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Patentkrav

1. In vitro-fremgangsmate for den stedsspesifikke modifikasjonen av et mal-DNA-
molekyl, hvor fremgangsmaten omfatter

3 kontakte, under passende forhold,

et mal-DNA-molekyl; og

en RNA-styrt DNA-endonuklease som omfatter minst én RNA-sekvens og minst ett av et
RuvC-aktivt stedsmgnster og et HNH-aktivt stedsmgnster;

hvori

den RNA-guidede DNA-endonukleasen er et Cas9-crRNA-kompleks Cas9-crRNA-
komplekset omfatter et Cas9, crRNA og tracrRNA & resultere i at mal-DNA-molekylet
modifiseres i en region som bestemmes av den komplementaere bindingen av crRNA-et
til mal-DNA-molekylet, hvor fremgangsmaten videre omfatter 8 sette sammen
polypeptid-polyribonukleotidkomplekset in vitro ved inkubering av komponentene i
komplekset under forhold egnet for kompleks sammensetning, hvori mal-DNA-et er
dobbeltstrenget eller enkeltstrenget og hvori et dobbeltstrenget mal-DNA inneholder et

proto-avstandsstykketilstgtende motiv.

2. Fremgangsmaten ifslge krav 1, hvori komplekset omfatter

a) et polypeptid som har minst 80 % identitet med SEQ ID NO: 1,

b) et fgrste polyribonukleotid crRNA omfatter en 3'-region og en 5'-region hvori 3'-
regionen omfatter minst 22 nukleotider av en gjentagelse til stede i et CRISPR-lokus og
5’-regionen omfatter minst 20 nukleotider av en avstandsstykkesekvens rett nedstrgms
for gjentakelsen i CRISPR-lokuset, og

c) et andre polyribonukleotid-tracrRNA som omfatter en 5'- og 3'-region hvori minst en

del av 5'-regionen er komplementaer med 3'-regionen til crRNA.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori 5'-regionen til tracrRNA er minst 22 nukleotider

og er komplementzer med de 22 nukleotidene til 3'-regionen til crRNA.

4. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori komponentene i komplekset isoleres fra en

genetisk modifisert mikroorganisme.

5. Fremgangsmaten ifslge krav 2, hvori polypeptidet isoleres fra et genetisk modifisert

Escherichia coli.
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6. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori polypeptidet fremstilles av en fremgangsmate

valgt fra rekombinant DNA-teknologi eller kjemisk syntese.

7. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori polypeptidet uttrykkes som et fusjonspolypeptid

som inkluderer minst én ytterligere aminosyresekvens.

8. Fremgangsmaten ifglge krav 7, hvori den ekstra sekvensen anvendes for rensing av

fusjonspolypeptidet ved hjelp av affinitetskromatografi.

9. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori polypeptidet inneholder en punktmutasjon i det

RuvC-aktive stedsmotivet.

10. Fremgangsmaten ifglge krav 9, hvori punktmutasjonen er D31A.

11. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori polypeptidet inneholder en punktmutasjon i det

HNH-aktive stedsmotivet.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori punktmutasjonen er N891A.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori den fgrste polyribonukleotid-(crRNA)-
sekvensen omfatter 5'-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3'
(SEQ ID NO: 15).

14. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori komplekset genereres in vitro, hvor
fremgangsmaten omfatter a8 inkubere komponentene i komplekset under forhold som er
egnet for kompleks sammensetting, hvori komplekset omfatter det fgrste
polyribonukleotidet som har en sekvens som omfatter
5'-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3' (SEQ ID NO: 15) med

en hvilken som helst gnskelig avstandssykkesekvens.

15. Fremgangsmaten ifglge krav 14, hvori det fgrste polyribonukleotidet oppnas ved in
vitro transkripsjon fra et DNA-fragment som inneholder en enkelt repeterende
avstandsstykkerepetisjonsenhet, hvor avstandsstykket har en hvilken som helst gnskelig

sekvens, eller er kjemisk syntetisert.

16. Fremgangsmaten ifglge krav 14, hvori komponentene omfatter Cas9-polypeptid (SEQ
ID NO: 1), tracrRNA-polyribonukleotid (SEQ ID NO: 5) og crRNA-polyribonukleotid
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(5'-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3") (SEQ ID NO: 15)

med en hvilken som helst gnskelig avstandsstykkesekvens.
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