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PATENTKRAV

1. In vitro-fremgangsmate for 4 oke malrettet genommodifiseringseffektivitet og/eller
spesifisitet 1 en eukaryot celle, fremgangsmaten omfattende innfering 1 den eukaryote cellen av
en sammensetning omfattende:

a. et CRISPR-system som har bindingsaktivitet og dobbeltstrenget
spaltingsaktivitet, eller en nukleinsyre som koder for CRISPR-systemet, CRISPR-systemet
omfattende (i) et CRISPR/Cas9-protein av katalytisk aktiv type II eller et CRISPR/Cpfl-
protein av katalytisk aktiv type V, og (ii) et guide-RNA; og

b. minst ett CRISPR-system som har bindingsaktivitet, men som mangler
spaltingsaktivitet, eller en nukleinsyre som koder for CRISPR-systemet, CRISPR-systemet
omfattende (i) CRISPR/Cas9-protein av en katalytisk inaktiv type II, og (ii) et guide-RNA; og

c. et donorpolynukleotid omfattende en donorsekvens, hvori

CRISPR-systemet (a) mélrettes mot en kromosomal mélsekvens, og hvert av det minst
ene CRISPR-systemet (b) mélrettes mot et sted ner den kromosomale malsekvensen, og

a binde det minst ene CRISPR-systemet (b) til stedet naer den kromosomale
malsekvensen oker tilgjengeligheten av CRISPR-systemet (a) til den kromosomale
malsekvensen, og derved gker effektiviteten og/eller spesifisiteten til integrering eller
utveksling av donorsekvensen med den kromosomale mélsekvensen og modifiserer derved

genomet i den eukaryote cellen.

2. Fremgangsmaten ifelge krav 1, hvori stedet neermest den kromosomale malsekvensen
er lokalisert innenfor 250, 100, 75, 50 eller 25 basepar pa hver side av den kromosomale

malsekvensen.

3. Fremgangsmaten ifolge krav 1 eller krav 2, hvori den eukaryote cellen er en

pattedyrcelle, hvori pattedyrcellen er en human celle eller en ikke-human celle.

4. Sammensetning, omfattende:

a. et CRISPR-system som har bindingsaktivitet og dobbeltstrenget
spaltingsaktivitet, eller en nukleinsyre som koder for CRISPR-systemet, CRISPR-systemet
omfattende (i) et CRISPR/Cas9-protein av katalytisk aktiv type II eller et CRISPR/Cpfl-
protein av katalytisk aktiv type V, og (ii) et guide-RNA; og

b. minst ett CRISPR-system som har bindingsaktivitet, men som mangler
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spaltingsaktivitet, eller en nukleinsyre som koder for CRISPR-systemet, CRISPR-systemet
omfattende (i) CRISPR/Cas9-protein av en katalytisk inaktiv type II, og (ii) et guide-RNA; og
c. et donorpolynukleotid omfattende en donorsekvens, og hvori
sammensetningen som definert ovenfor er ikke offentliggjort i WO2017/070598 eller
WO02017/096328.

5. Fremgangsmaten ifolge kravene 1-3, eller sammensetning ifelge krav 4, hvori
donorpolynukleotidet ikke er kovalent festet til guide-RNA-et i CRISPR-systemet (a) eller
guide-RNA-et i det minst ene CRISPR-systemet (b).

6. Fremgangsmaéten eller sammensetningen ifelge et hvilket som helst foregaende krav,
hvori

(1) CRISPR-systemet som har bindingsaktivitet og dobbeltstrenget spaltingsaktivitet
omfatter et CRISPR/Cas9-protein av type Il og det minst ene CRISPR-systemet som har
bindingsaktivitet, men som mangler spaltingsaktivitet, omfatter et CRISPR/Cas9-protein av
type 11,

(i1)) CRISPR-systemet som har bindingsaktivitet og dobbeltstrenget spaltingsaktivitet
omfatter et CRISPR/Cpfl-protein av type V og det minst ene CRISPR-systemet som har
bindingsaktivitet, men som mangler spaltingsaktivitet, omfatter et CRISPR/Cas9-protein av

type II.

7. Fremgangsmaten eller sammensetningen ifolge et hvilket som helst foregdende krav,
hvori (i) CRISPR-proteinet av type II velges fra Francisella novicida CRISPR-Cas9 (FnCas9),
Campylobacter jejuni CRISPR-Cas9 (CjCas9) og Streptococcus pyogenes CRISPR-Cas9
(SpCas9); og/eller (ii) CRISPR-proteinet av type V er Francisella novicida CRISPR-Cpfl
(FnCpfl).

8. Fremgangsmaten eller sammensetningen ifolge et hvilket som helst foregdende krav,
hvori det minst ene CRISPR-systemet som har bindingsaktivitet, men som mangler
spaltingsaktivitet, omfatter et CRISPR-protein av Cas9 type II, hvori Cas9-proteinet har én

eller flere mutasjoner 1 hvert av det RuvC-lignende domenet og det HNH-lignende domenet.

9. Fremgangsmaten eller sammensetningen ifoelge krav 8, hvori (i) den ene eller flere

mutasjonene i det RuvC-lignende domenet er D10A, D8A, E762A, og/eller D986A; og/eller
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(i1) den ene eller flere mutasjonene 1 det HNH-lignende domenet er H840A, H559A, N854A,
N856A og/eller N§63A.

10.  Fremgangsmaten eller sammensetningen ifolge et hvilket som helst foregaende krav,

hvori nukleinsyre som koder for hvert CRISPR-protein er mRNA eller DNA.

11.  Fremgangsmaten eller sammensetningen ifolge et hvilket som helst foregédende krav,
hvori nukleinsyre som koder for hvert CRISPR-protein er en del av en plasmidvektor eller en

virusvektor.

12.  Fremgangsmaten eller ssmmensetningen ifelge et hvilket som helst foregdende krav,
hvori nukleinsyre som koder for hvert guide-RNA er en del av en plasmidvektor eller en

virusvektor.
13.  Fremgangsmaten eller sammensetningen ifolge et hvilket som helst foregédende krav,
hvori guide-RNA-et til hvert CRISPR-system er (a) enzymatisk syntetisert eller (b) minst

delvis kjemisk syntetisert.

14.  Fremgangsmaten eller sammensetningen ifelge et hvilket som helst foregdende krav,

hvori donorsekvensen er en eksogen sekvens.

15.  Fremgangsmaten eller sammensetningen ifolge et hvilket som helst foregaende krav,

hvori donorpolynukleotidet er en vektor.

16.  Fremgangsmaten eller sammensetningen ifolge et hvilket som helst av kravene 1-14,

hvori donorpolynukleotidet er en linezr sekvens.

17.  Sett omfattende sammensetningen ifolge et hvilket som helst av kravene 4 til 16.

18.  Sammensetning ifelge et hvilket som helst av kravene 4—16, eller sett ifelge krav 17,

for anvendelse 1 terapi.
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19. Sammensetning ifelge et hvilket som helst av kravene 4—16, eller sett ifelge krav 17,
for anvendelse 1 behandling av sigdcellesykdom, talassemi, alvorlig kombinert

immunsvikt (SCID), Huntingtons sykdom eller retinitis pigmentosa.
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