1. Kompozicija, apimanti:

(a) RNR nukreipiamą, taisyklingai pertrauktų trumpų susitelkusių palindrominių pasikartojimų (CRISPR) nukleazės sistemą arba nukleorūgštį, koduojančią minėtą CRISPR nukleazės sistemą, kur CRISPR nukleazės sistema apima (i) programuojamą DNR modifikuojantį baltymą, kuris yra CRISPR baltymas, ir (ii) nukreipiančiąją RNR; ir

(b) bent vieną katalitiškai neaktyvią CRISPR sistemą arba nukleorūgštį, koduojančią minėtą bent vieną katalitiškai neaktyvią CRISPR sistemą, kur kiekviena katalitiškai neaktyvi CRISPR sistema apima (i) programuojamą DNR surišantį baltymą, kuris yra katalitiškai neaktyvus CRISPR baltymas, ir (ii) nukreipiančiąją RNR; ir kur

(x) programuojamas DNR modifikuojantis baltymas yra II tipo CRISPR baltymas ir bent vienas programuojamas DNR surišantis baltymas yra II tipo CRISPR baltymas, arba

(y) programuojamas DNR modifikuojantis baltymas yra V tipo CRISPR baltymas ir bent vienas programuojamas DNR surišantis baltymas yra II tipo CRISPR baltymas; ir kur 

kompozicija, apibrėžta aukščiau, nėra atskleista WO2017/070598 arba WO2017/096328.

2. Kompozicija pagal 1 punktą, kur (i) II tipo CRISPR baltymas yra parinktas iš Francisella novicida CRISPR-Cas9 (FnCas9), Campylobacter jejuni CRISPR-Cas9 (CjCas9) ir Streptococcus pyogenes CRISPR-Cas9 (SpCas9); ir (arba) (ii) V tipo CRISPR baltymas yra Francisella novicida CRISPR-Cpf1 (FnCpf1).
3. Kompozicija pagal 1 arba 2 punktą, kur bent vienas programuojamas DNR surišantis baltymas yra Cas9 II tipo CRISPR baltymas, kur Cas9 baltymas turi vieną ar daugiau mutacijų kiekviename RuvC tipo domene ir HNH tipo domene. 
 

4. Kompozicija pagal 3 punktą, kur (i) viena ar daugiau mutacijų RuvC tipo domene yra D10A, D8A, E762A, ir (arba) D986A; ir (arba) (ii) viena ar daugiau mutacijų HNH tipo domene yra H840A, H559A, N854A, N856A ir (arba) N863A.

5. Kompozicija pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną CRISPR baltymą, yra mRNR arba DNR.
6. Kompozicija pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną CRISPR baltymą, sudaro plazmidinio vektoriaus arba virusinio vektoriaus dalį.
7. Kompozicija pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančiąją RNR, sudaro plazmidinio vektoriaus arba virusinio vektoriaus dalį.

8. Kompozicija pagal bet kurį ankstesnį punktą, kur kiekvienos CRISPR sistemos nukreipiančioji RNR yra (a) susintetinama fermentiniu būdu arba (b) yra bent iš dalies susintetinama cheminiu būdu.
9. Rinkinys, apimantis kompoziciją pagal bet kurį iš 1-8 punktų.

10. Būdas in vitro tikslinio genomo modifikavimo efektyvumo ir /arba specifiškumo padidinimui eukariotinėje ląstelėje, šis būdas apima įvedimą į eukariotinę ląstelę kompozicijos, kuri apima:

(a) RNR nukreipiamą, taisyklingai pertrauktų trumpų susitelkusių palindrominių pasikartojimų (CRISPR) nukleazės sistemą arba nukleorūgštį, koduojančią minėtą CRISPR nukleazės sistemą, kur CRISPR nukleazės sistema apima (i) programuojamą DNR modifikuojantį baltymą, kuris yra CRISPR baltymas, ir (ii) nukreipiančiąją RNR; ir

(b) bent vieną katalitiškai neaktyvią CRISPR sistemą arba nukleorūgštį, koduojančią minėtą bent vieną katalitiškai neaktyvią CRISPR sistemą, kur kiekviena katalitiškai neaktyvi CRISPR sistema apima (i) programuojamą DNR surišantį baltymą, kuris yra katalitiškai neaktyvus CRISPR baltymas, ir (ii) nukreipiančiąją RNR; ir kur

(x) programuojamas DNR modifikuojantis baltymas yra II tipo CRISPR baltymas ir bent vienas programuojamas DNR surišantis baltymas yra II tipo CRISPR baltymas, arba

(y) programuojamas DNR modifikuojantis baltymas yra V tipo CRISPR baltymas ir bent vienas programuojamas DNR surišantis baltymas yra II tipo CRISPR baltymas;

kur programuojamas DNR modifikuojantis baltymas yra nukreipiamas į taikinio chromosominę seką ir kiekvienas iš mažiausiai vieno programuojamo DNR surišančio baltymo yra nukreipiamas į vietą, esančią arti taikinio chromosominės sekos, ir mažiausiai vieno programuojamo DNR surišančio baltymo susirišimas toje vietoje, kuri yra arti taikinio chromosominės sekos, pagerina programuojamo DNR modifikuojančio baltymo priėjimą prie taikinio chromosominės sekos, taip padidinant tikslinio genomo modifikavimo efektyvumą ir (arba) specifiškumą.

11. Būdas in vitro pagal 10 punktą, kur vieta, esanti arti taikinio chromosominės sekos, yra išsidėsčiusi maždaug 250, maždaug 100, maždaug 75, maždaug 50 arba maždaug 25 bazių porų atstumu kiekvienoje taikinio chromosominės sekos pusėje.
12. Būdas in vitro pagal 10 arba 11 punktą, kur eukariotinė ląstelė yra žinduolio ląstelė, kur žinduolio ląstelė yra žmogaus arba ne žmogaus ląstelė.
13. Būdas in vitro pagal bet kurį iš 10-12 punktų, kur (i) II tipo CRISPR baltymas yra parinktas iš Francisella novicida CRISPR-Cas9 (FnCas9), Campylobacter jejuni CRISPR-Cas9 (CjCas9) ir Streptococcus pyogenes CRISPR-Cas9 (SpCas9); ir (arba) (ii) V tipo CRISPR baltymas yra Francisella novicida CRISPR-Cpfl (FnCpf1).
14. Būdas in vitro pagal bet kurį iš 10-13 punktų, kur bent vienas programuojamas DNR surišantis baltymas yra Cas9 II tipo CRISPR baltymas, kur Cas9 baltymas turi vieną ar daugiau mutacijų kiekviename RuvC tipo domene ir HNH tipo domene.
15. Būdas in vitro pagal 14 punktą, kur (i) viena ar daugiau mutacijų RuvC tipo domene yra D10A, D8A, E762A ir /arba D986A; ir /arba (ii) viena ar daugiau mutacijų HNH tipo domene yra H840A, H559A, N854A, N856A ir (arba) N863A.
16. Būdas in vitro pagal bet kurį iš 10-15 punktų, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną CRISPR baltymą, yra mRNR arba DNR.
17. Būdas in vitro pagal bet kurį iš 10-16 punktų, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną CRISPR baltymą, sudaro plazmidinio vektoriaus arba virusinio vektoriaus dalį.
18. Būdas in vitro pagal bet kurį iš 10-17 punktų, kur nukleorūgštis, koduojanti kiekvieną nukreipiančiąją RNR, sudaro plazmidinio vektoriaus arba virusinio vektoriaus dalį.

19. Būdas in vitro pagal bet kurį iš 10-18 punktų, kur kiekvienos CRISPR sistemos nukreipiančioji RNR yra (a) susintetinama fermentiniu būdu arba (b) yra bent iš dalies susintetinama cheminiu būdu.

20. Kompozicija pagal bet kurį iš 1-8 punktų arba rinkinys pagal 9 punktą, skirti naudoti terapijoje. 
21. Kompozicija pagal bet kurį iš 1-8 punktų arba rinkinys pagal 9 punktą, skirti naudoti pjautuvinių ląstelių ligos, talasemijos, sunkaus kombinuoto imunodeficito (SCID), Hantingtono ligos arba pigmentinio retinito gydymui.
