1. Chromosomų sekos modifikavimo būdas eukariotinėje ląstelėje, būdas, apimantis:

a) įvedimą į eukariotinę ląstelę dvi RNR molekulės nukreipiamas nikazės sistemas arba nukleorūgštį, koduojančią minėtas sistemas, ir, pasirinktinai, donorinį polinukleotidą, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama nikazės sistema apima

(i) RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, kuri yra modifikuota taip, kad skaldytų vieną dvigrandės sekos grandinę; ir

(ii) nukreipiančią RNR, apimančią pirmąją sritį, komplementarią tikslinei vietai chromosominėje sekoje, ir antrąją sritį, kuri sąveikauja su RNR molekulės nukreipiama endonukleaze,
kur po kiekvienos tikslinės vietos eina protospeiseriui gretimas motyvas (PAM), ir dviejų RNR molekulės nukreipiamų endonukleazių tikslinės vietos yra priešingose chromosominės grandinės sekose; ir
b) eukariotinės ląstelės kultivavimą taip, kad dvi RNR molekulių nukreipiamos endonukleazės skaldytų pakankamai artimas priešingas chromosominės grandinės sekas tam, kad į chromosominę seką būtų įvestas dvigrandis plyšys, ir atitaisymas dvigrandžio plyšio DNR reparacijos proceso dėka veda prie chromosominės sekos modifikacijos, kur
būdas neapima žmogaus gemalinės linijos genetinės tapatybės modifikavimo proceso ir kur būdas neapima žmogaus arba gyvūno kūno gydymo chirurginiu arba terapiniu būdu.
2. Ex vivo arba in vitro būdas, skirtas chromosominės sekos modifikavimui eukariotinėje ląstelėje, būdas, apimantis:

a) įvedimą į eukariotinę ląstelę dvi RNR molekulės nukreipiamas nikazės sistemas arba nukleorūgštį, koduojančią minėtas sistemas, ir, pasirinktinai, donorinį polinukleotidą, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama nikazės sistema apima

(i) RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, kuri yra modifikuota taip, kad skaldytų vieną dvigrandės sekos grandinę; ir

(ii) nukreipiančią RNR, apimančią pirmąją sritį, komplementarią tikslinei vietai chromosominėje sekoje, ir antrąją sritį, kuri sąveikauja su RNR molekulės nukreipiama endonukleaze,

kur po kiekvienos tikslinės vietos eina protospeiseriui gretimas motyvas (PAM), ir dviejų RNR molekulės nukreipiamų endonukleazių tikslinės vietos yra priešingose chromosominės grandinės sekose; ir

b) eukariotinės ląstelės kultivavimą taip, kad dvi RNR molekulių nukreipiamos endonukleazės skaldo pakankamai artimas priešingas chromosominės grandinės sekas tam, kad į chromosominę seką būtų įvestas dvigrandis plyšys, ir atitaisymas dvigrandžio plyšio DNR reparacijos proceso dėka veda prie chromosominės sekos modifikacijos, kur

būdas neapima žmogaus gemalinės linijos genetinės tapatybės modifikavimo proceso.
3. Būdas pagal 1 arba 2 punktą, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama endonukleazė yra gauta iš taisyklingai pertrauktų trumpų susitelkusių palindrominių pasikartojimų (CRISPR)/su CRISPR asocijuoto (Cas) (CRISPR/Cas) II tipo sisteminio baltymo.

4. Būdas pagal 3 punktą, kur CRISPR/Cas II tipo sisteminis baltymas yra Cas9 baltymas.

5. Būdas pagal 4 punktą, kur Cas9 baltymas apima mutaciją RuvC arba HNH domene.

6. Būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama endonukleazė dar apima bent vieną papildomą domeną, parinktą iš lokalizacijos branduolyje signalo, įsiskverbimo į ląstelę domeno arba žymeklio domeno.

7. Būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur tikslinė vieta yra Rosa26 lokusas, HPRT lokusas arba AAVS1 lokusas.

8. Būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur donorinis polinukleotidas apima donorinę seką, kuri turi bent vieną nukleotido pakeitimą, susijusį su chromosomine seka, esančia netoli tikslinių vietų chromosominėje sekoje.
9. Būdas pagal 8 punktą, kur donorinė seka iš šonų apsupta sekų, kurios iš esmės yra tapačios sekoms, lokalizuotoms prieš ir už tikslinės vietos chromosominėje sekoje.

10. Būdas pagal 8 arba 9 punktą, kur donorinė seka iš šonų apsupta trumpų lipniųjų galų, kurie yra suderinami su RNR molekulės nukreipiamos endonukleazės sugeneruotais lipniaisiais galais.
11. Būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra mRNR, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra DNR.

12. Būdas pagal bet kurį iš 1-10 punktų, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra DNR, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra DNR.

13. Būdas pagal 12 punktą, kur DNR yra vektoriaus dalis, kuri dar apima promotoriaus kontrolinę seką, kuri yra funkcionaliai prijungta prie nukleorūgšties, koduojančios RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, ir promotoriaus kontrolinę seką, kuri yra funkcionaliai prijungta prie nukleorūgšties, koduojančios nukreipiančią RNR.
14. Būdas pagal bet kurį iš 1-13 punktų, kur eukariotinė ląstelė yra žmogaus ląstelė, ne žmogaus, bet žinduolio ląstelė arba ne žmogaus, bet žinduolio embrionas.
15. Būdas pagal bet kurį iš 1-13 punktų, kur eukariotinė ląstelė yra bestuburio ląstelė, vabzdžio ląstelė, augalo ląstelė, mielių ląstelė arba vienaląstis eukariotinis organizmas.
16. Būdas pagal 15 punktą, kur eukariotinė ląstelė yra augalo ląstelė.
17. Būdas pagal 14 punktą, kur žmogaus ląstelė arba ne žmogaus, bet žinduolio ląstelė yra T ląstelė.

18. Būdas pagal bet kurį iš 1-17 punktų, kur eukariotinė ląstelė yra in vitro sąlygomis.
19. Būdas pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur donorinis polinukleotidas neįterptas į eukariotinę ląstelę, ir dvigrandžio plyšio atitaisymas nehomologiniu prijungimo prie galo reperacijos būdu inaktyvuoja chromosominę seką.
20. Būdas pagal bet kurį iš 1-18 punktų, kur donorinis polinukleotidas yra įterptas į eukariotinę ląstelę, ir dvigrandžio plyšio atitaisymas pakeičia mažiausiai vieną nukleotidą chromosominėje sekoje.

21. Būdas pagal 20 punktą, kur pakeitimas apima egzogeninės sekos įterpimą.

22. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1-10 arba 14-21 punktų, kur mažiausiai viena nukreipianti RNR yra chemiškai susintetinta.
23. Kompozicija, apimanti bent dvi RNR molekulės nukreipiamas nikazės sistemas, kiekviena RNR molekulės nukreipiama nikazės sistema apima (i) RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, kuri yra modifikuota taip, kad skaldytų vieną dvigrandės sekos grandinę, ir (ii) nukreipiančią RNR, apimančią pirmąją sritį, komplementarią tikslinei vietai chromosominėje sekoje, ir antrąją sritį, kuri sąveikauja su RNR molekulės nukreipiama endonukleaze, kur po kiekvienos tikslinės vietos eina protospeiseriui gretimas motyvas (PAM), ir dviejų RNR molekulės nukreipiamų endonukleazių tikslinės vietos yra priešingose chromosominės grandinės sekose; ir pakankamai arti tam, kad į chromosominę seką būtų įvestas dvigrandis plyšys.

24. Kompozicija pagal 23 punktą, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama endonukleazė yra gauta iš taisyklingai pertrauktų trumpų susitelkusių palindrominių pasikartojimų (CRISPR)/su CRISPR asocijuoto (Cas) (CRISPR/Cas) II tipo sisteminio baltymo.

25. Kompozicija pagal 24 punktą, kur CRISPR/Cas II tipo sisteminis baltymas yra Cas9 baltymas.

26. Kompozicija pagal 25 punktą, kur Cas9 baltymas apima mutaciją the RuvC arba HNH domene.

27. Kompozicija pagal bet kurį iš 23-26 punktų, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama endonukleazė dar apima bent vieną papildomą domeną, parinktą iš lokalizacijos branduolyje signalo, įsiskverbimo į ląstelę domeno arba žymeklio domeno

28. Kompozicija pagal bet kurį iš 23-27 punktų, kur tikslinė vieta yra Rosa26 lokusas, HPRT lokusas arba AAVS1 lokusas.

29. Kompozicija pagal bet kurį iš 23-28 punktų, kur mažiausiai viena nukreipianti RNR yra chemiškai susintetinta.
30. Nukleorūgštis, koduojanti kompoziciją pagal bet kurį iš 23-28 punktų.

31. Nukleorūgštis pagal 30 punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra mRNA, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra DNR.
32. Nukleorūgštis pagal 30 punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra DNR, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra DNR.
33. Vektorius, apimantis nukleorūgštį pagal 32 punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra funkcionaliai prijungta prie promotoriaus kontrolinės sekos ekspresijai eukariotinėje ląstelėje, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra funkcionaliai prijungta prie promotoriaus kontrolinės sekos ekspresijai eukariotinėje ląstelėje.
34. Rinkinys, apimantis bent dvi RNR molekulės nukreipiamas nikazės sistemas arba nukleorūgštį, koduojančią minėtas sistemas, kiekviena RNR molekulės nukreipiama nikazės sistema apima (i) RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, kuri yra modifikuota taip, kad skaldytų vieną dvigrandės sekos grandinę, ir (ii) nukreipiančią RNR, apimančią pirmąją sritį, komplementarią tikslinei vietai chromosominėje sekoje, ir antrąją sritį, kuri sąveikauja su RNR molekulės nukreipiama endonukleaze, kur po kiekvienos tikslinės vietos eina protospeiseriui gretimas motyvas (PAM), ir dviejų RNR molekulės nukreipiamų endonukleazių tikslinės vietos yra priešingose chromosominės grandinės sekose; ir pakankamai arti tam, kad į chromosominę seką būtų įvestas dvigrandis plyšys..
35. Rinkinys pagal 34 punktą, dar apimantis bent viena donorinį polinukleotidą.

36. Rinkinys pagal 34 arba 35 punktą, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama endonukleazė yra gauta iš taisyklingai pertrauktų trumpų susitelkusių palindrominių pasikartojimų (CRISPR)/su CRISPR asocijuoto (Cas) (CRISPR/Cas) II tipo sisteminio baltymo.
37. Rinkinys pagal 36 punktą, kur CRISPR/Cas II tipo sisteminis baltymas yra Cas9 baltymas.

38. Rinkinys pagal 37 punktą, kur Cas9 baltymas apima mutaciją RuvC arba HNH domene.

39. Rinkinys pagal bet kurį iš 34-38 punktų, kur kiekviena RNR molekulės nukreipiama endonukleazė dar apima bent vieną papildomą domeną, parinktą iš lokalizacijos branduolyje signalo, įsiskverbimo į ląstelę domeno arba žymeklio domeno.

40. Rinkinys pagal bet kurį iš 34-39 punktų, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra mRNR, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra DNR.

41. Rinkinys pagal bet kurį iš 34-39 punktų, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra DNR, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra DNR.

42. Rinkinys pagal 41 punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną RNR molekulės nukreipiamą endonukleazę, yra funkcionaliai prijungta prie promotoriaus kontrolinės sekos ekspresijai eukariotinėje ląstelėje, ir nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančią RNR, yra funkcionaliai prijungta prie promotoriaus kontrolinės sekos ekspresijai eukariotinėje ląstelėje.

43. Rinkinys pagal 35 punktą, kur donorinis polinukleotidas apima donorinę seką.

44. Rinkinys pagal 43 punktą, kur donorinė seka iš šonų apsupta sekų, kurios iš esmės yra tapačios sekoms, esančioms iš bet kurios tikslinės vietos pusės chromosominėje sekoje.
45. Rinkinys pagal 43 punktą, kur donorinė seka iš šonų apsupta trumpų lipniųjų galų, kurie yra suderinami su RNR molekulės nukreipiamos endonukleazės sugeneruotais lipniaisiais galais.
46. Rinkinys pagal bet kurį iš 34-39 arba 43-45 punktų, kur mažiausiai viena nukreipianti RNR yra chemiškai susintetinta.

