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1. En ikke-naturlig forekommende eller konstruert sammensetning for ekspresjon i en
celle, som omfatter:

et enkelt polynukleotid som omfatter sekvenser for ekspresjon av to eller flere CRISPR-
Cas9 systemguider fra en enkelt promotor, hvor hver systemguide er et kimarisk RNA
(chiRNA) og omfatter fra 5' til 3' en guidesekvens som hybridiserer til et DNA mal ved et
lokus av interesse, en tracr-mate-sekvens og en tracr-sekvens, og hvor tracr-sekvensen
av et fgrste chiRNA er koblet til guidesekvensen av et andre chiRNA ved en

koblingssekvens.

2. Sammensetning ifglge krav 1, hvor guidesekvensen omfatter i det minste 5
nukleotider, foretrukket i det minste 10 nukleotider, mer foretrukket i det minste 20

nukleotider, eller hvor linkeren har 8 eller 12 nukleotider.

3. Sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 2, som videre omfatter en

Cas9 eller en kodonoptimalisert polynukleotidsekvens som koder for Cas9.

4. Sammensetning ifglge krav 3, hvor Cas9 omfatter en eller flere

kjernelokaliseringssekvenser.

5. Sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 3 til 4, hvor Cas9 er SaCas9

eller SpCas9.

6. Sammensetning ifglge krav 3 til 5, hvor Cas9 er en nickase.

7. Sammensetning ifglge krav 6, hvor Cas9 omfatter en eller flere mutasjoner i et
katalytisk domene, fortrinnsvis der den ene eller de flere mutasjonene er valgt fra
gruppen som bestdr av D10A, E762A, H840A, N854A, N863A og D986A av SpCas9, eller

tilsvarende posisjoner i andre Cas9s, og mest foretrukket der Cas9 har D10A mutasjonen.

8. Sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor den fgrste
guidesekvensen er i stand til 8 styre spaltning av en streng av DNA dupleksen naer den
fgrste malsekvensen og den andre guidesekvensen er i stand til & styre spaltning av den
andre strengen nzer den andre malsekvensen, og den fgrste og andre guidesekvensen er

konfigurert for 8 generere et 5' overheng.
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9. Sammensetning ifglge krav 8, hvor:
(a) 5' overhenget er pd det meste 200 basepar, eller er pd det meste 100 basepar,
eller er pa det meste 50 basepar; eller
(b) 5' overhenget er i det minste 26 basepar, eller er i det minste 30 basepar, eller

er 34-50 basepar.

10. Sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor den fgrste
guidesekvensen er i stand til & styre spaltning av en streng av DNA dupleksen naer den
fgrste malsekvensen og den andre guidesekvensen er i stand til & styre spaltning av den
andre strengen neaer den andre malsekvensen, og den fgrste og andre guidesekvensen er

konfigurert for & generere et 3' overheng.

11. Sammensetning ifglge krav 10, hvor:
(a) 3' overhenget er pd det meste 150 basepar, eller er pa det meste 100 basepar,
eller er pa det meste 25 basepar; eller

(b) 3' overhenget er i det minste 10 basepar, eller er i det minste 15 basepar.

12. Fremgangsmate for & modifisere et genomlokus av interesse i en celle, eller for &
modifisere en ikke-menneskelig organisme, eller for 8 modifisere et DNA dupleks ved et
lokus av interesse i en celle, hvor fremgangsmaten omfatter a levere den ikke-naturlig
forekommende eller konstruerte sammensetningen som omfatter sasmmensetningen ifglge
et hvilket som helst av kravene 1 til 11,

hvor fremgangsmaten ikke er en fremgangsmate for behandling av menneskets eller dyrs
kropp ved terapi som blir utgvet p@ menneskets eller dyrs kropp, og

hvor fremgangsmaten ikke er en prosess for & modifisere den kimbanen genetiske

identiteten av mennesker.

13. Fremgangsmate ifglge krav 12, hvor det enkelte polynukleotid som omfatter
sekvenser for ekspresjon av to eller flere CRISPR-Cas9 systemguider fra en enkelt
promoter er tilveiebrakt som en fgrste DNA sekvens, og hvor sammensetningen omfatter
en kodonoptimert polynukleotidsekvens som koder for Cas9 og polynukleotidet er
tilveiebrakt som en DNA sekvens,

hvor hver av den fgrste DNA sekvensen og den andre DNA sekvensen er tilveiebrakt i en

vektor.

14. Fremgangsmate ifglge krav 13, hvor hver av den fgrste DNA sekvensen og den andre

DNA sekvensen er tilveiebrakt i den samme eller en annen vektor.
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15. Sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 11 for bruk i terapi.

16. En vertscelle som omfatter sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1

til 11, der vertscellen ikke er en menneskelig kimcelle og ikke et menneskelig embryo.
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