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Patentkrav
1. Konstruert RNA-guidet endonukleasekompleks som omfatter:

guide-RNA omfattende

(i) en farste region komplementaer med et malsted i en eukaryotisk kromosomal
sekvens som kan basepares med malstedet, som omfatter fra ca. 10 nukleotider til mer enn
ca. 25 nukleotider,

(i) en andre region som danner en stamme- og lgkkestruktur, og

(iii) en tredje region som i det vesentlige er enkeltstrenget,

hvori (i), (ii) og (iii) anordnes i 5'- til 3'-retningen, og guide-RNA-et omfatter to
separate molekyler,

hvori et protein-RNA-kompleks dannes mellom guide-RNA-et og et type Il
CRISPR/Cas9-protein, som videre omfatter et kjernelokaliseringssignal, og

guide-RNA-et samhandler med type |1 CRISPR/Cas9-proteinet for & guide proteinet til
det spesifikke malstedet.

2. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge krav 1, hvori det farste
molekylet til guide-RNA-et omfatter den farste regionen av guide-RNA-et og halvparten av

stammen av den andre regionen av guide-RNA-et.

3. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge krav 1 eller krav 2, hvori
det andre molekylet til guide-RNA-et omfatter den andre halvparten av stammen av den andre
regionen av guide-RNA-et og den tredje regionen av guide-RNA-et.

4. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge et hvilket som helst av
kravene 1-3, hvori den andre regionen av guide-RNA-et er ca. 16 til ca. 60 nukleotider i
lengde.

5. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge et hvilket som helst av

kravene 1-4, hvori den tredje regionen av guide-RNA-et er ca. 5 til ca. 60 nukleotider i lengde.

6. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge et hvilket som helst av
kravene 1-5, hvori type 11 CRISPR/Cas9-proteinet omfatter kun ett funksjonelt

nukleasedomene.
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7. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge krav 6, hvori type Il
CRISPR/Cas9-proteinet omfatter ett ikke-funksjonelt RuvC-lignende domene.

8. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge krav 6, hvori type 11
CRISPR/Cas9-proteinet omfatter ett ikke-funksjonelt HNH-lignende domene.

9. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge et hvilket som helst
foregaende krav, hvori type Il CRISPR/Cas9-proteinet er fra en Streptococcus-art.

10. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge krav 9, hvori type Il
CRISPR/Cas9-proteinet er fra Streptococcus pyogenes.

11. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge et hvilket som helst

foregaende krav, hvori NLS er lokalisert ved C-enden av den RNA-guidede endonukleasen.

12. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge et hvilket som helst
foregaende krav, hvori type Il CRISPR/Cas9-proteinet kodes av DNA optimalisert for

eukaryotisk ekspresjon.

13. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge krav 12, hvori DNA-et
er operativt knyttet til en promotor-kontrollsekvens for eukaryotisk ekspresjon.

14. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge krav 12 eller krav 13,
hvori DNA-et som koder for den konstruerte RNA-guidede endonukleasen omfattes i en

vektor.

15. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge et hvilket som helst
foregaende krav, hvori guide-RNA-et kodes av DNA operativt koblet til en
promotorkontrollsekvens for eukaryotisk ekspresjon.

16. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifalge krav 15, hvori DNA-et

som koder for guide-RNA-et omfattes i en vektor.
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17. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge et hvilket som helst

foregaende krav, hvori malstedet er oppstrems for et tilstatende protospacermotiv (PAM).

18. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge krav 17, hvori PAM-et

er rett nedstrgms fra malstedet.

19. Det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge krav 17 eller krav 18,
hvori PAM-et er NGG eller NGGNG, hvori N er definert som et hvilket som helst nukleotid.

20.  Anvendelse av det konstruerte RNA-guidede endonukleasekomplekset ifglge et hvilket
som helst foregaende krav, og eventuelt minst ett donorpolynukleotid omfattende en
donorsekvens, for & modifisere en kromosomal sekvens, hvori

anvendelsen ikke omfatter en prosess for & modifisere den genetiske identiteten til kimbanen til
et menneske, hvori anvendelsen ikke omfatter anvendelsen av humane embryoer til industrielle
eller kommersielle formal, og hvori

fremgangsmaten ikke omfatter en fremgangsmate for behandling av menneske- eller

dyrekroppen ved kirurgi eller behandling.

21.  Anvendelsen ifglge krav 20, hvori den kromosomale sekvensen repareres ved en DNA-
reparasjonsprosess slik at den kromosomale sekvensen modifiseres ved sletting av minst ett
nukleotid, en innsetting av minst ett nukleotid, en substitusjon av minst ett nukleotid, eller en

kombinasjon derav.

22.  Anvendelsen ifglge krav 21, hvori DNA-reparasjonsprosessen er en ikke-homolog

endesammenfgyende (NHEJ) reparasjonsprosess.

23.  Anvendelsen ifglge krav 21, videre omfattende et donorpolynukleotid omfattende
oppstrems og nedstrgms sekvenser, hvori DNA-reparasjonsprosessen er homologiguidet

reparasjon (HDR), og donorsekvensen integreres i den kromosomale sekvensen.

24.  Anvendelsen ifglge et hvilket som helst av kravene 20-23, hvori den kromosomale
sekvensen er i en eukaryotisk celle, hvori den eukaryote cellen er en human celle, en ikke-

human pattedyrcelle eller en ikke-pattedyrvirvelcelle.



25.  Anvendelsen ifglge et hvilket som helst av kravene 20-23, hvori den kromosomale
sekvensen er i en eukaryotisk celle, hvori den eukaryote cellen er en virvellgs celle, en

insektcelle, en plantecelle, en gjercelle eller en eukaryotisk enkeltcelleorganisme.

26.  Anvendelsen ifglge krav 25, hvori den eukaryote cellen er en plantecelle.

27.  Anvendelsen ifglge et hvilket som helst av kravene 20-23, hvori den kromosomale

sekvensen er i et ikke-humant pattedyrembryo.
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