1. Tikslinės DNR molekulės sait-specifinės modifikacijos in vitro būdas, kuriame tinkamomis sąlygomis laiko kontakte
tikslinę DNR molekulę ir
RNR-nukreipiamą DNR endonukleazę, apimančią bet vieną RNR seką ir bent vieną motyvą iš RuvC aktyvaus saito ir motyvą iš HNH aktyvaus saito;
kur RNR-nukreipiama DNR endonukleazė yra Cas9-crRNR kompleksas, kur minėtas Cas9-crRNR kompleksas apima Cas9, crRNR ir tracrRNR, siekiant gauti tikslinę DNR molekulę, modifikuotą srityje, kuri yra apibrėžta komplementariniu crRNR prijungimu prie tikslinės DNR molekulės,
kur būdas papildomai apima polipeptido-poliribonukleotidų komplekso surinkimą in vitro, inkubuojant minėtus šio komplekso komponentus sąlygomis, tinkamomis komplekso surinkimui, kur tikslinė DNR yra dvigrandė arba viengrandė ir kur dvigrandė tikslinė DNR turi proto-skirtukui gretimą motyvą.
2. Būdas pagal 1 punktą, kur kompleksas apima:
a) polipeptidą, pasižymintį bent 80 % identiškumu sekai SEQ ID Nr. 1,
b) pirmą poliribonukleotidą crRNR, apimantį 3' sritį ir 5' sritį, kur 3' sritis apima esančio CRISPR lokuse pasikartojimo bent 22 nukleotidus, ir 5' sritis apima esančios betarpiškai pasroviui žemiau pasikartojimo CRISPR lokuse, skirtuko sekos bent 20 nukleotidų, ir
c) antrą poliribonukleotidą tracrRNR, apimantį 5' ir 3' sritis, kur bent dalis 5' srities yra komplementari crRNR 3' sričiai.
3. Būdas pagal 2 punktą, kur tracrRNR 5' sritį sudaro bent 22 nukleotidai, ir ji yra komplementari crRNR 22 nukleotidų 3' sričiai.
4. Būdas pagal 2 punktą, kur komplekso komponentai yra išskirti iš genetiniu būdu modifikuoto mikroorganizmo.
5. Būdas pagal 2 punktą, kur polipeptidas yra išskirtas iš genetiniu būdu modifikuotos Escherichia coli.
6. Būdas pagal 2 punktą, kur polipeptidas pagamintas būdu, pasirinktu iš rekombinantinės DNR technologijos arba cheminės sintezės.
7. Būdas pagal 2 punktą , kur polipeptidas yra ekspresuotas kaip sulietas polipeptidas, kuris apima bent vieną papildomą aminorūgščių seką.
8. Būdas pagal 7 punktą, kur papildoma seka yra naudojama sulieto polipeptido gryninimui afinine chromatografija.
9. Būdas pagal 2 punktą, kur polipeptidas turi taškinę mutaciją RuvC aktyvaus saito motyve.
10. Būdas pagal 9 punktą, kur taškinė mutacija yra D31A.
11. Būdas pagal 2 punktą, kur polipeptidas turi taškinę mutaciją HNH aktyvaus saito motyve.
12. Būdas pagal 11 punktą, kur taškinė mutacija yra N891A.
13. Būdas pagal 2 punktą, kur pirmojo poliribonukleotido (crRNR) seka apima 5'-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3' (SEQ ID Nr. 15).
14. Būdas pagal 2 punktą, kur kompleksas yra generuotas in vitro, būdui apimant
komplekso komponentų inkubavimą sąlygomis, tinkamomis komplekso surinkimui,
kur kompleksas apima pirmąjį poliribonukleotidą, turintį seką, apimančią 5'-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3' (SEQ ID Nr. 15) su bet kuria pageidaujama skirtuko seka.
15. Būdas pagal 14 punktą, kur pirmas poliribonukleotidas yra gautas in vitro transkripcija iš DNR fragmento, turinčio vieną pasikartojimo-skirtuko-pasikartojimo bloką, kur skirtuko seka yra bet kuri pageidaujama seka, arba yra sintezuotas cheminiu būdu.
16. Būdas pagal 14 punktą, kur komponentai apima Cas9 polipeptidą (SEQ ID Nr. 1), tracrRNR poliribonukleotidą (SEQ ID Nr. 5) ir crRNR poliribonukleotidą (5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3’) (SEQ ID Nr. 15) su bet kuria pageidaujama skirtuko seka.
