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1. Grandinei specifinių nikuojančių endonukleazių konstravimo būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad apima:
a) ląstelių-šeimininkių, stokojančių metilazinės apsaugos prieš restrikcijos endonukleazes, transformavimą plazmidžių biblioteka, turinčia atsitiktinai mutuotą geną, koduojantį restrikcijos endonukleazę, plazmides be to dar apimančias sekos vietą išorėje geno, kuris yra skaldomas arba nikuojamas geno ekspresuojama endonukleaze;
(b) auginimą (a) pakopos transformantų, išskyrimą iš jų plazmidžių ir atlikimą fakultatyvios atrankos in vitro, nustatant, kuri plazmidė yra nikuota in vivo;
(c) skaldymą (b) pakopos plazmidžių su iš anksto nustatyta grandinei specifine nikuojančia endonukleaze, turinčia skirtingą skėlimo vietą, negu atsitiktinai mutagenizuotos restrikcijos endonukleazės skėlimo vieta ir iš anksto paruoštus priešingoje grandinėje pirmą ir antrą lipnius galus plazmidėje;
(d) atsitiktinai mutagenizuoto endonukleazės geno lipnių galų naudojimą amplifikacijai plazmidėse ir po to klonavimą amplifikuoto geno ląstelėse-šeimininkėse arba selektyvaus markerio ligavimą į plazmidę tarp pirmo ir antro lipnių galų ir geno klonavimą selektyvioje terpėje; ir
(e) žinomo grandinės specifiškumo nikuojančios endonukleazės gavimą iš (d) pakopos DNR klono.
2. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad restrikcijos endonukleazės skėlimo vieta yra lokalizuota transkripcijos kryptimi už geno.
3. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (b) pakopa be to apima: transformantų surinkimą prieš išskiriant plazmides.
4. Būdas pagal 3 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (b) pakopa be to apima: surinktų transformantų praturtinimą genais, ekspresuojančiais nikuojančią endonukleazę.
5. Būdas pagal 4 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad praturtinimo punktas apima: plazmidinės DNR išskyrimą iš surinktų transformantų, plazmidžių analizavimą atskyrimo būdais, atskiriant nikuotą DNR nuo superspiralizuotos ir linijinės DNR, ir retransformavimą iš anksto modifikuotų E. coli ląstelių-šeimininkių nikuota plazmidine DNR.
6. Būdas pagal 5 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad atskyrimo priemonės yra parinktos iš gelio elektroforezės ir tankio centrifugavimo.
7. Būdas pagal 3, 4, ir 5 punktus,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad be to apima dviejų auginamų transformantų telkinių formavimą, kad vienas telkinys būtų testuojamas viršutinės grandinės skėlimo aktyvumui nustatyti, o kitas telkinys apatinės grandinės skėlimo aktyvumui nustatyti.
8. Būdas pagal 7 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (d) pakopa be to apima viengrandžio DNR adaptoriaus ligavimą su iš anksto nustatytu lipniu galu geno amplifikavimui.
9. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad antra iš anksto nustatyta skėlimo vieta yra fiksuota viršutinėje plazmidės grandinėje, apatinės grandinės trūkio vietos nustatymui.
10. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad antra iš anksto nustatyta skėlimo vieta yra fiksuota apatinėje plazmidės grandinėje, viršutinės grandinės trūkio vietos nustatymui.
11. Būdas pagal 9 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (c) pakopa be to apima viengrandžio adaptoriaus ligavimą su pirmu lipniu galu, kur pirmas lipnus galas yra gretimas genui.
12. 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 vieno ar daugiau nukleotidų deleciją, inserciją ar pakeitimą.
13. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad mutagenizuotas genas turi daugybę mutacijų.
14. 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.
15. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad mutagenizuotas genas turi deleciją nukleotidų srityje nuo 3 iki 600.
16. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad (a) pakopos ląstelės-šeimininkės paruošimas yra parinktas iš gramneigiamų arba gramteigiamų bakterijų.
17. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad be to apima: mutacijos identifikavimą nikuojančioje endonukleazėje, palyginus su laukinio tipo restrikcijos endonukleaze, iš kurios ji yra gauta ir ekvivalentinės mutacijos įvedimą kryptingos mutagenezės būdu į restrikcijos endonukleazės izošizomerą arba neošizomerą 
18. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad be to apima papildomos mutacijos įvedimą į (f) pakopos nikuojančią endonukleazę kryptingos mutagenezės būdu nikuojančio aktyvumo sustiprinimui arba dvigrandės DNR skėlimo minimizavimui, arba abiems variantams.
19. 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.
20. Būdas pagal 1 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad nikuojanti endonukleazė yra termostabili nikuojanti endonukleazė.
21. Grandinei specifinės DNR nikuojančios endonukleazės konstravimo būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad apima:
(a) ląstelių-šeimininkių trasformavimą plazmidėmis, turinčiomis atsitiktinai mutagenizuotą restrikcijos endonukleazės geną, ląstelės-šeimininkės stokoja apsauginio metilinimo;
(b) viengrandžio adaptoriaus ligavimą su sutelktomis plazmidėmis, išskirtomis iš išaugusių (a) pakopos transformantų, nustatymui kuri plazmidė koduoja viršutinę grandinę arba apatinę grandinę nikuojančius restrikcijos endonukleazės variantus;
(c) mutagenizuoto restrikcijos endonukleazės geno amplifikavimą ląstelių-šeimininkių transformacijai;
(d) nustatymą kurios ląstelės-šeimininkės turi nikuojantį aktyvumą ir jų nikuojantį fenotipą; ir
(e) sukonstruotų nikuojančių endonukleazių gavimą.
22. Būdas pagal 1 arba 21 punktą,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad restrikcijos endonukleazė yra SapI.
23. Nikuojanti endonukleazė apimanti Nt.SapI.
24. Nikuojanti endonukleazė apimanti Nb.SapI.
25. Nikuojanti endonukleazė pagaminta pagal 1 punktą.
26. Vieno arba daugiau vietos specifinių trūkių įvedimo į iš anksto parinktas DNR duplekso grandines būdas,  b e s i s k i r i a n t i s  tuo, kad būdas apima: DNR duplekso hidrolizę nikuojančia endonukleaze, pagaminta pagal 1 punktą palankiomis nikuojančiam aktyvumui sąlygomis.









