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1. Fremgangsmate for a lede et Cas9-polypeptid til et mal-DNA,
fremgangsmaten omfattende & bringe mal-DNA-et i kontakt med en encellet
eukaryot organisme, en dyrecelle, en plantecelle, en celle fra et pattedyr eller en
celle fra et menneske hvori cellen er in vitro eller ex vivo, med et kompleks

omfattende:
(a) et Cas9-polypeptid og
(b) et DNA-malrettende RNA omfattende

(i) et DNA-malrettende segment omfattende en nukleotidsekvens som er

komplementzer med en sekvens i mal-DNA-et, og

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

hvori fremgangsmaten ikke er en prosess for a modifisere den genetiske

identiteten til menneskers kimlinje.
2. Sammensetning omfattende:

(a) et Cas9-polypeptid, eller et polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet,
0g

(b) et DNA-malrettende RNA omfattende

(i) et DNA-malrettende segment omfattende en nukleotidsekvens som er

komplementzer med en sekvens i et mal-DNA, og

(i) et proteinbindende segment som interagerer med Cas9-polypeptidet, hvori
det proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekninger av
nukleotider som hybridiserer for & danne et dobbelttradet RNA (dsRNA) dupleks,

hvori et proteintransduksjonsdomene er kovalent forbundet til (A)

aminoenden eller (B) karboksylenden til Cas9-polypeptidet, hvori
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proteintransduksjonsdomenet letter traverseringen av Cas9-polypeptidet fra

cytosolen til i en organell.

3. Sammensetningen ifglge krav 2, hvori sammensetningen er en

farmasgytisk sammensetning.

4. Anvendelse av et DNA-malrettende RNA for a lede et Cas9-polypeptid til
et mal-DNA,

hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter

(i) et DNA-malrettende segment omfattende en nukleotidsekvens som er

komplementzer med en sekvens i mal-DNA-et, og

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

hvori:

anvendelsen er i en encellet eukaryot organisme, en dyrecelle, en
plantecelle, en celle fra et pattedyr eller en celle fra et menneske, som er in vitro
eller ex vivo, og hvori anvendelsen ikke er i en prosess for & modifisere den

genetiske identiteten til menneskers kimlinje.

5. Anvendelse av et aktivator-RNA i et DNA-malrettende RNA for a lede et
Cas9-polypeptid til et mal-DNA,

hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter

(i) et DNA-malrettende segment omfattende en nukleotidsekvens som er

komplementzer med en sekvens i mal-DNA-et, og

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

hvori aktivator-RNA-et danner den ene halvparten av dsRNA-dupleksen til
det proteinbindende segmentet til det DNA-malrettende RNA-et, og et malretter-
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RNA danner den andre halvparten av dsRNA-dupleksen til det proteinbindende
segmentet til det DNA-malrettende RNA-et.

hvori:

anvendelsen er i en encellet eukaryot organisme, en dyrecelle, en
plantecelle, en celle fra et pattedyr eller en celle fra et menneske, som er in vitro
eller ex vivo, og hvori anvendelsen ikke er i en prosess for &8 modifisere den

genetiske identiteten til menneskers kimlinje.

6. DNA-malrettende RNA, eller polynukleotid som koder for det DNA-
malrettende RNA-et, for anvendelse i en fremgangsmate for behandling av en

pasient,

hvori i fremgangsmaten danner det DNA-malrettende RNA-et et kompleks

med et Cas9-polypeptid og hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter

(i) et DNA-malrettende segment omfattende en nukleotidsekvens som er

komplementaer med en sekvens i et mal-DNA, og

(ii) et proteinbindende segment som interagerer med Cas9-polypeptidet, hvori
det proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekninger av
nukleotider som hybridiserer for & danne et dobbelttradet RNA (dsRNA) dupleks.

7. Cas9-polypeptid, eller et polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet,

for anvendelse i en fremgangsmate for behandling av en pasient,

hvori i fremgangsmaten danner Cas9 et kompleks med et DNA-
malrettende RNA

og hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter

(i) et DNA-malrettende segment omfattende en nukleotidsekvens som er

komplementzer med en sekvens i et mal-DNA, og

(ii) et proteinbindende segment som interagerer med Cas9-polypeptidet, hvori
det proteinbindende segmentet omfatter to komplementaere strekninger av
nukleotider som hybridiserer for & danne et dobbelttradet RNA (dsRNA) dupleks.
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8. Aktivator-RNA, eller polynukleotid som koder for aktivator-RNA-et, for

anvendelse i en fremgangsmate for behandling av en pasient,

hvori i fremgangsmaten danner RNA-aktivatoren den ene halvparten av en
dsRNA-dupleks av et proteinbindende segment av et DNA-malrettende RNA, og et
malretter-RNA danner den andre halvdelen av dsRNA-dupleksen til et

proteinbindende segment av et DNA-malrettende RNA,
hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter

(i) et DNA-malrettende segment omfattende en nukleotidsekvens som er

komplementzer med en sekvens i et mal-DNA, og

(ii) et proteinbindende segment som interagerer med et Cas9-polypeptid,
hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementzere strekninger av
nukleotider som hybridiserer for & danne et dobbelttradet RNA (dsRNA) dupleks

og hvori i fremgangsmaten danner det DNA-malrettende RNA-et et

kompleks med Cas9-polypeptidet.

9. Det DNA-malrettende RNA-et, polynukleotid som koder for det DNA-
malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet, eller polynukleotidet som koder for Cas9-
polypeptidet for anvendelse ifglge krav 6 eller 7, hvori i fremgangsmaten

administreres

(a) det DNA-malrettende RNA-et, eller polynukleotidet som koder for det
DNA-malrettende RNA-et, og

(b) Cas9-polypeptidet, eller polynukleotidet som koder for Cas9-polypeptidet

direkte til pasienten.

10. Fremgangsmaten, sammensetningen eller anvendelsen, eller det DNA-
malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet, polynukleotidet som koder for Cas9-
polypeptidet, aktivator-RNA-et eller polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-et

for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9,
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hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter én eller flere av en modifisert
nukleobase, en modifisert ryggrad eller ikke-naturlig internukleosidbinding, eller en

modifisert sukkerdel.

11. Fremgangsmaten, sammensetningen eller anvendelsen, eller det DNA-
malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet, polynukleotidet som koder for Cas9-
polypeptidet, aktivator-RNA-et eller polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-et

for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 10,

hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter én eller flere av en last
nukleinsyre, en peptidnukleinsyre, en morfolinonukleinsyre eller en

sykloheksenylnukleinsyre (CeNA).

12. Fremgangsmaten, eller anvendelsen, eller det DNA-malrettende RNA-et,
polynukleotidet som koder for det DNA-malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet,
polynukleotidet som koder for Cas9-polypeptidet, aktivator-RNA-et eller
polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-et for anvendelse, ifglge et hvilket

som helst av kravene 1 til 11,

hvori det DNA-malrettende RNA-et er et tomolekylaert DNA-malrettende
RNA omfattende to separate RNA-molekyler, som hver omfatter én av de to
komplementaere strekningene av nukleotider som hybridiserer for & danne dsRNA-

duplekset.

13. Fremgangsmaten, anvendelsen, det DNA-malrettende RNA-et,
polynukleotidet som koder for det DNA-malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet,
polynukleotidet som koder for Cas9-polypeptidet, aktivator-RNA-et eller
polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-et for anvendelse, ifalge et hvilket

som helst av kravene 1 til 11

hvori det DNA-malrettende RNA-et er et enkeltmolekyl-DNA-malrettende
RNA hvori i det proteinbindende segmentet er de to komplementeere strekningene

av nukleotider kovalent foroundet med mellomliggende nukleotider.

14. Fremgangsmaten, sammensetningen eller anvendelsen, eller det DNA-
malrettende RNA-et, polynukleotidet som koder for det DNA-malrettende RNA-et,
Cas9-polypeptidet, polynukleotidet som koder for Cas9-polypeptidet, aktivator-
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RNA-et eller polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-et for anvendelse, ifglge

et hvilket som helst av kravene 1 til 13, hvori dsSRNA-duplekset har:
l. en lengde pa fra 8 basepar (bp) til 15 bp;

Il. en lengde pa fra 8 basepar (bp) til 30 bp; eller

Il. en lengde pa fra 15 basepar (bp) til 18 bp.

15. Fremgangsmaten eller anvendelsen ifglge et hvilket som helst av kravene
1, 4, 5 eller 10 til 14, hvori kontakten eller anvendelsen omfatter innfgring i en celle
(A) av Cas9-polypeptidet, eller et polynukleotid som koder for Cas9-polypeptidet,
og (B) det DNA-malrettende RNA-et, eller ett eller flere DNA-polynukleotider som
koder for det DNA-malrettende RNA-et; eventuelt hvori fremgangsmaten videre

omfatter innfgring i cellen av et donorpolynukleotid;
eller

det DNA-malrettende RNA-et, polynukleotidet som koder for det DNA-
malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet, polynukleotidet som koder for Cas9-
polypeptidet, aktivator-RNA-et, eller polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-
et for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 6 til 14, hvori i
fremgangsmaten ko-administreres det DNA-malrettende RNA-et, polynukleotidet
som koder for det DNA-malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet, polynukleotidet
som koder for Cas9-polypeptidet, aktivator-RNA-et, eller polynukleotidet som
koder for aktivator-RNA-et med en donorpolynukleotidsekvens omfattende

homologi med mal-DNA-sekvensen.

16. Fremgangsmaten, sammensetningen eller anvendelsen, eller det DNA-
malrettende RNA-et, polynukleotidet som koder for det DNA-malrettende RNA-et,
Cas9-polypeptidet, polynukleotidet som koder for Cas9-polypeptidet, aktivator-
RNA-et eller polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-et for anvendelse ifglge

et hvilket som helst av kravene 1 til 15,

hvori nukleotidsekvensen som er komplementaer med en sekvens i mal-
DNA-et er 18 til 20 nt lang, eller 20 til 25 nt lang.
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17. Fremgangsmaten eller anvendelsen, eller det DNA-malrettende RNA-et,
polynukleotidet som koder for det DNA-malrettende RNA-et, Cas9-polypeptidet,
polynukleotidet som koder for Cas9-polypeptidet, aktivator-RNA-et eller
polynukleotidet som koder for aktivator-RNA-et for anvendelse, ifglge et hvilket

som helst av kravene 1 eller 4 til 16,

hvori et proteintransduksjonsdomene er kovalent forbundet til (A)
aminoenden til Cas9-polypeptidet eller (B) karboksylenden til Cas9-polypeptidet,
hvori proteintransduksjonsdomenet letter traverseringen av Cas9-polypeptidet fra

cytosolen til i en organell i en celle.
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