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1. Genomo modifikavimo dominančiame genomo lokuse pelės embrioninėje kamieninėje (ES) ląstelėje in vitro būdas, apimantis:

pelės ES ląstelės kontaktavimą su Cas9 baltymu, CRISPR RNR, kuri hibridizuojasi su tiksline seka dominančiame genomo lokuse, tracrRNR ir dideliu nukreipiančiu vektoriumi (LTVEC), kuris yra mažiausiai 10 kb dydžio ir apima įterpiamą nukleorūgštį, apsuptą:

(i) 5' homologine atšaka, kuri yra homologinė 5' taikinio sekai dominančiame genomo lokuse; ir
(ii) 3' homologine atšaka, kuri yra homologinė 3' taikinio sekai dominančiame genomo lokuse,

kur toliau kontaktuojant pelės ES ląstelei su Cas9 baltymu, CRISPR RNR ir tracrRNR dalyvaujant LTVEC, genome pelės ES ląstelės genomas yra modifikuojamas, kad jis turėtų tikslinę genetinę modifikaciją, apimančią dominančio genomo lokuso srities pašalinimą, kur pašalinimas yra mažiausiai 30 kb, ir (arba) įterpiamos nukleorūgšties įterpimą dominančiame genomo lokuse, kur įterpimas yra mažiausiai 30 kb.

2. Būdas pagal 1 punktą, kur:

(a) CRISPR RNR ir tracrRNR yra įvedamos kaip atskiras transkriptas, apimantis CRISPR RNR ir tracrRNR, ir pasirinktinai kur atskiras transkriptas apima CRISPR RNR ir tracrRNR, sulietas kartu atskiros kreipiančios RNR (sgRNR) forma; arba
(b) CRISPR RNR ir tracrRNR yra įvedamos atskirai.

3. Būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur:

(a) Cas9 baltymas yra įvedamas baltymo, informacinės RNR (mRNR), koduojančios Cas9 baltymą, arba DNR koduojančios Cas9 baltymą, formos;

(b) CRISPR RNR yra įvedama RNR arba DNR, koduojančios CRISPR RNR, formos; ir
(c) tracrRNR yra įvedama RNR arba DNR, koduojančios tracrRNR, formos.

4. Būdas pagal 3 punktą, kur Cas9 baltymas, CRISPR RNR ir tracrRNR yra įvedami kaip baltymo-RNR kompleksas.
5. Būdas pagal 3 punktą, kur:

(a) DNR, koduojanti Cas9 baltymą, yra pirmojo ekpresijos konstrukto, apimančio pirmąjį promotorių, funkciškai prisijungusį prie pirmosios nukleorūgšties, koduojančios Cas9 baltymą, formos;

(b) DNR, koduojanti CRISPR RNR, yra antrojo ekpresijos konstrukto, apimančio antrąjį promotorių, funkciškai prisijungusį prie antrosios nukleorūgšties, koduojančios CRISPR RNR, formos; ir
(c) DNR, koduojanti tracrRNR, yra trečiojo ekpresijos konstrukto, apimančio trečiąjį promotorių, funkciškai prisijungusį prie trečiosios nukleorūgšties, koduojančios tracrRNR, formos;

kur pirmasis, antrasis ir trečiasis promotoriai yra aktyvūs pelės ES ląstelėje ir

kur pirmasis, antrasis ir trečiasis ekspresijos konstruktai yra vienoje nukleorūgšties molekulėje arba daugelyje nukleorūgšties molekulių.
6. Būdas pagal 3 punktą, kur:

(a) DNR, koduojanti Cas9 baltymą, yra pirmojo ekpresijos konstrukto, apimančio pirmąjį promotorių, funkciškai prisijungusį prie pirmosios nukleorūgšties, koduojančios Cas9 baltymą, formos;
(b) DNR, koduojanti CRISPR RNR ir DNR, koduojanti tracrRNR, yra antrojo ekpresijos konstrukto, apimančio antrąjį promotorių, funkciškai prisijungusį prie antrosios nukleorūgšties, koduojančios gRNR, apimančios CRISPR RNR ir tracrRNR, formos;

kur pirmasis ir antrasis promotoriai yra aktyvūs pelės ES ląstelėje ir

kur pirmasis ir antrasis ekspresijos konstruktai yra vienoje nukleorūgšties molekulėje arba atskirose nukleorūgšties molekulėse.
7. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur:
(a) tikslinė genetinė mutacija apima endogeninės nukleorūgščių sekos pašalinimą dominančiame genomo lokuse ir įterpiamos nukleorūgšties įterpimą dominančiame genomo lokuse vienu metu, pasirinktinai kur pašalinta endogeninė nukleorūgščių seka yra nuo 30 kb iki apie 110 kb, ir įterpta nukleorūgštis yra nuo apie 40 kb iki apie 140 kb;

(b) tikslinė genetinė modifikacija yra dvialelinė genetinė modifikacija, ir pasirinktinai kur yra dvialelinė genetinė modifikacija apima endogeninės nukleorūgščių sekos pašalinimą ir įterpiamos nukleorūgšties įterpimą dominančiame genomo lokuse dvejose homologinėse chromosomose; arba
(c) kur modifikuota pelės ES ląstelė yra heterozigotinis arba homozigotinis junginys dominančiame genomo lokuse, ir pasirinktinai kur tikslinė genetinė modifikacija dominančiame genomo lokuse vienoje chromosomoje apima endogeninės nukleorūgščių sekos pašalinimą ir įterpiamos nukleorūgšties įterpimą, ir pasirinktinai kur tikslinė genetinė modifikacija apima: (1) endogeninės nukleorūgščių sekos pašalinimą dominančiame genomo lokuse pirmoje ir antroje homologinėse chromosomose; ir (2) įterpiamos nukleorūgšties įterpimą dominančiame genomo lokuse pirmoje homologinėje chromosomoje ir dominančio genomo lokuso suardymą antroje homologinėje chromosomoje.

8. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur LTVEC yra mažiausiai 40 kb, mažiausiai 50 kb, mažiausiai 60 kb, mažiausiai 70 kb, mažiausiai 80 kb, mažiausiai 90 kb, mažiausiai 100 kb, mažiausiai 150 kb arba mažiausiai 200 kb.
9. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur tikslinė genetinė modifikacija apima įterpiamos nukleorūgšties įterpimą, kur įterpiama nukleorūgštis yra mažiausiai 40 kb, mažiausiai 50 kb, mažiausiai 60 kb, mažiausiai 70 kb, mažiausiai 80 kb, mažiausiai 90 kb, mažiausiai 100 kb, mažiausiai 150 kb, mažiausiai 200 kb, mažiausiai 250 kb, mažiausiai 300 kb arba nuo apie 40 kb iki apie 140 kb; arba

kur tikslinė genetinė modifikacija apima įterpiamos nukleorūgšties įterpimą ir dominančio genomo lokuso srities pašalinimą, kur pašalinimas yra mažiausiai 30 kb ir įterpiama nukleorūgštis yra mažiausiai 10 kb, mažiausiai 20 kb, mažiausiai 30 kb, mažiausiai 40 kb, mažiausiai 50 kb, mažiausiai 60 kb, mažiausiai 70 kb, mažiausiai 80 kb, mažiausiai 90 kb, mažiausiai 100 kb, mažiausiai 150 kb, mažiausiai 200 kb, mažiausiai 250 kb arba mažiausiai 300kb.
10. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur tikslinė seka tuoj pat yra apgaubiama proto-skirtukų gretimų motyvų (PAM) seka.
11. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur LTVEC 5' ir 3' homologinių atšakų bendra suma yra nuo 10 kb iki apie 20 kb, nuo apie 20 kb iki apie 40 kb, nuo apie 40 kb iki apie 60 kb, nuo apie 60 kb iki apie 80 kb, nuo apie 80 kb iki apie 100 kb, nuo apie 100 kb iki apie 120 kb arba nuo apie 120 kb to 150 kb.
12. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur tikslinė genetinė modifikacija apima:

(a) endogeninės nukleorūgščių sekos pakeitimą homologine arba ortologine nukleorūgščių seka;

(b) endogeninės nukleorūgščių sekos pašalinimą;

(c) endogeninės nukleorūgščių sekos,
kur pašalinimas yra intervale nuo apie 40 kb iki apie 60 kb, nuo apie 60 kb iki apie 80 kb, nuo apie 80 kb iki apie 100 kb, nuo apie 100 kb iki apie 150 kb, nuo apie 150 kb iki apie 200 kb, nuo apie 200 kb iki apie 300 kb, nuo apie 300 kb iki apie 400 kb, nuo apie 400 kb iki apie 500 kb, nuo apie 500 kb iki apie 1 Mb, nuo apie 1 Mb iki apie 1.5 Mb, nuo apie 1.5 Mb iki apie 2 Mb, nuo apie 2 Mb iki apie 2.5 Mb arba nuo apie 2.5 Mb iki apie 3 Mb;

(d) egzogeninės nukleorūgščių sekos įterpimą;

(e) egzogeninės nukleorūgščių sekos įterpimą intervale nuo apie 40 kb iki apie 60 kb, nuo apie 60 kb iki apie 80 kb, nuo apie 80 kb iki apie 100 kb, nuo apie 100 kb iki apie 150 kb, nuo apie 150 kb iki apie 200 kb, nuo apie 200 kb iki apie 250 kb, nuo apie 250 kb iki apie 300 kb, nuo apie 300 kb iki apie 350 kb arba nuo apie 350 kb iki apie 400 kb;

(f) egzogeninės nukleorūgščių sekos, apimančios homologinę arba ortologinę nukleorūgščių seką, įterpimą;

(g) chimerinės nukleorūgščių sekos, apimančios žmogaus ir nežmogaus nukleorūgščių seką, įterpimą;

(h) sąlygas atitinkančio alelio, šonuose turinčio saitui specifines rekombinazės tikslines sekas, įterpimą;

(i) aptinkamo markerio arba reporterio geno, funkciškai prisijungusio prie promotoriaus, aktyvaus pelės ES ląstelėje, įterpimą; arba
(j) jų derinį.

13. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur tikslinė genetinė modifikacija apima dominančio genomo lokuso srities pašalinimą,
kur pašalinimas yra mažiausiai 40 kb, mažiausiai 50 kb, mažiausiai 60 kb, mažiausiai 70 kb, mažiausiai about 80 kb, mažiausiai 90 kb, mažiausiai 100 kb, mažiausiai 150 kb, mažiausiai 200 kb, mažiausiai 250 kb, mažiausiai 300 kb; arba

kur tikslinė genetinė modifikacija papildomai apima įterpiamos nukleorūgšties įterpimą dominančiame genomo lokuse, kur įterpimas yra mažiausiai 30 kb ir pašalinimas yra mažiausiai 20 kb, mažiausiai 30 kb, mažiausiai 40 kb, mažiausiai 50 kb, mažiausiai 60 kb, mažiausiai 70 kb, mažiausiai 80 kb, mažiausiai 90 kb, mažiausiai 100 kb, mažiausiai 150 kb arba mažiausiai 200 kb.
14. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, kur tikslinė genetinė modifikacija apima dominančio genomo lokuso srities pašalinimą, kur pašalinimas yra mažiausiai 30 kb, ir įterpiamos nukleorūgšties įterpimą dominančiame genomo lokuse, kur įterpimas yra mažiausiai 30 kb.
15. Būdas pagal bet kurį iš ankstesnių punktų, papildomai apimantis:

(b) modifikuotos pelės ES ląstelės, apimančios tikslinę genetinę modifikaciją dominančiame genomo lokuse, identifikavimą;

(c) modifikuotos pelės ES ląstelės įvedimą į pelės šeimininkės embrioną; ir
(d) pelės šeimininkės embriono patalpinimą į surogatinę motiną,

kur surogatinė motina išnešioja F0 generacijos pelę, apimančią tikslinę genetinę modifikaciją dominančiame genomo lokuse.
