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Patentkrav

1. En sammensetning som omfatter et CRISPR-kompleks, som omfatter

a) et Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9) som omfatter én eller flere
kjernelokaliseringssekvenser

b) et guide-RNA som omfatter en guide-sekvens som er i stand til & hybridisere til en
malsekvens i en eukaryot celle eller en celle i en flercellet eukaryot organisme, en tracr-
mate-sekvens og en tracr-sekvens,

for bruk i terapi.

2. En sammensetning som omfatter:

I. en polynukleotid som omfatter (a) guide-sekvensen, (b) tracr-mate-sekvensen og (c)
tracr-sekvensen, hvor (a), (b) og (c) er anordneti en 5" til 3° orientering, som er en
CRISPR-Cas-system kimeaerisk RNA (chiRNA) polynukleotidsekvens, og

I1. en polynukleotidsekvens som koder SaCas9,

hvor, ndr den blir transkribert, SaCas9 blir kompleksert med guide-RNA til & forme
CRISPR-komplekset, tracr-mate-sekvensen hybridiserer til tracr-sekvensen og guide-
sekvensen leder sekvens-spesifikk binding av et CRISPR-kompleks til malsekvensen og

polynukleotidet som koder SaCas9 er DNA eller RNA for bruk i terapi.

3. En sammensetning som omfatter:

I. et polynukleotid som omfatter guide-sekvensen og tracr-mate-sekvensen,

I1. et polynukleotid som koder SaCas9, og

III. et polynukleotid som omfatter tracr-sekvensen,

hvor, ndr den blir transkribert, SaCas9 blir kompleksert med guide-RNA til & forme
CRISPR-komplekset, tracr-mate-sekvensen hybridiserer til tracr-sekvensen og guide-
sekvensen leder sekvens-spesifikk binding av et CRISPR-kompleks til malsekvensen og

polynukleotidet som koder SaCas9 er DNA eller RNA for bruk i terapi.

4. En sammensetning ifglge krav 2 eller 3, som omfatter ett eller flere regulatoriske
elementer, én eller flere nukleotidsekvenser som hver koder guide RNA og/eller SaCas9,
hvor det ene eller de flere regulatoriske elementene driver ekspresjon eller transkripsjon
av nukleotidsekvensene, og guide-RNA leder sekvens-spesifikk binding av et CRISPR-
kompleks til malsekvensen i en eukaryot celle eller en celle i en flercellet eukaryot
organisme, hvor SaCas9 som er kompleksert med (1) guide-sekvensen som er hybridisert
til malsekvensen, og (2) tracr-mate-sekvensen som er hybridisert til tracr-sekvensen,

hvor et CRISPR-kompleks er tilveiebragt og systemet, nar det ikke blir forsynt av
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nukleotidsekvensene som ekspresseres eller transkriberes, inkluderer én eller flere guide-

RNA og/eller Cas9-proteiner for bruk i terapi.

5. En sammensetning for bruk i terapi ifglge krav 2, som omfatter et vektorsystem som
omfatter én eller flere vektorer som omfatter:

I. et fgrste regulatorisk element som er operativt koblet til CRISPR-Cas-system kimaerisk
RNA (chiRNA) polynukleotid-sekvensen, og

I1. et andre regulatorisk element som er operativt koblet til et SaCas9-kodingsekvens
som koder et CRISPR-enzym som omfatter i det minste én eller flere
kjernelokaliseringssekvenser, hvor komponentene I og II er lokalisert pd det same eller

forskjellige vektorer av systemet.

6. Sammensetningen for bruk i terapi ifglge krav 3, som er et vektorsystem som omfatter
én eller flere vektorer som omfatter

I. et fgrste regulatorisk element som er operativt koblet til (a) polynukleotidsekvensen
som koder guide-sekvensen og tracr-mate-sekvensen,

I1. et andre regulatorisk element som er operativt koblet til SaCas9-kodingsekvensen, og
ITI. et tredje regulatorisk element som er operativt koblet til en sekvens som koder trace-
sekvensen,

hvor komponentene I, II og III er lokalisert pa det samme eller forskjellige vektorer av

systemet.

7. Sammensetningen for bruk ifglge krav 5 eller 6, hvor I og II er lokalisert pa den same

vektoren, eller hvor I, II og III er lokalisert p& den same vektoren.

8. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 5 til 7, hvor den ene

eller de flere vektorene omfatter én eller flere virale vektorer.

9. Sammensetningen for bruk ifglge krav 8, hvor det ene eller de flere virale vektorene
omfatter én eller flere lentivirale, bakulovirale, adenovirale eller adeno-assosierte virale
(AAV) vektorer.

10. Sammensetningen for bruk ifglge krav 9, hvor AAV-vektoren(e) omfatter AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAVS eller AAV9, eller en hvilken som helst kombinasjon av

disse.

11. Sammensetningen for bruk ifglge krav 9 eller krav 10, hvor AAV-vektoren(e) omfatter
AAV-serotyper 1, 2, 5 eller et hybrid eller kapsid AAV1, AAV2, AAVS5, eller en hvilken som

helst kombinasjon av disse for malretting mot hjerne- eller nevronale celler.
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12. Sammensetningen for bruk ifglge krav 9 eller krav 10, hvor AAV-vektoren(e) omfatter

AAV4 for malretting mot hjertevev.

13. Sammensetningen for bruk ifglge krav 9 eller krav 10, hvor AAV-vektoren(e) omfatter
AAV1, AAVS, AAV6 eller AAV9 for malretting mot lungeepitel.

14. Sammensetningen for bruk ifglge krav 9 eller krav 10, hvor AAV-vektoren(e) omfatter

AAVS for levering til leveren.

15. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 14, hvor den
ene eller de flere vektorene omfatter en promoter for & drive ekspresjon av SaCas9-
kodende nukleinsyremolekyl, og hvor nevnte promoter er for enten ubikvitaer ekspresjon

eller vevsspesifikk ekspresjon.

16. Sammensetningen for bruk ifglge krav 15, hvor nevnte promoter er for ubikvitaer
ekspresjon og er en CMV-promoter, en CAG-promoter, en CBh-promoter, en PGK-

promoter eller en SV40-promoter, eller promoter for Ferritin med tunge eller lette kjeder.

17. Sammensetningen for bruk ifglge krav 15, hvor nevnte promoter er for vevsspesifikk
ekspresjon og som leder ekspresjon i et vev omfattende muskel, nevron, ben, hud, blod,

lever, bukspyttkjertel eller lymfocytter.

18. Sammensetningen for bruk ifglge krav 15, hvor nevnte promoter er for vevsspesifikk
ekspresjon og er synapsin-I-promotor for nevroner, CaMKIIalfa-promotor for eksitatoriske
nevroner, GAD67 eller GAD65 eller VGAT-promotor for GABAerge nevroner, albumin-
promoter for leverekspresjon, SP-B-promotor for lungeekspresjon, ICAM-promotor for
endotelceller, IFNbeta eller CD45-promotor for hematopoetiske celler eller OG-2-promotor

for osteoblaster.

19. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 18, hvor

terapien omfatter ex vivo-terapi.

20. Sammensetningen for bruk ifglge krav 19, hvor ex vivo-terapien utfgres pa stamceller

eller iPS-celler.

21. Sammensetningen for bruk ifglge krav 20, hvor stamcellene er HSC'er

(hematopoetiske stamceller).
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22. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 21, hvor
terapien omfatter behandling eller undertrykkelse av en lidelse forarsaket av en

gendefekt i et genlocus av interesse.

23. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 22, hvor
terapien omfatter behandling av blod- og koagulasjonssykdom eller -lidelse;
celledysregulerings- og svulstsykdom eller -lidelse; inflammasjons- og immunrelatert
sykdom eller lidelse; metabolsk, lever-, lunge-, nyre- eller proteinsykdom eller -lidelse;
muskel-/skjelettsykdom eller -lidelse; nevrologisk eller nevronal sykdom eller lidelse; eller

gyesykdom eller -lidelse.

24. Sammensetningen for bruk ifglge krav 23, hvor blod- og koagulasjonssykdommene
og -lidelsene omfatter: anemi; Bare lymfocyttsyndrom; blgdningslidelse; faktor H og
faktor H-liknende 1; faktor V og faktor VIII; faktor VII-mangel; faktor X-mangel; faktor
XI-mangel; faktor XII-mangel; faktor XIIIA-mangel; faktor XIIIB-mangel; Fanconis
anemi; hemofagocytisk lymfohistiocytoselidelse; hemofili A; hemofili B; hemorragisk

lidelse; leukocyttmangel eller -lidelse; sigdcelleanemi eller talassemi.

25. Sammensetningen for bruk ifglge krav 23, hvor celledysregulerings- og

svulstsykdommene og -lidelsene omfatter: B-celle ikke-Hodgkin lymfom eller leukemi.

26. Sammensetningen for bruk ifglge krav 23, hvor de inflammasjons- og immunrelaterte
sykdommene og lidelsene omfatter AIDS; autoimmun lymfoproliferativt syndrom;
kombinert immunsvikt; HIV-1; HIV-mottakelighet eller -infeksjon; immunsvikt;

inflammasjon; eller alvorlig kombinert immunsvikt (SCID).

27. Sammensetningen for bruk ifglge krav 23, hvor de metabolske, lever-, nyre og
proteinsykdommene og -lidelsene omfatter: amyloid nevropati; amyloidose; TTR-
amyloidose (spesifikt ATTR), cystisk fibrose; glukogenlagringssykdom; hepatisk adenom;
hepatisk svikt; nevrologisk lidelse; hepatisk lipase-mangel; hepatoblastom, kreft eller
karsinom; medullzaer cystisk nyresykdom; fenylketonuri; polycystisk nyre; eller hepatisk

sykdom.

28. Sammensetningen for bruk ifglge krav 23, hvor muskel-/skjelettsykdommene og -

lidelsene omfatter: muskeldystrofi; osteoporose; eller muskelatrofi.

29. Sammensetningen for bruk ifglge krav 23, hvor de nevrologiske og nevronale
sykdommene og lidelsene omfatter: ALS; Alzheimers sykdom; autisme; fragilt X

syndrom; Huntingtons sykdom og sykdomsliknende lidelser; Parkinsons sykdom;
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schizofreni; sekretaserelaterte lidelser; trinukleotid repetisjonslidelser; Kennedys
sykdom; Friedreichs ataksi; Machado-Josephs sykdom; spinocerebellzer ataksi; myotonisk
distrofi; Dentatorubral Pallidoluysisk Atrofi-(DRPLA)-sykdom; eller global creb BP-

instabilitet.

30. Sammensetningen for bruk ifglge krav 23, hvor gyesykdommene og -lidelsene
omfatter: aldersrelatert makuladegenerasjon, hornhinne-fordunkling og -dystrofi; cornea
plana congenital; glaukom; Lebers congenitale amaurose; retinitis pigmentosa; og/eller

makula-dystrofi.

31. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 22, hvor

terapien omfatter behandling av en postmitotisk lidelse.

32. Sammensetningen for bruk ifglge krav 31, hvor den postmitotiske lidelsen omfatter

en nevronlidelse.

33. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 22, hvor
terapien omfatter behandling av en metabolsk lidelse, amyloidose eller
proteinaggregasjonsrelatert sykdom, celleforandring med opphav i genetisk mutasjon
eller translokasjon, dominante negative effekter av genmutasjon, eller latent
virusinfeksjon, eller malretting mot en kromosomsekvens omfattende SERPINA1 (serpin

peptidase-hemmer, klade A (alfa-1 antiproteinase, antitrypsin), element 1).

34. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 33, hvor SCas9

omfatter én eller flere mutasjoner i et RuvC1-domene av SaCas9.

35. Sammensetningen for bruk ifglge krav 34, hvor SaCas9 er en nickase som leder

spalting pa lokasjonen til malsekvensen.

36. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 35, som

omfatter to eller flere guide-RNA.

37. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 33, hvor
SaCas9 har endret nukleaseaktivitet sammenliknet med villtype-enzym og eventuelt hvor

enzymet videre omfatter én eller flere heterologe funksjonelle domener.

38. Sammensetningen for bruk ifglge krav 37, hvor enzymkodingssekvensen koder to

eller flere heterologe funksjonelle domener.
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39. Sammensetningen for bruk ifglge krav 37 eller krav 38, hvor enzymkodingssekvensen

koder en eller flere heterologe funksjonelle domener som er smeltet til SaCas9.

40. Sammensetningen for bruk ifglge krav 38 eller krav 39, hvor enzymkodingssekvensen

videre omfatter en linker-sekvens mellom hvilke som helst to domener.

41. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 37 til 39, hvor det
ene eller de flere heterologe funksjonelle domenene har én eller flere av de fglgende
aktivitetene: metylaseaktivitet, demetylaseaktivitet, transkripsjonsaktiveringsaktivitet,
transkripsjonsrepresjonsaktivitet, transkripsjonsfrigivelsesfaktoraktivitet,
histonmodifikasjonsaktivitet, RNA-spaltningsaktivitet, kjernelokaliseringsaktivitet eller

nukleinsyrebindingsaktivitet.

42. Sammensetningen for bruk ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 41, omfattende

en rekombinasjonstemplat.
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