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1. Fremgangsmate for 8 endre et mal-DNA, der fremgangsmaten omfatter &
bringe mal-DNA-et i kontakt med et kompleks omfattende:

(a) et Cas9-polypeptid og

(b) et enkeltmolekyl-RNA som er malrettet mot DNA, omfattende:

(i) et segment som er malrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som
er komplementaer til en sekvens i mal-DNA-et, og

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med Cas9-polypeptidet, hvori det
proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekk av nukleotider
som hybridiserer for & danne et dobbelttrddet RNA- (dsRNA-)dupleks,

hvori de to komplementzere strekkene av nukleotider er kovalent bundet av
intervenerende nukleotider,

hvori opprettelsen av kontakt foregar in vitro eller i en celle ex vivo; og

hvori endringen er spalting av mal-DNA-et.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori dsRNA-duplekset har en lengde fra 8
basepar (bp) ti 30 bp.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 2, hvori prosentandelen komplementaritet
mellom nukleotidet som hybridiserer for @ danne dsRNA-duplekset til det

proteinbindende segmentet, er stgrre enn 70 %.

4. Fremgangsmaten ifglge krav 1, 2 eller 3, hvori mal-DNA-et er til stede i en
bakteriecelle, en archaea-celle, en enkeltcellet eukaryotisk organisme, en

plantecelle, en celle fra et virvellgst dyr eller en celle fra et virveldyr.

5. Fremgangsmaten ifglge krav 1, 2 eller 3, hvori mal-DNA-et er kromosomalt
DNA.

6. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregaende kravene, hvori
opprettelsen av kontakt omfatter a8 fore (a) Cas9-polypeptidet eller et
polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet, og (b) RNA-et som er malrettet
mot DNA-et, eller et DNA-polynukleotid som koder for RNA-et som er malrettet

mot DNA-et, inn i en celle.
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7. Fremgangsmaten ifglge krav 6, hvori fremgangsmaten ytterligere omfatter &

fgre et donorpolynukleotid inn i cellen.

8. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av de foregaende kravene, hvori
et proteintransduksjonsdomene er kovalent bundet til Cas9-polypeptidets
aminoterminal, hvori proteintransduksjonsdomenet letter Cas9-polypeptides

overgang fra cytosolen og inn i en celles organell.

9. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvori et
proteintransduksjonsdomene er kovalent bundet til karboksylterminalen til Cas9-
polypeptidet, hvori proteintransduksjonsdomenet letter Cas9-polypeptides

overgang fra cytosolen og inn i en celles organell.

10. Sammensetning omfattende:

(a) et Cas9-polypeptid, eller et polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet,
og

(b) et enkeltmolekyl-RNA som er malrettet mot DNA, eller et DNA-polynukleotid
som koder for RNA-et som er malrettet mot DNA, hvori enkeltmolekyl-RNA-et
som er malrettet mot DNA, omfatter:

(i) et segment som er malrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som
er komplementzer til en sekvens i et mal-DNA, og

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med Cas9-polypeptidet, hvori det
proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekk av nukleotider
som hybridiserer for & danne et dobbelttrddet RNA- (dsRNA-)dupleks, og

hvori de to komplementeere strekkene av nukleotider er kovalent bundet av

intervenerende nukleotider.

11. Fremgangsmaten ifglge krav 10, hvori et proteintransduksjonsdomene er
kovalent bundet il aminoterminalen til Cas9-polypeptidet, hvori
proteintransduksjonsdomenet letter Cas9-polypeptides overgang fra cytosolen

og inn i en celles organell.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 10, hvori et proteintransduksjonsdomene er
kovalent bundet til karboksylterminalen til Cas9-polypeptidet, hvori
proteintransduksjonsdomenet letter Cas9-polypeptides overgang fra cytosolen

og inn i en celles organell.
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13. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 10-12, hvori (a)
Cas9-polypeptidet eller polynukleotidet som koder for Cas9-polypeptidet, og (b)
enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, eller DNA-polynukleotidet som
koder for RNA-et som er malrettet mot DNA, er i en celle in vitro eller ex vivo,

hvori cellen ikke er en human kimcelle.

14. Enkeltmolekyl-RNA som er malrettet mot DNA, eller et DNA-polynukleotid
som koder for RNA-et som er malrettet mot DNA, hvori enkeltmolekyl-RNA-et
som er malrettet mot DNA, omfatter:

(a) et segment som er malrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som
er komplementaer til en malsekvens i et mal-DNA, og

(b) et proteinbindende segment som samvirker med et Cas9-protein, hvori det
proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekk av nukleotider
som hybridiserer for & danne et dobbelttrddet RNA- (dsRNA-)dupleks, og hvori
de to komplementzere strekkene av polynukleotider er kovalent bundet av

intervenerende nukleotider.

15. En eller flere nukleinsyrer omfattende:

(a) en fgrste nukleotidsekvens som koder for et enkeltmolekyl-RNA som er
malrettet mot DNA, omfattende:

(i) et segment som er malrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som
er komplementaer til en malsekvens i et mal-DNA, og

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med et Cas9-polypeptid, hvori
det proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekk av
nukleotider som hybridiserer for & danne et dobbelttradet RNA- (dsRNA-
)dupleks, og hvori de to komplementaere strekkene av polynukleotider er
kovalent bundet av intervenerende nukleotider;

hvori den fgrste nukleotidsekvensen som koder for RNA-et som er malrettet mot
DNA, er operativt bundet til en promotor; og eventuelt,

(b) en andre polynukleotidsekvens som koder for et Cas9-polypeptid, hvori
nukleotidsekvensen som koder for Cas9-polypeptidet, er operativt bundet til en

promotor.

16. Den ene eller de flere nukleinsyrene ifglge krav 15, hvori nukleinsyrene er

én eller flere rekombinante ekspresjonsvektorer.
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17. Den ene eller de flere nukleinsyrene ifglge krav 15, hvori den eller det flere

rekombinante ekspresjonsvektorene er én eller flere virale vektorer.

18. Kit omfattende

(@) et Cas9-polypeptid eller en nukleinsyre omfattende en nukleotidsekvens som
koder fro Cas9-polypeptidet; og

(b) et enkeltmolekyl-RNA som er malrettet mot DNA, eller en nukleinsyre
omfattende en nukleotidsekvens som koder for enkeltmolekyl-RNA-et som er
malrettet mot DNA, hvori enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA,
omfatter:

(i) et segment som er malrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som
er komplementzer til en sekvens i et mal-DNA, og

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med Cas9-polypeptidet, hvori det
proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekk av nukleotider
som hybridiserer for & danne et dobbelttrddet RNA- (dsRNA-)dupleks, og hvori
de to komplementzere strekkene av nukleotider er kovalent bundet av
intervenerende nukleotider, og

hvori (a) og (b) er i den samme eller i separate beholdere.

19. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 10-13,
enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, eller polynukleotid som koder
for enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, ifslge krav 14, den ene
eller de flere nukleinsyrene ifglge et hvilket som helst av kravene 15-17 eller
kittet ifglge krav 18, hvori dsRNA-duplekset har en lengde fra 8 basepar (bp) til
30 bp.

20. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 10-13 eller 19,
enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, eller polynukleotid som koder
for enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, ifglge krav 14 eller 19, den
ene eller de flere nukleinsyrene ifglge et hvilket som helst av kravene 15-17 eller
19 eller kittet ifglge krav 18 eller 19, hvori komplementariteten i prosent mellom
nukleotidene som hybridiserer for & danne dsRNA-duplekset til det

proteinbindende segmentet, er hgyere enn 70 %.

21. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 10-13, 19 eller 20,
enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, eller polynukleotid som koder

for enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, ifglge hvilke som helst av
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kravene 14, 19 eller 20, den ene eller de flere nukleinsyrene ifglge et hvilket
som helst av kravene 15-17, 19 eller 20, eller kittet ifglge krav et hvilket som
helst av kravene 18, 19 eller 20, hvori mal-DNA-et er til stede i en bakteriecelle,
en archae-celle, en enkeltcellet eukaryotisk organisme, en plantecelle, en celle

fra et virvellgst dyr eller en celle fra et virveldyr.

22. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 10-13 eller 19-21,
enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, eller polynukleotid som koder
for enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, ifglge et hvilket som helst
av kravene 14 eller 19-21, den ene eller de flere nukleinsyrene ifglge et hvilket
som helst av kravene 15-17 eller 19-21, eller kittet ifglge et hvilket som helst av

kravene 18-21, hvori mal-DNA-et er kromosomalt DNA.

23. Sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 10-13 eller 19-22
eller enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, eller polynukleotid som
koder for enkeltmolekyl-RNA-et som er malrettet mot DNA, ifglge et hvilket som
helst av kravene 14 eller 19-22, eller den ene eller de flere nukleinsyrene ifglge
et hvilket som helst av kravene 15-17 eller 19-22, for anvendelse i en

fremgangsmate for terapeutisk behandling av en pasient.



