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1. Framgangsmate for modifisering av et mal-DNA, hvilken framgangsmate omfatter kontakt av mal-

DNA’et med et kompleks som omfatter:
(a) et Cas9-polypeptid; og
(b) et DNA-malrettet RNA som omfatter:

(i) et DNA-malrettet segment som omfatter en nukleotidsekvens som er

komplementaer med en sekvens i mal-DNA’et, og

(ii) et protein-bindende segment som samvirker med Cas9-polypeptidet, hvori det
protein-bindende segmentet omfatter to komplementzere nukleotidavsnitt som

hybridiserer for a danne et dobbelttradet RNA-(dsRNA)-dupleks,

hvori mal-DNA’et er til stede i en enkelt-cellet eukaryotisk organisme, en dyrecelle eller en

plantecelle,
hvori nevnte modifisering er spalting av mal-DNA’et,
hvori:
(A) kontakten er in vitro eller i en celle ex vivo; og/eller

(B) framgangsmaten ikke er en framgangsmate for behandling av menneske- eller

dyrekroppen ved terapi.

2. Framgangsmate ifglge krav 1, hvori det DNA-malrettede RNA omfatter én eller flere av en
modifisert nukleobase, en modifisert stamme eller ikke-naturlig internukleosid-binding, en

modifisert sukkerkomponent, en Locked-nukleinsyre, eller en peptid-nukleinsyre.
3. Framgangsmate ifglge krav 1 eller krav 2, hvori dsRNA-duplekset har:

(i) en lengde fra 8 basepar (bp) til 15 bp;

(ii) en lengde fra 8 basepar (bp) til 30 bp; eller

(iii) en lengde fra 15 basepar (bp) til 18 bp.

4. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1-3, hvori prosentverdien av komplementaritet mellom
nukleotidene som hybridiserer for 8 danne dsRNA-duplekset ved det protein-bindende segmentet

er stgrre enn 70%.

5. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1-4, hvori kontakten omfatter a innfgre inn i en celle (a)

Cas9-polypeptidet, eller et polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet, og (b) det DNA-
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malrettede RNA, eller ett eller flere DNA-polynukleotider som koder for det DNA-malrettede RNA;

valgfritt hvori framgangsmaten i tillegg omfatter innfgring av et donor-polynukleotid i cellen.

6. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1-5, hvori nukleotidsekvensen som er komplementaer med

en sekvens i mal-DNA’et er 15 til 18 nukleotider (nt) lang, 18 til 20 nt lang eller 20 til 25 nt lang.

7. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1-6, hvori et proteintransduksjonsdomene er kovalent
bundet til amino-terminus av Cas9-polypeptidet, hvori proteintransduksjonsdomenet letter

traverseringen av Cas9-polypeptidet fra nevnte cytosol i en organelle i en celle.

8. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1-6, hvori et proteintransduksjonsdomene er kovalent
bundet til karboksyl-terminus av Cas9-polypeptidet, hvori proteintransduksjonsdomenet letter

traverseringen av Cas9-polypeptidet fra nevnte cytosol i en organelle i en celle.

9. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1-8, hvori det DNA-malrettede RNA et to-molekyl-RNA og
omfatter to separate RNA-molekyler, som hver omfatter ett av de to komplementzere

nukleotidavsnittene som hybridiserer til 8 danne dsRNA-duplekset.
10. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1-9, hvori mal-DNA’et er kromosomalt DNA.

11. Framgangsmate ifglge ett av kravene 1 til 10, hvori mal-DNA’et er til stede i en celle fra virvellgse
dyr, en celle fra et virveldyr, en celle fra et pattedyr, en celle fra en gnager eller en celle fra et

menneske.
12. Blanding omfattende:
(a) et Cas9-polypeptid eller et polynukleotid som koder for nevnte Cas9-polypeptid, og

(b) et DNA-malrettet RNA eller ett eller flere DNA-polynukleotider som koder for nevnte
DNA-malrettede RNA, hvori det DNA-malrettede RNA omfatter:

(i) et DNA-malrettet segment som omfatter en nukleotidsekvens som er

komplementaer med en sekvens i et mal-DNA, og

(i) et proteinbindende segment som samvirker med nevnte Cas9-polypeptid, hvori
det proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere nukleotidavsnitt som

hybridiserer for a danne et dobbelttradet RNA-(dsRNA)-dupleks;

hvori mal-DNA’et er til stede i en enkelt-cellet eukaryotisk organisme, en dyrecelle eller en

plantecelle.
13. En eller flere nukleinsyrer som omfatter:

(a) en fgrste nukleotidsekvens som koder for et DNA-malrettet RNA som omfatter:
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(i) et DNA-malrettet segment som omfatter en nukleotidsekvens som er

komplementaer med en malsekvens i et mal-DNA, og

(i) et proteinbindende segment som samvirker med et Cas9-polypeptid, hvori det
proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere nukleotidavsnitt som

hybridiserer for a danne et dobbelttradet RNA-(dsRNA)-dupleks;

hvori den fgrste nukleotidsekvensen som koder for det DNA-malrettede RNA er operativt

bundet til en promoter; og, valgfritt,

(b) en andre nukleotidsekvens som koder for et Cas9-polypeptid, hvori nukleotidsekvensen

som koder for nevnte Cas9-polypeptid er operativt bundet til en promoter;

hvori mal-DNA’et er til stede i en enkelt-cellet eukaryotisk organisme, en dyrecelle eller en

plantecelle.

14. En eller flere nukleinsyrer iflge krav 13, hvori nukleinsyrene er én eller flere rekombinante
ekspresjonsvektorer, valgfritt hvori nevnte én eller flere rekombinante ekspresjonsvektorer er én

eller flere virale vektorer.

15. En eller flere nukleinsyrer ifglge krav 13 eller krav 14, hvori nukleotidsekvensen som koder for
det DNA-malrettede RNA er operativt bundet til en promoter som er funksjonell i en eukaryotisk
celle, og/eller nukleotidsekvensen som koder for et Cas9-polypeptid er operativt bundet til en

promoter som er funksjonell i en eukaryotisk celle.
16. Sett omfattende:
(a) et Cas9-polypeptid, eller et polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet; og

(b) et DNA-malrettet RNA, eller ett eller flere DNA-polynukleotider som koder for det DNA-

malrettede RNA, hvori det DNA-malrettede RNA omfatter:

(i) et DNA-malrettet segment som omfatter en nukleotidsekvens som er

komplementaer med en sekvens i et mal-DNA, og

(i) et proteinbindende segment som samvirker med Cas9-polypeptidet, hvori det
proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere nukleotidavsnitt som

hybridiserer for a danne et dobbelttradet RNA-(dsRNA)-dupleks,
hvori (a) og (b) er i de samme eller separate beholderne, og

hvori mal-DNA’et er til stede i en enkelt-cellet eukaryotisk organisme, en dyrecelle eller en

plantecelle.
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17. Genetisk modifisert vertscelle, som er en eukaryotisk celle, omfattende:
(a) et Cas9-polypeptid, eller et polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet; og/eller

(b) et DNA-malrettet RNA, eller ett eller flere DNA-polynukleotider som koder for det DNA-

malrettede RNA, hvori det DNA-malrettede RNA omfatter:

(i) et DNA-malrettet segment som omfatter en nukleotidsekvens som er

komplementaer med en sekvens i et mal-DNA, og

(i) et protein-bindende segment som samvirker med Cas9-polypeptidet, hvori det
protein-bindende segmentet omfatter to komplementzere nukleotidavsnitt som

hybridiserer for a danne et dobbelttradet RNA-(dsRNA)-dupleks;

og hvori
(A) den genetisk modifiserte vertscellen er in vitro eller ex vivo; og/eller
(B) den genetisk modifiserte vertscellen ikke er en menneskecelle.

18. Blanding ifglge krav 12, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15, eller sett ifglge
krav 16, eller genetisk modifisert vertscelle ifglge krav 17, hvori det DNA-malrettede RNA omfatter
én eller flere av en modifisert nukleobase, en modifisert stamme eller en ikke-naturlig
internukleosid-binding, en modifisert sukkerkomponent, en Locked-nukleinsyre, eller en peptid-

nukleinsyre.

19. Blanding ifglge krav 12 eller 18, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15 og 18, eller

sett ifglge krav 16 eller 18, eller genetisk modifisert vertscelle ifglge krav 17 eller krav 18 hvori:
(i) dsRNA-duplekset har en lengde fra 8 basepar (bp) til 15 bp;
(i) dsRNA-duplekset har en lengde fra 8 basepar (bp) til 30 bp; eller
(iii) dsRNA-duplekset har en lengde fra 15 basepar (bp) til 18 bp.

20. Blanding ifglge ett av kravene 12 og 18-19, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15
og 18-19, eller sett ifglge ett av kravene 16 og 18-19, genetisk modifisert vertscelle ifglge ett av

kravene 17-19, hvori:

(i) prosentverdien for komplementaritet mellom nukleotidene som hybridiserer til a danne

dsRNA-duplekset ved det protein-bindende segmentet er stgrre enn 70%; og/eller
(ii) mal-DNA’et er kromosomalt DNA.

21. Blanding ifglge ett av kravene 12 og 18-20, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15

og 18-20, eller sett ifglge ett av kravene 16 og 18-20, eller genetisk modifisert vertscelle ifglge ett
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av kravene 17-20, hvori et proteintransduksjonsdomene er kovalent bundet til amino-terminus av
Cas9-polypeptidet, hvori proteintransduksjonsdomenet letter traverseringen av Cas9-polypeptidet

fra nevnte cytosol ien organellei en celle.

22. Blanding ifglge ett av kravene 12 og 18-20, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15
og 18-20, eller sett ifglge ett av kravene 16 og 18-20, eller genetisk modifisert vertscelle ifglge ett
av kravene 17-20, hvori et proteintransduksjonsdomene er kovalent bundet til karboksyl-terminus
av Cas9-polypeptidet, hvori proteintransduksjonsdomenet letter traverseringen av Cas9-

polypeptidet fra nevnte cytosol i en organelle i en celle.

23. Blanding ifglge ett av kravene 12 og 18-22, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15
og 18-22, eller sett ifglge ett av kravene 16 og 18-22, eller genetisk modifisert vertscelle ifglge ett
av kravene 17-22, hvori det DNA-malrettede RNA er et to-molekyl-RNA som er malrettet mot DNA
og omfatter to separate RNA-molekyler, som hver omfatter ett av de to komplementzere

nukleotidavsnittene som hybridiserer til 8 danne dsRNA-duplekset.

24. Blanding ifglge ett av kravene 12 og 18-23, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15
og 18-23, eller sett ifglge ett av kravene 16 og 18-23, for anvendelse i en framgangsmate for

terapeutisk behandling av en pasient.

25. Blanding ifglge ett av kravene 12 og 18-23, én eller flere nukleinsyrer ifglge ett av kravene 13-15
og 18-23, eller sett ifglge ett av kravene 16 og 18-23, hvori mal-DNA’et er til stede i en celle fra et
virvellgst dyr, en celle fra et virveldyr, en celle fra et pattedyr, en celle fra en gnager, eller en celle

fra et menneske.



	Bibliographic data
	Claims

