1. Grandinei specifinės nikuojančios endonukleazės sukūrimo būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad apima:

(a) pirmosios ląstelių-šeimininkių, kurios neturi metilazių apsaugos, populiacijos transformaciją plazmidėmis, turinčiomis atsitiktinai mutagenizuotą restrikcijos endonukleazės geną;

(b) (a) pakopoje gautų transformuotų ląstelių-šeimininkių kultivavimą ir plazmidžių išskyrimą;

(c) (a) pakopoje nurodyto mutagenizuoto restrikcijos endonukleazės geno ir atitinkamo laukinio tipo restrikcijos endonukleazės geno skaidymą į fragmentus;

(d) laukinio tipo ir mutagenizuoto endonukleazės restrikcijos genų (c) pakopoje gautų fragmentų in vitro atgalinį kryžminimą ir liguoto geno gavimą;

(e) (d) pakopoje gauto liguoto geno ekspresuojamo baltymo grandinei specifinio nikuojančio aktyvumo nustatymą; ir

(f) sukurtos grandinei specifinės nikuojančios endonukleazės identifikavimą.

2. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad restrikcijos endonukleazės geno (c) pakopoje nurodytas skaidymas atliekamas panaudojant restrikcijos endonukleazės skaidymą ir kur restrikcijos endonukleazės geno fragmentai išvalomi agarozės gelyje.

3. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (d) pakopa toliau apima: antrosios ląstelių-šeimininkių populiacijos transformaciją liguotu genu, kur transformantai yra apsaugoti giminingų ir negiminingų metilazių.

4. Būdas pagal 3 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad toliau apimantis individualių transformantų kolonijų auginimą.

5. Būdas pagal 4 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad ieškant nikuojančio aktyvumo kolonijų individualaus skryningo metu kaip substratas naudojama superspiralinė DNR.

6. Būdas pagal 5 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad individualaus skryningo pakopoje naudojamos visos ląstelės ląstelių kultūroje arba ląstelių ekstraktas.

7. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (f) pakopa toliau apima mutacijų vietos ir tipo nustatymą nikuojančią endonukleazę koduojančioje DNR.

8. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad mutagenizuotas restrikcijos endonukleazės genas turi iškritą (deleciją), įtarpą ar vieno ar daugiau nukleotidų pakaitą.

9. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad mutagenizuotas genas turi daugybines mutacijas.

10. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad mutagenizuotas genas turi vieną mutaciją.

11. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad restrikcijos endonukleazės genas koduoja baltymą, turintį C-terminalinį galą ir N-terminalinį galą, kur viena ar daugiau mutacijų lokalizuotos C-terminaliniame gale.

12. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad mutagenizuotas genas turi nuo 3 iki 600 nukleotidų ilgio iškritą (deleciją).

13. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (a) pakopoje nurodytas ląstelių-šeimininkių paruošimas yra pasirenkamas iš gram-neigiamų ar gram-teigiamų bakterijų-šeimininkių.

14. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (a) pakopoje nurodytas ląstelių-šeimininkių paruošimas yra pasirenkamas iš E. coli ar Bacillus kamienų.

15. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad toliau apima: mutacijos, esančios nikuojančioje endonuklezėje, identifikavimą lyginant su laukinio tipo restrikcijos endonukleaze, iš kurios ji kilo, ir mutacijos įterpimą sait-nukreiptos mutagenezės būdu į restrikcijos endonukleazės izošizomerą ar neošizomerą.

16. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad toliau apima papildomos mutacijos įterpimą į nikuojančią endonuklezę (f) pakopoje aprašytu būdu, panaudojant sait-nukreiptą mutagenezę, nikuojančio aktyvumo padidinimui ar dvigrandininio DNR skaidymo aktyvumo sumažinimui, ar abiem tikslais.

17. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad mutagenizuotas restrikcijos endonukleazės genas yra IIA tipo endonukleazės genas.

18. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad nikuojanti endonukleazė yra termofilinė nikuojanti endonukleazė.

19. Būdas pagal 17 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad restrikcijos endonukleazė yra BsaI, BsmAI, BsmBI ar jų neošizomerai, ar izošizomerai.

20. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (f) pakopa toliau apima nikuojančios endonukleazės specifiškumo dvigubos DNR grandinei nustatymą.

21. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (d) pakopos nikuojanti endonukleazė yra viršutinę grandinę nikuojanti endonukleazė.

22. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (d) pakopos nikuojanti endonukleazė yra apatinę grandinę nikuojanti endonukleazė.

23. Nikuojanti endonukleazė, sukurta būdu pagal 1 punktą.

24. Nikuojanti endonukleazė, apimanti modifikuotą rekombinantinę BsaI.

25. Nikuojanti endonukleazė, apimanti modifikuotą rekombinantinę BsmAI.

26. Nikuojanti endonukleazė, apimanti modifikuotą rekombinantinę BsmBI.

27. Vieno ar daugiau sait-specifinių viengrandininių trūkių įterpimo į pasirinktas dvigubos DNR grandines būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad apima: dvigubos DNR skaidymą panaudojant nikuojančią endonukleazę, sukurtą būdu pagal 19 punktą ir išlaikant sąlygas, palankias nikuojančio aktyvumo pasireiškimui.

28. Taikininės sekos amplifikacijos būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad apima: 

(a) viengrandininio nukleino rūgšties fragmento, turinčio taikininę seką ir turinčio 5’ galą ir 3’ galą, gavimą;

(b) SDA amplifikacijos pradmens prijungimą prie fragmento 3’ galo taip, kad pradmuo sudarytų 5’ viengrandininę užlaidą, amplifikacijos pradmenį, apimantį nikuojančios endonukleazės, sukurtos pagal 1 apibrėžtį, atpažinimo/skaidymo saitą; ir

(c) ant fragmento esančio amplifikacijos pradmens pailginimą, kai nėra derivatizuoto ar pakaitinio dezoksinukleozido trifosfato, ir, kai yra: (1) DNR polimerazė, pasižyminti grandinę išstumiančiu aktyvumu ir neturinti 5’-3’ egzonukleazės aktyvumo, ir (2) keturi dezoksinukleozido trifosfatai; ir

(d) amplifikuotos dvigrandininės taikininės sekos nikavimą, panaudojant nikuojančią endonukleazę, pailginamą nuo trūkio vietos naudojant DNR polimerazę, tuo būdu išstumiant pirmąją naujai sintezuotą grandinę nuo fragmento ir generuojant antrąjį ekstensijos produktą, apimantį antrąją naujai sintezuotą grandinę; ir nikavimo, pailginimo ir išstūmimo pakopų kartojimą taip, kad būtų amplifikuota taikininė seka.

29. Fermento, pasižyminčio bent vienu modifikuotu specifiškumu substratui ir aktyvumu, sukūrimo būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad apima:

(a) atsitiktinai mutagenizuotos DNR rinkinio (bibliotekos) sukūrimą, kur rinkinys turi vieną ar daugiau genų, koduojančių visą ar mutantinio geno dalį, kur mutantinis fermentas yra iš esmės inaktyvus, kur iš esmės inaktyvus fermentas turi N-terminalinį galą ir C-terminalinį galą, kur inaktyvacija yra atsiradusi dėl mutacijos, esančios laukinio tipo fermento N-terminaliniame gale ar C-terminaliniame gale;

(b) vieno ar daugiau genų, ekspresuojančių inaktyvią endonukleazę, skaidymą į bent pirmą ir antrą fragmentus, kur pirmasis fragmentas koduoja fermento C-terminalinį galą ir, kur antrasis fragmentas koduoja fermento N-terminalinį galą;

(c) ligavimą fragmentų, parinktų iš: pirmojo fragmento ir trečiojo fragmento, koduojančio laukinio tipo fermento N-terminalinį galą; antrojo fragmento ir ketvirtojo fragmento, koduojančio laukinio tipo fermento C-terminalinį galą; arba abiejų pirmojo ir antrojo fragmentų su atitinkamai trečiuoju ir ketvirtuoju fragmentais; ir

(d) liguotos DNR ekspresiją ląstelėje-šeimininkėje tam, kad būtų gautas fermentas, pasižymintis modifikuotu specifiškumu substratui ir aktyvumu.

30. Taikininės nukleino rūgšties amplifikavimo būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad apima:

(a) dvigrandininės taikininės nukleino rūgšties bent vienos grandinės viengrandininį skaidymą (nikavimą) daugelyje vietų panaudojant nikuojantį fermentą, sukurtą pagal 1 punktą tam, kad susidarytų mažiausiai du nauji 3’ terminaliniai galai;

(b) vieno ar daugiau iš mažiausiai dviejų naujų 3’ terminalinių galų pailginimą panaudojant DNR polimerazę;

(c) ekstensijos produkto, gauto (b) pakopoje, nikavimą; ir

(d) nikavimo produkto, gauto (c) pakopoje, pailginimą amplifikuojant bent dalį taikininės nukleino rūgšties grandinės.

31. Nikuojančio fermento variantų greito skryningo būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad DNR nikavimo reakcijoje naudojamos ląsteles-šeimininkės plius kultivavimo terpė drauge su superspiraline DNR kaip substratu.

