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Patentkrav

1. En sammensetning som omfatter et Clustered Regularly Interspersed Short

Palindromic Repeats (CRISPR)-system, hvor CRISPR-systemet omfatter:
- et Cas9-protein som omfatter en eller flere kjernelokaliseringssekvenser (NLS);
- en styresekvens som er knyttet til en tracr-mate-sekvens, og
- en tracr-sekvens som er 30 eller flere nukleotider i lengden;

hvor styresekvensen dirigerer sekvensspesifikk binding av et CRISPR-kompleks til en

malsekvens i en eukaryotisk celle.

2. Sammensetningen ifglge krav 1, hvor nevnte styresekvens, tracr-mate og tracr-

sekvens er omfattet innenfor et kimaert RNA.

3. Sammensetningen ifglge krav 1 eller 2, hvor nevnte Cas9 styrer spaltning av en eller

to strenger pa stedet av malsekvensen.

4. Sammensetningen ifglge krav 3, hvor nevnte Cas9 er mutert i forhold til et tilsvarende
vill-type enzym slik at nevnte muterte Cas9 mangler evnen til @ spalte en eller begge

strengene av et malpolynukleotid som inneholder en malsekvens.

5. Sammensetningen ifglge krav 4, hvor nevnte Cas9 omfatter en mutasjon som er valgt
fra gruppen som bestdr av D10A, H840A, N854A 0g N863A med referanse til

posisjonsnummereringen av en Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9)-protein.

6. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvor nevnte Cas9
omfatter en eller flere NLS ved aminoterminalen, eller en eller flere NLS ved karboksy-

terminalen, eller en kombinasjon av disse.

7. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, hvor nevnte Cas9-

sammensetningen omfatter i det minste to NLS-er.

8. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvor nevnte Cas9 er

S. pyogenes, eller S. thermophilus Cas9.
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9. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvor tracr-sekvensen

er 50 eller flere nukleotider i lengden.

10. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvor tracr-sekvensen

omfatter en vill-type tracr-sekvens.

11. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvor nevnte Cas9

inkluderer et eller flere heterologe proteindomener.

12, Et Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats (CRISPR)-CRISPR
assosiert (Cas)-(CRISPR-Cas)-vektorsystem som omfatter en eller flere vektorer som

omfatter:

a) et fgrste regulatorisk element som er operativt koblet til et eller flere elementer

av et type-II CRISPR-system som omfatter sekvenser som koder for:
1) en styresekvens som er knyttet til en tracr-mate-sekvens,
2) en tracr-sekvens,

b) et annet regulatorisk element som er operativt koblet til en proteinkodende
sekvens som koder for et Cas9-protein som omfatter en eller flere

kjernelokaliseringssekvenser (NLS-er);

hvor komponentene (a) og (b) er lokalisert p& samme eller forskjellige vektorer av
systemet, og hvor hybridisering mellom en mélsekvens og en styresekvens fremmer

dannelsen av et CRISPR-kompleks i en eukaryotisk celle.

13. Vektorsystemet ifslge krav 12, hvor komponentene (a) og (b) er lokalisert pa den

samme vektoren.

14. Vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 eller 13, hvor nevnte Cas9-

proteinet omfatter i det minste to NLS-er.

15. Vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 14, hvor tracr-sekvensen
er 30 eller flere nukleotider i lengden, eventuelt er tracr-sekvensen 50 eller flere

nukleotider i lengden.
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16. Vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 15, hvor tracr-sekvensen
og tracr-mate-sekvensen er inneholdt i et enkelt transkript, slik at hybridisering mellom

de to produserer en sekundaer struktur som er en harnal.

17. Vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 16, hvor vektorsystemet
koder to eller flere styresekvenser, hvor hver av de to eller flere styresekvensene, nar de
uttrykkes, retter sekvensspesifikk binding av et CRISPR-kompleks til en annen

malsekvens i en eukaryotisk celle.

18. Vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 17, hvor vektoren er en

viral vektor.

19. Vektorsystemet ifglge krav 18, hvor den virale vektoren er et retrovirus, lentivirus,

adenovirus, adeno-assosiert virus eller herpes-simplex virusvektor.

20. Vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 19, som omfatter en eller

flere pol-III-promotorer.

21. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 11, eller

vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 20, for bruk i terapi.

22. Sammensetningen eller vektorsystemet for bruk ifglge krav 21, hvor terapien er

genterapi.

23. Sammensetningen eller vektorsystemet ifglge krav 22, for bruk ved modifisering av
et malpolynukleotid i en eukaryotisk celle, hvor fremgangsmaten omfatter a la et CRISPR-
kompleks binde til malpolynukleotidet for & bevirke spaltning av nevnte malpolynukleotid,

og derved & modifisere malpolynukleotidet.

24, Bruk av sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 11 eller
vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 20, i produksjonen av et
genetisk modifisert ikke-humant dyr, forutsatt at bruken ikke er en fremgangsmate for

behandling av dyrekroppen ved terapi.

25. Bruk av sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 11 eller
vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 20, i produksjonen av et ikke-

humant transgenet dyr eller en transgen plante.
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26. En fremgangsmate for & modifisere et malpolynukleotid i en eukaryotisk celle, hvor
fremgangsmaten omfatter & la et CRISPR-kompleks binde nevnte malpolynukleotid for &
bevirke spaltning av nevnte malpolynukleotid, og derved & modifisere nevnte
malpolynukleotid, hvor CRISPR-komplekset omfatter et Cas9-protein som omfatter et
eller flere kjernelokaliseringssekvenser (NLS) som er kompleksbundet med en
styresekvens som er hybridisert til en malsekvens i nevnte malpolynukleotid hvor
styresekvensen er koblet til en tracr-mate-sekvens som igjen hybridiserer til en tracr-
sekvens som er 30 eller flere nukleotider i lengden, hvor fremgangsmaten er ikke en
fremgangsmate for behandling ved terapi av menneskekroppen eller dyrekroppen, og
hvor fremgangsmaten ikke er en prosess for & modifisere genetiske identitet av kimbanen

av mennesker.

27. En eukaryotisk vertscelle som omfatter den ene eller de flere vektorene av

vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 12 til 20.

28. En ex vivo eller in vitro fremgangsmate for & modifisere et malpolynukleotid i en
eukaryotisk celle, hvor fremgangsmaten omfatter & la et CRISPR-kompleks binde til
malpolynukleotidet for & bevirke spaltning av nevnte polynukleotid, og derved &
modifisere malpolynukleotidet, hvor CRISPR-komplekset omfatter et Cas9-protein som
omfatter et eller flere kjernelokaliseringssekvenser (NLS) som er kompleksbundet med en
styresekvens som er hybridisert til en mélsekvens i nevnte malpolynukleotid hvor
styresekvensen er koblet til en tracr-mate-sekvens som igjen hybridiserer til en tracr-
sekvens som er 30 eller flere nukleotider i lengden, hvor nevnte fremgangsmate er ikke

en prosess for a8 modifisere genetiske identitet av kimbanen av mennesker.

29. Et CRISPR-kompleks for bruk i modifisering av et malpolynukleotid i en eukaryotisk
celle i en fremgangsmate for genterapi, hvor fremgangsmaten omfatter 8 la et CRISPR-
kompleks binde til malpolynukleotidet for & bevirke spaltning av nevnte polynukleotid, og
derved & modifisere malpolynukleotidet, hvor CRISPR-komplekset omfatter et Cas9-
protein som omfatter en eller flere kjernelokaliseringssekvenser (NLS) som er
kompleksbundet med en styresekvens som er hybridisert til en malsekvens i nevnte
malpolynukleotid hvor styresekvensen er koblet til en tracr-mate-sekvens som igjen

hybridiserer til en tracr-sekvens som er 30 eller flere nukleotider i lengden.
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