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Patentkrav  

 

1. Sammensetning omfattende:  

(a) et kimært Cas9-protein, eller et polynukleotid som koder for det kimære 

Cas9-proteinet, hvori det kimære Cas9-proteinet omfatter et modifisert Cas9-5 

protein med redusert nukleaseaktivitet sammenlignet med det korresponderende 

villtype-Cas9, og omfatter et heterologt polypeptid som:  

(i) har DNA-modifiserende aktivitet, eller 

(ii) utviser evnen til å øke eller redusere transkripsjon, eller 

(iii) har enzymatisk aktivitet som modifiserer et polypeptid assosiert med DNA; 10 

og 

(b) et RNA som er målrettet mot DNA, eller ett eller flere DNA-polynukleotider 

som koder for RNA-et som er målrettet mot DNA, hvori RNA-et som er målrettet 

mot DNA, omfatter:  

(i) et segment som er målrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som 15 

er komplementær til en sekvens i et mål-DNA, og 

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med det kimære Cas9-proteinet, 

hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementære strekk av 

nukleotider som hybridiserer for å danne et dobbelttrådet RNA- (dsRNA-

)dupleks. 20 

 

   

2. Fremgangsmåte for å modifisere et mål-DNA, der fremgangsmåten omfatter å 

bringe mål-DNA-et i kontakt med et kompleks omfattende:  

(a) et kimært Cas9-protein, som omfatter et modifisert Cas9-protein med 25 

redusert nukleaseaktivitet sammenlignet med det korresponderende villtype-

Cas9, og omfatter et heterologt polypeptid som har DNA-modifiserende aktivitet; 

og 

(b) et RNA som er målrettet mot DNA, omfattende:  

(i) et segment som er målrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som 30 

er komplementær til en sekvens i mål-DNA-et, og 

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med det kimære Cas9-proteinet, 

hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementære strekk av 

nukleotider som hybridiserer for å danne et dobbelttrådet RNA- (dsRNA-

)dupleks, 35 

hvori opprettelsen av kontakt foregår in vitro eller i en celle ex vivo. 
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3. Fremgangsmåte for å modulere stedsspesifikk transkripsjon i et mål-DNA, der 

fremgangsmåten omfatter å bringe mål-DNA-et i kontakt med et kompleks 

omfattende:  

(a) et kimært Cas9-protein, som omfatter et modifisert Cas9-protein med 5 

redusert nukleaseaktivitet sammenlignet med det korresponderende villtype-

Cas9, og omfatter et heterologt polypeptid som utviser evnen til å øke eller 

redusere transkripsjon; og 

(b) et RNA som er målrettet mot DNA, omfattende:  

(i) et segment som er målrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som 10 

er komplementær til en sekvens i mål-DNA-et, og 

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med det kimære Cas9-proteinet, 

hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementære strekk av 

nukleotider som hybridiserer for å danne et dobbelttrådet RNA- (dsRNA-

)dupleks, 15 

hvori opprettelsen av kontakt foregår in vitro eller i en celle ex vivo. 

 

   

4. Fremgangsmåte for å modifisere et polypeptid assosiert med et mål-DNA, der 

fremgangsmåten omfatter å bringe mål-DNA-et i kontakt med et kompleks 20 

omfattende:  

(a) et kimært Cas9, som omfatter et modifisert Cas9-protein med redusert 

nukleaseaktivitet sammenlignet med det korresponderende villtype-Cas9, og 

omfatter et heterologt polypeptid som har enzymatisk aktivitet som modifiserer 

et polypeptid assosiert med DNA; 25 

og 

(b) et RNA som er målrettet mot DNA, omfattende:  

(i) et segment som er målrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som 

er komplementær til en sekvens i mål-DNA-et, og 

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med det kimære Cas9-proteinet, 30 

hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementære strekk av 

nukleotider som hybridiserer for å danne et dobbelttrådet RNA- (dsRNA-

)dupleks, 

hvori opprettelsen av kontakt foregår in vitro eller i en celle ex vivo. 

 35 

   

5. Sett omfattende:  
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(a) et kimært Cas9-protein, eller et polynukleotid som koder for det kimære 

Cas9-proteinet, hvori det kimære Cas9-proteinet omfatter et modifisert Cas9-

protein med redusert nukleaseaktivitet sammenlignet med det korresponderende 

villtype-Cas9, og omfatter et heterologt polypeptid som:  

(i) har DNA-modifiserende aktivitet, eller 5 

(ii) utviser evnen til å øke eller redusere transkripsjon, eller 

(iii) har enzymatisk aktivitet som modifiserer et polypeptid assosiert med DNA; 

og 

(b) et RNA som er målrettet mot DNA, eller ett eller flere DNA-polynukleotider 

som koder for RNA-et som er målrettet mot DNA, hvori RNA-et som er målrettet 10 

mot DNA, omfatter:  

(i) et segment som er målrettet mot DNA, omfattende en nukleotidsekvens som 

er komplementær til en målsekvens i et mål-DNA, og 

(ii) et proteinbindende segment som samvirker med det kimære Cas9-proteinet, 

hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementære strekk av 15 

nukleotider som hybridiserer for å danne et dobbelttrådet RNA- (dsRNA-

)dupleks, 

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

 

   20 

6. Sammensetningen ifølge krav 1, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som 

helst av kravene 2 til 4, eller settet ifølge krav 5 hvori dsRNA-duplekset har en 

lengde fra 8 basepar (bp) til 30 bp. 

   

7. Sammensetningen, fremgangsmåten eller settet ifølge krav 6, hvori dsRNA-25 

duplekset har en lengde fra 8 til 10 bp. 

   

8. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, 6 eller 7, 

fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2 til 4, eller 6 til 7, eller 

settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 7 30 

hvori prosentandelen komplementaritet mellom nukleotidene som hybridiserer 

for å danne dsRNA-duplekset til det proteinbindende segmentet, er større enn 

70 %. 

   

9. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1 eller 6 til 8, eller 35 

fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2 til 4, eller 6 til 8, eller 

settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 8, 
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hvori RNA-et som er målrettet mot DNA, er et tomolekyl-RNA som er målrettet 

mot DNA, og omfatter to separate RNA-molekyler, der hvert av dem omfatter ett 

av de to komplementære strekkene av nukleotider som hybridiserer for å danne 

dsRNA-duplekset. 

   5 

10. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1 eller 6 til 8, eller 

fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2 til 4, eller 6 til 8, eller 

settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 8, 

hvori RNA-et som er målrettet mot DNA, er et enkeltmolekyl-RNA som er 

målrettet mot DNA, og hvori, i det proteinbindende segmentet, de to 10 

komplementære strekkene av nukleotider er kovalent bundet av intervenerende 

nukleotider. 

   

11. Fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2 til 4, eller 6 til 10, 

hvori opprettelsen av kontakt omfatter å føre (a) det kimære Cas9-polypeptidet 15 

eller et polynukleotid som koder for det kimære Cas9-polypeptidet, og (b) RNA-

et som er målrettet mot DNA, eller ett eller flere DNA-polynukleotider som koder 

for RNA-et som er målrettet mot DNA, inn i en celle. 

   

12. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1 eller 6 til 10, eller 20 

fremgangsmåten ifølge krav 11, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 

til 10, 

hvori  

(b) ett eller flere DNA-polynukleotider som koder for RNA-et som er målrettet 

mot DNA, er en eller flere rekombinante ekspresjonsvektorer; og/eller 25 

(b) ett eller flere polynukleotider som koder for det kimære Cas9-polypeptidet, 

er en eller flere rekombinante ekspresjonsvektorer. 

 

   

13. Sammensetningen, fremgangsmåten eller settet ifølge krav 12, hvori den 30 

ene eller de flere rekombinante ekspresjonsvektorene er en eller flere virale 

vektorer. 

   

14. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, eller 

12 til 13, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2 til 4, eller 6 35 

til 13, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10 eller 12 til 13, 
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hvori RNA-et som er målrettet mot DNA, omfatter en eller flere av en modifisert 

nukleobase, en modifisert hovedkjede eller ikke-naturlig internukleosidbinding, 

en modifisert sukkerdel, en låst nukleinsyre, eller en peptidnukleinsyresyre. 

   

15. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, eller 5 

12 til 14, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2 til 4, eller 6 

til 14, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10 eller 12 til 14, 

hvori mål-DNA-et er til stede i en bakteriecelle, en arkecelle, en enkeltcellet 

eukaryotisk organisme, en plantecelle, en celle fra et virvelløst dyr eller en celle 

fra et virveldyr. 10 

   

16. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, 12 til 

15, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2 til 4, eller 6 til 

15, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10, eller 12 til 15, 

hvori mål-DNA-et er kromosomalt DNA. 15 

   

17. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, eller 

12 til 16, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 2, eller 6 til 

16, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10, eller 12 til 16, 

hvori det heterologe polypeptidet har DNA-modifiserende aktivitet, der 20 

aktiviteten er valgt fra: metyltransferaseaktivitet, demetylaseaktivitet, DNA-

reparasjonsaktivitet, DNA-skadeaktivitet, deamineringsaktivitet, 

dismutaseaktivitet, alkyleringsaktivitet, depurineringsaktivitet, 

oksideringsaktivitet, pyrimidindimerdannelseaktivitet, integraseaktivitet, 

transposaseaktivitet, rekombinaseaktivitet, polymeraseaktivitet, ligaseaktivitet, 25 

helikaseaktivitet, fotolyaseaktivitet eller glykosylaseaktivitet. 

   

18. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, eller 

12 til 16, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 3, eller 6 til 

16, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10, eller 12 til 16, 30 

hvori det heterologe polypeptidet utviser evnen til å øke eller redusere 

transkripsjon, og hvori det heterologe polypeptidet er et transkripsjonal 

aktivator- eller transkripsjonal repressor-polypeptid. 

   

19. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, eller 35 

12 til 16, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 4, eller 6 til 

16, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10, eller 12 til 16, 
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hvori det heterologe polypeptidet har enzymatisk aktivitet som modifiserer et 

polypeptid assosiert med DNA, der aktiviteten er histonmodifiserende aktivitet. 

   

20. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, eller 

12 til 16, eller 19, eller fremgangsmåten ifølge hvilket som helst av kravene 4, 5 

eller 6 til 16, eller 19, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10, 

eller 12 til 16, eller 19, 

hvori det heterologe polypeptidet har enzymatisk aktivitet som modifiserer et 

polypeptid assosiert med DNA, der aktiviteten er valgt fra: 

metyltransferaseaktivitet, demetylaseaktivitet, acetyltransferaseaktivitet, 10 

deacetylaseaktivitet, kinaseaktivitet, fosfataseaktivitet, ubiquitinligaseaktivitet, 

deubiquitinasjonsaktivitet, adenylasjonsaktivitet, deadenylasjonsaktivitet, 

SUMOylasjonsaktivitet, deSUMOylasjonsaktivitet, ribosylasjonsaktivitet, 

deribosylasjonsaktivitet, myristoylasjonsaktivitet, demyristoylasjonsaktivitet, 

glykosylasjonsaktivitet (f.eks. fra O-GlcNAc-transferase) eller 15 

deglykosylasjonsaktivitet. 

   

21. Sammensetningen ifølge hvilket som helst av kravene 1, eller 6 til 10, eller 

12 til 20, eller settet ifølge hvilket som helst av kravene 5 til 10, eller 12 til 20, 

for anvendelse i en fremgangsmåte for terapeutisk behandling av en pasient. 20 
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