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Patentkrav

1. Et konstruert, ikke-naturlig forekommende «Clustered Regularly Interspersed Short
Palindromic Repeat (CRISPR)-CRISPR assosiert (Cas) (CRISPR-Cas)» sammensetning som

omfatter

a) én eller flere CRISPR-Cas polynukleotid-sekvenser som omfatter a guide-RNA
som omfatter en guide-sekvens bundet til en direkte repeterende-sekvens, hvor
guide-sekvensen er i stand til & hybridisere til en sekvens p& mal-lokuset, eller én
eller flere nukleotid-sekvenser som koder for den ene eller flere CRISPR-Cas

polynukleotid-sekvenser, og

b) et Cpfl-effektorprotein, eller én eller flere nukleotid-sekvenser som koder for

Cpfl-effektorproteinet,

hvor den ene eller flere guide-sekvensene hybridiserer til nevnte sekvens pa mal-lokuset,
og nevnte guide-RNA danner et kompleks med Cpfl-effektorproteinet, og hvor et
«Protospacer Adjacent Motif» (PAM) styrer binding av effektor-komplekset til mal-lokuset
av interesse og ved binding av effektor-komplekset til lokuset av interesse, induserer
effektorproteinet modifisering av sekvensens assosiert med mal-lokuset av interesse og
hvor modifiseringen er introduksjonen av et trdd-brudd, og tradd-bruddet er forskjgvet

kuttet med et 5'-overheng.

2. Et konstruert, ikke-naturlig forekommende «Clustered Regularly Interspersed Short
Palindromic Repeat (CRISPR)-CRISPR assosiert (Cas) (CRISPR-Cas)» vektorsystem som

omfatter én eller flere vektorer som omfatter

a) et fgrste reguleringselement operabelt bundet til én eller flere nukleotid-
sekvenser som koder for én eller flere CRISPR-Cas polynukleotid-sekvenser som
omfatter a guide-RNA som omfatter en guide-sekvens bundet til en direkte
repeterende-sekvens, hvor guide-sekvensen er i stand til 8 hybridisere med en

sekvens p& mal-lokuset,

b) et andre reguleringselement operabelt bundet til nukleotid-sekvens som koder

for et Cpfl-effektorprotein;

hvor komponenter (a) og (b) er lokalisert pa den samme eller forskjellige vektorer i
systemet,

hvor ndr transkribert, den ene eller flere guide-sekvensene hybridiserer til nevnte
sekvens pa mal-lokuset, og nevnte guide-RNA danner et kompleks med Cpf1-
effektorproteinet, og hvor et «Protospacer Adjacent Motif» (PAM) styrer binding av

effektor-komplekset til mal-lokuset av interesse og ved binding av effektor-komplekset til
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lokuset av interesse, induserer effektorproteinet modifisering av sekvensens assosiert
med mal-lokuset av interesse, og hvor modifiseringen er introduksjonen av et trad-brudd,

og trad-bruddet er forskjgvet kutt.

3. Sammensetningen eller vektorsystemet ifglge krav 1 eller 2, hvor overhenget av det

forskjovede kuttet er et 5’-overheng pa 4 eller 5 nukleotider.

4. Sammensetningen eller vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3

hvor mal-lokuset av interesse omfatter linezert eller super-viklet DNA.

5. Sammensetningen eller vektorsystemet ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3

hvor mal-lokuset av interesse er i et DNA-molekyl i en celle.

6. Sammensetningen eller vektorsystemet ifglge krav 5 hvor cellen omfatter en

eukariot celle.

7. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til et hvilket som helst av de

foregdende kravene, hvor PAM-et omfatter et 5’ T-rikt motiv.

8. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til et hvilket som helst av de
foregdende kravene, hvor effektorproteinet er et Cpfl-effektorprotein avledet fra en

bakterieart listet opp i Figur 64.

9. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til et hvilket som helst av de
foregdende kravene, hvor Cpfl-effektorproteinet er avledet fra en bakterieart valgt fra
gruppen bestdende av Francisella tularensis 1, Francisella tularensis subsp. novicida,
Prevotella albensis, Lachnospiraceae bacterium MC2017 1, Butyrivibrio proteoclasticus,
Peregrinibacteria bacterium GW2011_GWA2_33_10, Parcubacteria bacterium
GW2011_GWC2_44_17, Smithella sp. SCADC, Acidaminococcus sp. BV3L6,
Lachnospiraceae bacterium MA2020, Candidatus Methanoplasma termitum, Eubacterium
eligens, Moraxella bovoculi 237, Leptospira inadai, Lachnospiraceae bacterium ND2006,

Porphyromonas crevioricanis 3, Prevotella disiens og Porphyromonas macacae.

10. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til krav 9, hvor PAM-sekvensen er
TTN, hvor N er A/C/G eller T og effektorproteinet er FnCpfl, eller hvor PAM-sekvensen er
TTTV, hvor V er A/C eller G og effektorproteinet er PaCpflp, LbCpfl eller AsCpfl.
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11. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til et hvilket som helst av de
foregdende kravene, hvor Cpfl-effektorproteinet omfatter ett eller flere nuklezere

lokaliseringssignaler, og eventuelt to eller flere NLS-er.

12. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til et hvilket som helst av de
foregdende kravene, hvor nukleinsyre-sekvensen som koder for Cpfi-effektorproteinet er

kodon-optimalisert for ekspresjon i en eukariot celle.

13. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til et hvilket som helst av de
foregdende kravene hvor nukleotid-sekvensen som koder for komponenter (a) og (b) er

pa én vektor.

14. En in vitro eller ex vivo fremgangsmate for 8 modifisere et mal-lokus av interesse
som omfatter @ levere en sammensetning eller et vektorsystem i henhold til et hvilket
som helst av de foregdende kravene til nevnte lokus eller en celle som inneholder lokuset,

hvor fremgangsmaten ikke er utfgrt pd et humant embryo.

15. En in vitro eller ex vivo fremgangsmate for @ modifisere et mal-lokus av interesse,
hvor fremgangsmaten omfatter & levere til nevnte lokus en ikke-naturlig forekommende
eller konstruerte sammensetning som omfatter et Cpfl-efektorprotein og én eller flere
nukleinsyrekomponenter, hvor Cpfl-effektorproteinet danner et kompleks med den ene
eller flere nukleinsyrekomponenter og ved binding av det nevnte komplekset til et mal-
lokus av interesse induserer effektorproteinet en modifisering av mal-lokuset av
interesse, hvor et «Protospacer Adjacent Motif» (PAM) styrer binding av effektor-
komplekset til mal-lokuset av interesse, og hvor modifiseringen er introduksjonen av et
trad-brudd, og trad-bruddet er forskjgvet kutt, hvor fremgangsmaten ikke er utfgrt pa et

humant embryo.

16. Fremgangsmaten ifglge krav 15, hvor det forskjgvede kuttet er med et 5’-overheng

pa 4 eller 5 nukleotider.

17. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 15 eller 16, hvor mal-

lokuset av interesse er i et DNA-molekyl i en celle.

18. Fremgangsméten ifglge krav 17, hvor cellen er en eukariot celle, slik som enn

pattedyrcelle, eller en plantecelle, eller en celle fra et menneske eller et ikke-humant dyr.

19. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 15 eller 16, hvor mal-

lokuset av interesse er omfattet av et DNA-molekyl in vitro.
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20. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 15 eller 16, hvor mal-
lokuset av interesse og sekvensens at mal-lokuset omfatter linezert eller super-viklet
DNA.

21. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 15 til 20, hvor sammen-
setningen omfatter en enkelt nukleinsyre komponent, som eventuelt omfatter en guide-

sekvens bundet til en direkte repeterende-sekvens.

22. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 15 til 21, hvor mal-lokuset
av interesse er modifisert ved integreringen av et DNA-innskudd inn i det forskjgvede
dobbelttrddede DNA bruddet.

23. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 15 til 22, hvor Cpf1-

effektorproteinet omfatter ett eller flere nuklezere lokaliseringssignal(er) (NLS(-er)).

24. Fremgangsmaten ifglge krav 15, hvor nevnte ikke-naturlig forekommende eller
konstruerte sammensetning som omfatter et Cpfi-effektorprotein og én eller flere

nukleinsyrekomponenter blir levert til cellen som én eller flere polynukleotidmolekyler.

25. Fremgangsméten ifglge krav 24, hvor det ene eller flere polynukleotidmolekyler er

omfattet i én eller flere vektorer.

27. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 23 til 26, hvor det ene eller
flere polynukleotidmolekyler eller den ene eller flere vektorer er omfattet i
avleveringssystem, slik som avlevering via partikler, vesikler, eller én eller flere

virusvektorer.

28. Fremgangsmaten ifglge krav 27, hvor partiklene omfatter et lipid, et sukker, et

metall eller et protein, eller hvor vesiklene omfatter eksosomer eller liposomer.

29. Fremgangsmaten ifglge krav 27, hvor den ene eller flere virale vektorer omfatter ett

eller flere av adenovirus, ett eller flere lentivirus eller ett eller flere adeno-assosiert virus.

30. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 15 til 29 som er en
fremgangsmate for 8 modifisere en celle, eller en cellelinje ved manipulering av én eller

flere malsekvenser pd genomiske loci av interesse.
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31. En in vitro, ex vivo eller in vivo vertscelle eller cellelinje eller avkom derav som
omfatter en sammensetning eller vektorsystemet i henhold til krav 1 eller 2, hvor cellen

eller cellelinjen ikke er et humant embryo eller en human kimcelle.

32. Vertscellen eller cellelinjen eller avkommet derav i henhold til krav 31, hvor cellen
er en eukariot celle, fortrinnsvis en dyrecelle, en human celle, en plantecelle eller som

omfatter en stamcelle eller en stamcellelinje.

33. En fremgangsmate for a8 produsere en plante, som har en modifisert egenskap av
interesse som er kodet av et gen av interesse, hvor nevnte fremgangsmate omfatter &
kontakte en plantecelle med en sammensetning eller vektorsystemet i henhold til krav 1
eller 2, eller & underkaste plantecellen for en fremgangsmate i henhold til krav 15, derved
enten 8 modifisere eller & introdusere nevnte gen av interesse, og a regenerere en plante

fra nevnte plantecelle.

34. En fremgangsmate for 8 identifisere en egenskap av interesse i en plante, nevnte
egenskap av interesse som er kodet av et gen av interesse, hvor nevnte fremgangsmate
omfatter & kontakte en plantecelle med en sammensetning eller vektorsystemet i henhold
til krav 1 eller 2 eller 8 underkaste plantecellen for en fremgangsmate i henhold til krav

15, derved & identifisere nevnte gene av interesse.

35. Fremgangsmaten ifglge krav 34, som videre omfatter a introdusere det identifiserte
genet av interesse inn i en plantecelle eller en plantecellelinje eller plantekimplasma og &

generere en plante derfra, hvorved planten inneholder genet av interesse.

36. Fremgangsmaten ifglge krav 35 hvor planten oppviser egenskapen av interesse.

37. En partikkel som omfatter en sammensetning eller vektorsystemet i henhold til et

hvilket som helst av kravene 1 til 3.

38. Partikkelen ifglge krav 37, hvor partikkelen inneholder Cpfl-effektorproteinet i
kompleks med guide-RNA-et.

39. Sammensetningen eller vektorsystemet ifglge krav 1 eller 2, eller fremgangsmaten
ifslge krav 15, hvor komplekset, guide-RNA-et eller proteinet er konjugert til minst én

sukkerenhet, eventuelt N-acetylgalaktosamin (GalNAc), saerlig triantennaart GalNAc.
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40. Sammensetningen eller vektorsystemet ifglge krav 1 eller 2, eller fremgangsmaten

ifglge krav 15, hvor konsentrasjonen av Mg2+ er omtrent 1mM til omtrent 15 mM.

41. Sammensetningen eller vektorsystemet i henhold til et hvilket som helst av kravene
1 til 13 for anvendelse i terapi.
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