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PATENTNI ZAHTJEVI

1. In vitro Postupak beSavnog sastavljanja dviju ili viSe dvolancanih nukleinskih kiselina, naznacen time, §to

ukljucuje:
(a) dovodenje u kontakt prve nukleinske kiseline sa najmanje jednim nukleaznim sredstvom da bi se dobila
prva digestirana nukleinska kiselina kojoj je uklonjen zavr$ni dio;
(b) dovodenje u kontakt prve digestirane nukleinske kiseline sa drugom nukleinskom kiselinom, dvolan¢anim
spojnim oligonukleotidom, i egzonukleazom, pri ¢emu je spojni oligonukleotid predstavljen linearnom
dvolan¢anom DNK od oko 50 bp do oko 400 bp i ukljucuje:
(i) prvu komplementarnu sekvencu koja je komplementarna sa prvom digestiranom nukleinskom
kiselinom;
(ii) razdjelnik; i
(iii) drugu komplementarnu sekvencu koja je komplementarna sa drugom nukleinskom kiselinom
gdje razdjelnik ukljucuje sekvencu identi¢nu sa zavr$nim dijelom,
pri ¢emu izmedu prve komplementarne sekvence i sekvence identi¢ne sa zavr$nim dijelom nema nukleinsko-
kiselinskih baza, i izmedu druge komplementarne seckvence i sekvence identicne sa zavr$nim dijelom nema
nukleinsko-kiselinskih baza, i
pri cemu egzonukleaza izlaze prvu i drugu komplementarnu sekvencu; i
(c) sastavljanje spojnog oligonukleotida sa prvom digestiranom nukleinskom kiselinom i drugom
nukleinskom kiselinom, pri ¢emu se sastavljanjem rekonstitui$e zavrsni dio.

2. Postupak iz patentnog zahtjeva 1, naznacen time, $to sastavljanje u koraku (c) ukljucuje:

(i) sparivanje prve komplementarne sekvence spojnog oligonukleotida sa prvom digestiranom nukleinskom
kiselinom i druge komplementarne sekvence spojnog oligonukleotida sa drugom nukleinskom kiselinom; i

(i) povezivanje spojnog oligonukleotida sa prvom digestiranom nukleinskom kiselinom i drugom
nukleinskom kiselinom.

3. Postupak iz patentnog zahtjeva 1 ili 2, naznacen time, $to korak (a) ukljucuje jos i:

(i) dovodenje u kontakt druge nukleinske kiseline sa drugim nukleaznim sredstvom i egzonukleazom, pri
¢emu drugo nukleazno sredstvo sijece drugu nukleinsku kiselinu na drugom ciljnom mjestu da se proizvede
druga digestirana nukleinska kiselina koja sadrZzi nukleotidnu sekvencu komplementarnu sa drugom
komplementarnom sekvencom spojnog oligonukleotida, pri ¢emu se prva digestirana nukleinska kisclina
sastavlja sa drugom digestiranom nukleinskom kiselinom; ili

(ii) dovodenje u kontakt druge nukleinske kiseline sa restrikcionim enzimom i egzonukleazom, pri ¢emu
restrikcioni enzim sijece drugu nukleinsku kiselinu da bi se proizvela druga digestirana nukleinska kiselina koja
ukljucuje nukleotidnu sekvencu komplementarnu sa drugom komplementarnom sekvencom u spojnom
oligonukleotidu, pri ¢emu se prva digestirana nukleinska kiselina sastavlja sa drugom digestiranom
nukleinskom kiselinom.

4.  Postupak iz bilo kojeg od prethodnih patentnih zahtjeva, naznaen time, §to korak (b) ukljucuje jo$ i produzavanje
3’ kraja prve digestirane nukleinske kiseline.

5. Postupak iz bilo kojeg od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, §to se spojni oligonukleotid sastavlja sa
prvom digestiranom nukleinskom kiselinom i drugom nukleinskom kiselinom u istoj reakciji ili sekvencijalno.

6. Postupak iz bilo kojeg od prethodnih patentnih zahtjeva, naznafen time, $to najmanje jedno nukleazno sredstvo
ukljucuje Cas protein i vodicku RNK (gRNK) (gRNK-Cas ompleks), zinc finger nukleazu, ili efektorsku nukleazu
sli¢nu transkripcijskom aktivatoru (TALEN).

7. In vitro postupak beSavnog sastavljanja dviju ili vise dvolanCanih nukleinskih kiselina, naznacen time, $to
ukljucuje:

(a) dovodenje u kontakt prve nukleinske kiseline sa prvim nukleaznim sredstvom da bi nastala prva
digestirana nukleinska kiselina sa uklonjenim zavr§nim dijelom;
(b) dovodenje u kontakt druge nukleinske kiseline sa drugim nukleaznim sredstvom da bi nastala druga
digestirana nukleinska kiselina;
(¢) dovodenje u kontakt prve digestirane nukleinske kiseline i druge digestirane nukleinske kiseline sa
dvolananim spojnim oligonukleotidom i egzonukleazom, pri ¢emu je spojni oligonukleotid predstavljen
lincarnom dvolan¢anom DNK dugom od oko 50 bp do oko 400 bp i ukljuuje:
(i) prvu komplementarnu sekvencu koja je komplementarna sa prvom digestiranom nukleinskom
kiselinim;
(i) razdjelnik; i
(iii) drugu komplementarnu sekvencu koja je komplementarna sa drugom digestiranom nukleinskom
kiselinom,
pri ¢emu razdjelnik ukljuc¢uje sekvencu koja je identi¢na sa zavrsnim dijelom,
pri ¢emu izmedu prve komplementarne sekvence i sekvence koja je identiCna sa zavrnim dijelom nema
nukleinsko-kiselinskih baza, i izmedu druge komplementarne sekvence i sekvence koja je identiCna sa
zavr$nim dijelom nema nukleinsko-kiselinskih baza, i
pri ¢emu egzonukleaza izlaze prvu i drugu komplementarnu sekvencu; i
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(d) sastavljanje spojnog oligonukleotida sa prvom digestiranom nukleinskom kiselinom i drugom
digestiranom nukleinskom kiselinom, pri ¢emu se sastavljanjem rekonstituiSe zavrsni dio.
Postupak iz patentnog zahtjeva 7, naznacen time, $to sastavljanje u koraku (d) ukljucuje:
(i) sparivanje prve komplementarne sekvence spojnog oligonukleotida sa prvom digestiranom nukleinskom
kiselinom i druge komplementarne sekvence spojnog oligonukleotida sa drugom digestiranom nukleinskom
kiselinom; i
(i) povezivanje spojnog oligonukleotida sa prvom digestiranom nukleinskom kiselinom i drugom
digestiranom nukleinskom kiselinom.
Postupak iz patentnog zahtjeva 7 ili 8, naznaen time, $to korak (c) ukljucuje jo§ i produzavanje 3’ kraja prve
digestirane nukleinske kiseline i/ili druge digestirane nukleinske kiseline.
Postupak iz bilo kojeg od patentnih zahtjeva 7-9, naznaCen time, §to se spojni oligonukleotid sastavlja sa prvom
digestiranom nukleinskom kiselinom i drugom digestiranom nukleinskom kiselinom u istoj reakciji ili
sekvencijalno.
Postupak iz bilo kojeg od patentnih zahtjeva 7-10, naznaCen time, $to prvo nukleazno sredstvo i/ili drugo
nukleazno sredstvo ukljuCuje Cas protein i vodicku RNK (gRNK) (gRNK-Cas kompleks), zinc finger nukleazu, ili
efektorsku nukleazu sli¢nu transkripeijskom aktivatoru (TALEN).
Postupak iz bilo kojeg od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, $to:
(I) prva komplementarna sekvenca spojnog oligonukleotida ima izmedu 15 i 120 komplementarnih baza i
druga komplementarna seckvenca spojnog oligonukleotida ima izmedu 15 i 120 komplementarnih baza; i/ili
(II) zavrsni dio ima najmanje 20 bp; i/ili
(II) razdjelnik ima od oko 20 bp do oko 120 bp.
Postupak iz bilo kojeg od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, $to:
(I) prva nukleinska kiselina, druga nukleinska kiselina, ili obje nukleinske kiseline ukljucuju bakterijski
umjetni kromosom; i/ili
(II) prva nukleinska kiselina, druga nukleinska kiselina, ili obje nukleinske kiseline uklju¢uju humanu DNK,
glodavacku DNK, sintetsku DNK, ili njihovu kombinaciju; i/ili
(III) prva nukleinska kiselina, druga nukleinska kiselina, ili obje nukleinske kiseline imaju najmanje10 kb; i/ili
(IV) prva nukleinska kiselina, druga nukleinska kiselina, ili obje nukleinske kiseline imaju najmanje 10 kb,
uklju¢uju bakterijski umjetni kromosom, i uklju¢uju humanmu DNK, glodavatku DNK, sintetsku DNK, ili
njihovu kombinaciju.
Postupak iz bilo kojeg od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, §to se sastavljaju najmanje tri nukleinske
kiseline.
Postupak iz bilo kojeg od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time, $to:
(D) spojni oligonukleotid ima od oko 100 bp do oko 300 bp; i/ili
(II) prva komplementarna sekvenca spojnog oligonukleotida ima izmedu 20 i 80 komplementarnih baza i
druga komplementarna seckvenca spojnog oligonukleotida ima izmedu 20 i 80 komplementarnih baza.
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