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PATENTKRAV

1. Enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA som binder seg til et stedsrettet
modifiserende polypeptid og malretter det stedsrettede modifiserende polypeptidet
til en spesifikk lokasjon i et mal-DNA, hvori det enkeltmolekyl-DNA-malrettende
RNA-et omfatter:

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

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

(b) et proteinbindende segment som interagerer med det stedsrettede
modifiserende polypeptidet som er en naturlig forekommende Cas9-
endonuklease, hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementeaere
strekninger av nukleotider som hybridiserer for @ danne en dobbelttradet RNA
(dsRNA) dupleks, og

hvori det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et, sammen med det
stedsrettede modifiserende polypeptidet som er en naturlig forekommende Cas9-
endonuklease, tilveiebringer stedsspesifikk spalting av mal-DNA-et for & generere
et dobbelttradet brudd.

2. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 1, hvori
nukleotidsekvensen av det DNA-malrettende segmentet som er komplementaer

med en sekvens i mal-DNA-et er starre enn 15 nukleotider.

3. Enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA som binder seg til et stedsrettet
modifiserende polypeptid og malretter det stedsrettede modifiserende polypeptidet
til en spesifikk lokasjon i et mal-DNA, hvori det enkeltmolekyl-DNA-malrettende
RNA-et omfatter:

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

komplementzer med en malsekvens i et mal-DNA, og

(b) et proteinbindende segment som interagerer med det stedsrettede
modifiserende polypeptidet som er en naturlig forekommende Cas9-

endonuklease, hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementeaere
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strekninger av nukleotider som hybridiserer for & danne en dobbelttradet RNA
(dsRNA) dupleks,

hvori nukleotidsekvensen som er komplementaer med en sekvens i mal-

DNA-et er stgrre enn 15 nukleotider.
4. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 3,

hvori det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et, sammen med et
stedsrettet modifiserende polypeptid som er en naturlig forekommende Cas9-
endonuklease, tilveiebringer stedsspesifikk spalting av mal-DNA-et for & generere
et dobbelttradet brudd.

5. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av
kravene 1 og 4, hvori det er det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et som
tilveiebringer spesifisitet til et kompleks dannet av det DNA-malrettende RNA-et og
den naturlig forekommende Cas9-endonukleasen, for mal-DNA-et ved sekvensen
til det DNA-malrettende segmentet som er komplementaert med sekvensen i mal-
DNA-et, og hvori det er den naturlig forekommende Cas9-endonukleasen av
komplekset som tilveiebringer nukleaseaktivitet til komplekset, nukleaseaktiviteten
spalter mal-DNA-et ved en mal-DNA-sekvens definert av

komplementaritetsregionen mellom det DNA-malrettende RNA-et og mal-DNA-et.

6. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-5, hvori de to komplementeaere strekningene av nukleotider er kovalent

bundet av mellomliggende nukleotider.

7. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-6, hvori den fgrste av de to komplementeere strekningene av det
proteinbindende segmentet omfatter en crRNA-repetisjonsstrekning og hvori den
andre av de to komplementaere strekningene av det proteinbindende segmentet

omfatter en tracrRNA-strekning.

8. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 7, hvori crRNA-
repetisjonsstrekningen og tracrRNA-strekningen er fra S. pyogenes.
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9. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-8, hvori den naturlig forekommende Cas9-endonukleasen er fra S.

pyogenes.

10. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-9, hvori det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et omfatter
nukleinsyremodifikasjoner valgt fra gruppen som bestar av modifiserte ryggrader
og modifiserte internukleosidbindinger, nukleinsyremimetikk, modifiserte

sukkerdeler, basemodifikasjoner og substitusjoner og konjugater.

11. DNA-polynukleotid omfattende en nukleotidsekvens som koder for det

DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9.

12. Rekombinant uttrykkingsvektor omfattende DNA-polynukleotidet ifglge
krav 11.

13. Den rekombinante uttrykkingsvektoren ifglge krav 12, hvori
nukleotidsekvensen som koder for det DNA-malrettende RNA-et er operativt

koblet til en promotor.

14. Den rekombinante uttrykkingsvektoren ifglge krav 13, hvori promotoren er

en induserbar promotor.

15. DNA-malrettende RNA som binder seg til et stedsrettet modifiserende
polypeptid og malretter det stedsrettede modifiserende polypeptidet til en spesifikk
lokasjon i et mal-DNA, hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter:

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

komplementaer med en malsekvens i et mal-DNA, og

(b) et proteinbindende segment som interagerer med det stedsrettede
modifiserende polypeptidet som er en naturlig forekommende Cas9-
endonuklease, hvori det proteinbindende segmentet omfatter to komplementeaere
strekninger av nukleotider som hybridiserer for & danne en dobbelttradet RNA
(dsRNA) dupleks,
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hvori det DNA-malrettende RNA-et omfatter nukleinsyremodifikasjoner
valgt fra gruppen som bestar av modifiserte ryggrader og modifiserte
internukleosidbindinger, nukleinsyremimetikk, modifiserte sukkerdeler,

basemodifikasjoner og substitusjoner og konjugater.

16. Det DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 15, hvori det DNA-malrettende
RNA-et er et dobbeltmolekylzert DNA-malrettende RNA.

17. Det DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 15, hvori det DNA-malrettende
RNA-et er et enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA.

18. Det enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 17, hvori de to
komplementeere strekningene av nukleotider er kovalent koblet ved

mellomliggende nukleotider.

19. Det DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av kravene 15—
18,

hvori det DNA-malrettende RNA-et, sammen med et stedsrettet
modifiserende polypeptid som er en naturlig forekommende Cas9-endonuklease,
tilveiebringer stedsspesifikk spalting av mal-DNA-et for & generere et dobbelttradet
brudd.

20. Det DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 18,

hvori det er det DNA-malrettende RNA-et som tilveiebringer spesifisitet til
et kompleks dannet av det DNA-malrettende RNA-et og den naturlig
forekommende Cas9-endonukleasen, for mal-DNA-et ved sekvensen til det DNA-

malrettende segmentet som er komplementeert med sekvensen i mal-DNA-et, og

hvori det er den naturlig forekommende Cas9-endonukleasen av
komplekset som tilveiebringer nukleaseaktivitet til komplekset, nukleaseaktiviteten
spalter mal-DNA-et ved en mal-DNA-sekvens definert av

komplementaritetsregionen mellom det DNA-malrettende RNA-et og mal-DNA-et.

21. Det DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av kravene 15—

20, hvori den farste av de to komplementeere strekningene av det proteinbindende
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segmentet omfatter en crRNA-repetisjonsstrekning og hvori den andre av de to
komplementaere strekningene av det proteinbindende segmentet omfatter en

tracrRNA-strekning.

22. Det DNA-malrettende RNA-et ifglge krav 21, hvori crRNA-
repetisjonsstrekningen og tracrRNA-strekningen er fra S. pyogenes.

23. Det DNA-malrettende RNA-et ifglge et hvilket som helst av kravene 15—

22, hvori den naturlig forekommende Cas9-endonukleasen er fra S. pyogenes.
24, Kompleks som dannes av

(i) et enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-10 eller et DNA-malrettende RNA ifglge et hvilket som helst av kravene
15-23, og

(ii) et stedsrettet modifiserende polypeptid som er en naturlig forekommende

Cas9-endonuklease.
25. Sammensetning omfattende:

(i) et enkeltmolekyl-DNA-malrettende RNA ifglge et hvilket som helst av
kravene 1-10 eller et DNA-malrettende RNA ifglge et hvilket som helst av kravene
15-23, og

(ii) et stedsrettet modifiserende polypeptid som er en naturlig forekommende

Cas9-endonuklease.
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