2) tracr mate-sekvensen
som er hybridisert til tracr-sekvensen,

CRISPR-enzymet omfatter en eller flere mutasjoner, slik at enzymet har endret
nuklease-aktivitet sammenlignet med villtype-enzymet,

hvor ett eller flere heterologe funksjonelle domener omfatter minst en eller flere
nukleere lokaliseringssignaler NLS(er).

2. Sammensetning ifglge krav 1, hvor leveringssystemet omfatter et vektorsystem som
omfatter en eller flere vektorer, og hvor komponent (I) omfatter et fgrste regulator-
element operativt koblet til en polynukleotidsekvens som bestar av styresekvensen,
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tracr mate-sekvensen og tracr-sekvensen, og hvor komponent (1) omfatter et andre
regulatorisk element operativt knyttet til en polynukleotidsekvens som koder for
CRISPR-enzymet.

3. Sammensetning ifelge krav 1, hvor leveringssystemet omfatter et vektorsystem som
omfatter en eller flere vektorer, og hvor komponent (I) omfatter et fgrste regulator-
element operativt koblet til styresekvensen og tracr mate-sekvensen, og et tredje
regulatorisk element som er operativt knyttet til tracr-sekvensen, og hvor komponent
(1) omfatter et andre regulatorisk element operativt knyttet til en polynukleotid-
sekvens som koder for CRISPR-enzymet.

4. Sammensetning ifglge hvilket som helst av kravene 2 eller 3, hvor komponentene |
og Il ligger i de samme eller forskjellige vektorer i systemet.

5. Sammensetning ifglge krav 4, hvor komponentene I og Il ligger i den samme
vektoren.

6. Sammensetning ifelge hvilket som helst av de foregdende krav, som er en
multiplekset sammensetning som omfatter flere styresekvenser som er i stand til a
hybridisere til flere malsekvenser.

7. Sammensetning ifglge hvilket som helst av kravene 2 til 6, hvor en eller flere
vektorer omfatter en eller flere virale vektorer.

8. Sammensetning ifglge krav 7, hvor en eller flere av virale vektorer omfatter et eller
flere retrovirus-, lentivirus-, adenovirus-, adeno-assosiert virus- og herpes simplex
virus-vektorer.

9. Sammensetning ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor leveringssystemet
omfatter et gjersystem, et lipofeksjonssystem, et mikroinjeksjonssystem, et biolistisk
system, virosomer, liposomer, immunliposomer, polykationer, lipid: nukleinsyre-
konjugater eller kunstige virioner.

10. Sammensetning ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-
enzymet omfatter en eller flere mutasjoner i to eller flere katalytisk aktive domener.
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11. Sammensetning ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-
enzymet har redusert eller opphevet nuklease-aktivitet sammenlignet med villtype-
enzymet.

12. Sammensetning ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor en eller flere
mutasjoner omfatter mutasjoner i D10 SpCas9, H840 SpCas9, N854 SpCas9 eller
N863 SpCas9, eller tilsvarende rester av andre CRISPR-enzymer.

13. Sammensetning ifelge krav 12, hvor en eller flere mutasjoner omfatter D10A,
H840A, N854A eller N863A.

14. Sammensetning ifglge hvilket som helst av kravene 12 eller 13, hvor en eller flere
mutasjoner omfatter to mutasjoner.

15. Sammensetning ifglge krav 14, hvor mutasjonene omfatter D10A SpCas9 og
H840A SpCas9, eller tilsvarende rester av andre CRISPR-enzymer.

16. Sammensetning ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-
enzymet er et DNA-bindende protein som ikke leder til spaltning av noen strenger pa
lokasjonen til malsekvensen.

17. Sammensetning ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor en eller flere
mutasjoner er i et katalytisk aktivt domene av CRISPR-enzymet omfattende RuvCl,
RuvCll eller RuvClIlI.

18. Sammensetning ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-
enzymet omfatter to eller flere heterologe funksjonelle domener.

19. Sammensetning ifalge hvilket som helst av de foregaende krav, omfattende i det
minste to eller flere NLSs.

20. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregdende krav, hvor i det minste
en eller flere eller i det minste to eller flere nukleaere lokaliseringssekvenser er pa eller
nar den amino-terminale enden av enzymet og/eller ved eller naer den karboksy-
terminale enden av enzymet.

21. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregdende krav, hvor et funksjonelt
domene omfatter et transkripsjonsaktiveringsdomene.
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22. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor et funksjonelt
domene omfatter \VP64.

23. Sammensetning ifalge hvilket som helst av kravene 1 til 20, hvor et funksjonelt
domene er et transkripsjonelt repressordomene.

24. Sammensetning ifalge krav 23, hvor det funksjonelle domenet omfatter et KRAB-
domene eller et SID-domene.

25. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor den enzym-
kodende sekvens koder for to eller flere heterologe funksjonelle domener.

26. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregdende krav, hvor den enzym-
kodende sekvens koder for en eller flere heterologe funksjonelle domener fusjonert til
CRISPR-enzymet.

27. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor den enzym-
kodende sekvens ytterligere omfatter en linkersekvens mellom hvilke som helst to
domener.

28. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor en eller flere
funksjonelle domener har en eller flere av fglgende aktiviteter: metylaseaktivitet,
demetylaseaktivitet, transkripsjonsaktiveringsaktivitet, transkripsjonsundertrykkelses-
aktivitet, transkripsjonsfrigjaringsfaktor-aktivitet, histonmodifikasjonsaktivitet, RNA-
spaltingsaktivitet og nukleinsyrebindingsaktivitet.

29. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregdende krav, hvor et funksjonelt
domene binder DNA.

30. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregdende krav, hvor et funksjonelt
domene pavirker transkripsjonen av malnukleinsyren.

31. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor den eukaryote
cellen omfatter en pattedyrcelle.

32. Sammensetning ifglge krav 31, hvor pattedyrcellen omfatter en human celle.



10

15

20

25

30

35

NO/EP2931898

33. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-
enzymet er kodon optimalisert for ekspresjon i en eukaryot celle.

34. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-
enzymet er et type 11 Cas9 CRISPR-enzym.

35. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor Cas9-
enzymet er fra en organisme valgt fra gruppen bestaende av slektene Streptococcus,
Campylobacter, Nitratifractor, Staphylococcus, Parvibaculum, Roseburia, Neisseria,
Gluconacetobacter, Azospirillum, Sphaerochaeta, Lactobacillus, Eubacterium eller
Corynebacter.

36. Sammensetning ifalge hvilket som helst av kravene 1-34, hvor Cas9 er fra
Staphylococcus, aureus.

37. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor CRISPR-
enzymet er et Cas9-enzym som er et kimeert protein som omfatter Cas9-fragmenter fra
forskjellige Cas9-homologer.

38. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregdende krav, hvor malsekvensen
er tilstgtende til en Protospacer Adjacent Motif (PAM) som gjenkjennes av CRISPR-
enzymet.

39. Sammensetning ifalge hvilket som helst av kravene 2 til 38, hvor nevnte fgrste og
andre regulatoriske elementer hver omfatter en vev-spesifikk promoter.

40. Sammensetning ifalge krav 39, hvor den vev-spesifikke promoter leder
ekspresjonen av CRISPR-transkripter i blod.

41. Sammensetning ifglge hvilket som helst av de foregaende krav, hvor tracr-
sekvensen er 30 eller flere nukleotider i lengde.

42. En fremgangsmate for & modulere genekspresjon pa et genomisk locus av interesse
i en celle i en eukaryot organisme ved a kontakte cellen med sammensetningen ifglge
hvilket som helst av de foregaende krav; forutsatt at organismen ikke er et menneske
eller et annet dyr.
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43. En ex vivo- eller in vitro-metode for & modulere genekspresjon pa et genomisk
locus av interesse i en celle i en eukaryot organisme ved a kontakte cellen med
sammensetningen ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 41; forutsatt at nevnte
fremgangsmate ikke omfatter en fremgangsmate for a modifisere den bakterielinje-
genetiske identiteten til et menneske.

44. Anvendelse av en sammensetning ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 41 i ex
vivo eller in vitro gen- eller genom-redigering; forutsatt at nevnte redigering ikke
omfatter en fremgangsmate for a modifisere den genetiske kimcellelinje-identiteten til
et menneske.

45. Sammensetning ifalge hvilket som helst av kravene 1 til 41, for anvendelse som et
terapeutisk middel.

46. Sammensetning for anvendelse som angitt i krav 45, hvor nevnte terapeutiske
middel er for gen- eller genom-redigering, eller genterapi.

47. En in vitro eller ex vivo eukaryot vertscelle som omfatter sammensetningen ifglge
hvilket som helst av kravene 1 til 41; forutsatt at vertcellen ikke er en human
kimcellelinje.

48. En in vitro eller ex vivo eukaryot vertscelle som omfatter CRISPR-Cas-komplekset
som definert ifglge hvilket som helst av kravene 1 til 41; forutsatt at vertscellen ikke er
en human kimcellelinje.

49. Etterkommer av vertscellen ifglge krav 47 eller 48; forutsatt at etterkommerne ikke
omfatter en menneskekropp.



