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DESCRIPCION

Composicién para escisién de un ADN objetivo que comprende un ARN guia especifico para el ADN objetivo y
el acido nucleico que codifica la proteina Cas o la proteina Cas, y su uso

Campo técnico

La presente invencion se refiere a la edicién dirigida del genoma en células u organismos eucariotas. Méas
particularmente, la presente invencién se refiere a una composicidén para escindir un ADN objetivo en células u
organismos eucariotas que comprende un ARN guia especifico para el ADN objetivo y un acido nucleico que
codifica la proteina Cas o la proteina Cas, y su uso.

Antecedentes

Las CRISPR (repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) son loci que
contienen multiples repeticiones directas cortas que se encuentran en los genomas de aproximadamente el 40
% de las bacterias secuenciadas y el 90 % de las arqueas secuenciadas. CRISPR funciona como un sistema
inmune procariota, ya que confiere resistencia a elementos genéticos exégenos como plasmidos y fagos. El
sistema CRISPR proporciona una forma de inmunidad adquirida. Los segmentos cortos de ADN extrafio,
llamados espaciadores, se incorporan al genoma entre las repeticiones CRISPR y sirven como memoria de
exposiciones pasadas. Los espaciadores CRISPR se utilizan luego para reconocer y silenciar elementos
genéticos exdgenos de una manera analoga al ARNi en organismos eucariotas.

Cas9, un componente proteico esencial en el sistema CRISPR/Cas tipo Il, forma una endonucleasa activa
cuando se combina con dos ARN denominados ARN CRISPR (ARNcr) y ARNcr transactivador (ARNcrtra),
cortando asi elementos genéticos extrafios en fagos o plasmidos invasores para proteger las células huésped.
El ARNcr se transcribe a partir del elemento CRISPR en el genoma huésped, que fue capturado previamente
de dichos invasores extrafios. Recientemente, Jinek et al. (1) demostraron que un ARN quimérico de cadena
sencilla producido mediante la fusién de una porcidén esencial de ARNcr y ARNcrtra podria reemplazar los dos
ARN en el complejo Cas9/ARN para formar una endonucleasa funcional. Cho et al. (14) y Jinek et al. (15)
divulgan una composicién que comprende la proteina Cas9 y un ARN quimérico de cadena sencilla en una
proporcién molar de 1:1. Wang et al. (16) divulgan una composicién que comprende ARNm de Cas9 y un ARN
quimérico de cadena sencilla en donde el ARN quimérico esté presente en un exceso molar.

Los sistemas CRISPR/Cas ofrecen una ventaja sobre las proteinas de unién al ADN efectoras tipo activador
de transcripcién y de dedo de zinc, ya que la especificidad del sitio en las proteinas CRISPR-Cas de unién de
nucleétidos estéd gobernada por una molécula de ARN en lugar de la proteina de unién al ADN, que puede ser
méas dificil de disefiar y sintetizar.

Sin embargo, hasta ahora, no se ha desarrollado completamente un método de edicién del genoma que utilice
la endonucleasa guiada por ARN (RGEN) basada en el sistema CRISPR/Cas.

Mientras tanto, el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP) es uno de los métodos de
genotipificacién mas antiguos, mas convenientes y menos costosos que todavia se utiliza ampliamente en
biologia molecular y genética, pero a menudo esta limitado por la falta de sitios apropiados reconocidos por las
endonucleasas de restriccion.

Las mutaciones inducidas por nucleasas disefiadas se detectan mediante varios métodos, que incluyen
ensayos de endonucleasa | T7 sensible a desajustes (T7E1) o de nucleasa Surveyor, RFLP, electroforesis
capilar de productos de PCR fluorescentes, secuenciacién didesoxi y secuenciacion profunda. Los ensayos
T7E1 y Surveyor son ampliamente utilizados, pero son engorrosos. Ademas, estas enzimas tienden a
subestimar las frecuencias de mutacién porque las secuencias mutantes pueden formar homoduplex entre siy
no pueden distinguir los clones mutantes bialélicos homocigotos de las células de tipo silvestre. EI RFLP esta
libre de estas limitaciones y, por lo tanto, es un método de eleccién. De hecho, RFLP fue uno de los primeros
métodos para detectar mutaciones mediadas por nucleasas disefiadas en células y animales.
Desafortunadamente, sin embargo, el RFLP estd limitado por la disponibilidad de sitios de restriccién
apropiados. Es posible que no haya sitios de restriccién disponibles en el sitio objetivo de interés.

Divulgacién de la invencién
Problema técnico

Hasta el momento, no se ha establecido un método de edicién genémica y genotipificacién que utilice la
endonucleasa guiada por ARN (RGEN) basada en el sistema CRISPR/Cas.

En estas circunstancias, los presentes inventores han realizado muchos esfuerzos para desarrollar un método
de edicién del genoma basado en el sistema CRISPR/Cas y finalmente han establecido una endonucleasa
guiada por ARN programable que escinde el ADN de forma dirigida en células y organismos eucariotas.
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Solucién al problema

La presente invencidén proporciona en un primer aspecto una composicién que comprende un ARN guia de
cadena sencilla (ARNgcs) y una proteina Cas9 de Estreptococo pyogenes, en donde el ARNgcs y la proteina
Cas9 estan presentes en una proporcién molar que varia entre 29: 14.0a29: 1.4.

La presente invencién proporciona en un segundo aspecto un uso in vitro o ex vivo de la composiciéon de
acuerdo con el primer aspecto para transfectar una célula humana para la edicién del genoma en dicha célula
humana.

La presente invencién proporciona en un tercer aspecto un método in vitro o ex vivo para inducir una
mutagénesis dirigida en el genoma de una célula humana, comprendiendo el método las etapas de
proporcionar una composicién de acuerdo con el primer aspecto y transfectar dicha célula humana con dicha
composicién.

La presente invencién proporciona en un cuarto aspecto un método in vitro o ex vivo de preparacién de una
célula humana que comprende la etapa de cotransfectar la célula con una proteina Cas9 de Streptococcus
pyogenes y un ARNgcs utilizando la composicién de acuerdo con el primer aspecto.

Efectos ventajosos de la invencion

La presente composicién y el método para inducir mutagénesis dirigida proporcionan nuevas herramientas
convenientes de edicibn del genoma. Ademas, debido a que las endonucleasas guiadas por ARN
personalizadas (RGEN) pueden disefiarse para apuntar a cualquier secuencia de ADN, casi cualquier
polimorfismo de un solo nucleétido o pequefia insercién/eliminacién (indel) puede analizarse a través de RFLP
mediado por RGEN, por lo tanto, la composicién y el método de la presente invencién pueden usarse en la
deteccién y escisién de variaciones y mutaciones que ocurren naturalmente.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra la escisién del ADN plasmidico catalizada por Cas9 in vitro. (a) Representacién
esquemética del ADN objetivo y secuencias de ARN quimérico. Los triangulos rojos indican sitios de escisién.
La secuencia PAM reconocida por Cas9 se muestra en negrita. Las secuencias del ARN guia derivadas de
ARNcr y ARNcrtra se muestran en recuadro y subrayadas, respectivamente. (b) Escisién in vitro del ADN
plasmidico por Cas9. Se incub6 un plasmido circular intacto o un plasmido digerido con ApaLl con Cas9 y ARN
guia.

La Figura 2 muestra la mutagénesis inducida por Cas9 en un sitio objetivo episomal. (a) Descripcién
esquematica de ensayos basados en células que utilizan un reportero RFP-GFP. GFP no se expresa desde
este reportero porque la secuencia GFP est4 fusionada a la secuencia de RFP fuera de marco. La proteina de
fusidn RFP-GFP se expresa solo cuando el sitio objetivo entre las dos secuencias es escindido por una
nucleasa especifica del sitio. (b) Citometria de flujo de células transfectadas con Cas9. Se indica el porcentaje
de células que expresan la proteina de fusién RFP-GFP.

La Figura 3 muestra mutaciones inducidas por RGEN en sitios cromosdmicos enddgenos. (a) Locus CCRS. (b)
Locus C4BPB. (Arriba) Se utilizd el ensayo T7E1 para detectar mutaciones inducidas por RGEN. Las flechas
indican la posicién esperada de las bandas de ADN escindidas por T7E1. Las frecuencias de mutacién (Indels
(%)) se calcularon midiendo las intensidades de las bandas. (Abajo) Secuencias de ADN de los clones de tipo
silvestre (WT) y mutantes CCR5 y C4BPB. La regién de la secuencia objetivo complementaria al ARN guia se
muestra en recuadros. La secuencia PAM se muestra en negrita. Los tridngulos indican el sitio de escisién. Las
bases correspondientes a microhomologias estan subrayadas. La columna de la derecha indica el nimero de
bases insertadas o eliminadas.

La Figura 4 muestra que las mutaciones fuera del objetivo inducidas por RGEN son indetectables. (a)
Secuencias dentro del objetivo y posibles secuencias fuera del objetivo. Se realizé una busqueda in silico en el
genoma humano para encontrar posibles sitios fuera del objetivo. Se identificaron cuatro sitios, cada uno de
los cuales presenta desajustes de 3 bases con el sitio CCR5 dentro del objetivo. Las bases que no coinciden
estan subrayadas. (b) Se utilizd el ensayo T7E1 para investigar si estos sitios estaban mutados en células
transfectadas con el complejo Cas9/ARN. No se detectaron mutaciones en estos sitios. N/A (no aplicable), un
sitio intergénico. (c) Cas9 no indujo eliminaciones cromosémicas asociadas fuera del objetivo. EI RGEN y ZFN
especificos de CCR5 se expresaron en células humanas. Se utiliz6 PCR para detectar la induccién de
eliminaciones cromosémicas de 15 kb en estas células.

La Figura 5 muestra el direccionamiento del gen Foxn1 inducido por RGEN en ratones. (a) Un diagrama
esquematico que representa un ARNgcs especifico del exén 2 del gen Foxn1 del ratén. El PAM en el ex6n 2
se muestra en rojo y la secuencia en el ARNgcs que es complementaria al exén 2 estd subrayada. Los
triangulos indican sitios de escisidén. (b) Ensayos representativos de T7E1 que demuestran la eficiencia de
direccionamiento génico del ARNm de Cas9 mas el ARNgcs especifico de Foxn1 que se administraron
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mediante inyeccién intracitoplasmatica en embriones de ratén en etapa unicelular. Los ndmeros indican ratones
fundadores independientes generados a partir de la dosis més alta. Las flechas indican bandas escindidas por
T7E1. (c) Secuencias de ADN de alelos mutantes observados en tres fundadores mutantes de Foxn1
identificados en b. El nimero de ocurrencias se muestra entre paréntesis. (d) Genotipificacién por PCR de las
progenies F1 derivadas del cruce del fundador Foxn1 #108 y el FVB/NTac de tipo silvestre. Nétese la
segregacién de los alelos mutantes encontrados en el fundador Foxn1 #108 en las progenies.

La Figura 6 muestra el direccionamiento del gen Foxn1 en embriones de ratébn mediante inyeccién
intracitoplasmética de ARNm de Cas9 y ARNgcs de Foxn1. (a) Un resultado representativo de un ensayo T7E1
que monitorea la tasa de mutacidén después de inyectar la dosis més alta. Las flechas indican bandas escindidas
por T7E1. (b) Un resumen de los resultados del ensayo T7E1. Se indican fracciones mutantes entre embriones
cultivados in vitro obtenidos tras inyeccién intracitoplasmatica de las dosis indicadas de RGEN. (c¢) Secuencias
de ADN de alelos mutantes de Foxn1 identificados a partir de un subconjunto de embriones mutantes positivos
para T7E1. La secuencia objetivo del alelo de tipo silvestre se indica en el recuadro.

La Figura 7 muestra el direccionamiento del gen Foxn1 en embriones de ratdén utilizando la proteina Cas9
recombinante: Complejo Foxn1-ARNgcs. (a) y (b) son resultados representativos de ensayos T7E1 y sus
resimenes. Se cultivaron embriones in vitro después de haber sido sometidos a inyeccién pronuclear (a) o
intracitoplasmética (b). Los numeros en rojo indican ratones fundadores mutantes positivos para T7E1. (¢)
Secuencias de ADN de alelos mutantes de Foxn1 identificados a partir de embriones cultivados in vitro que se
obtuvieron mediante la inyeccidn en el pronlcleo de la proteina Cas9 recombinante: Complejo Foxn1-ARNgcs
en la dosis mas alta. La secuencia objetivo del alelo de tipo silvestre se indica en el recuadro.

La Figura 8 muestra la transmisién de la linea germinal de los alelos mutantes encontrados en el fundador
mutante Foxn1 #12. (a) Anélisis por fPCR, (b) genotipificaciéon por PCR del FVB/NTac de tipo silvestre, el ratén
fundador y sus progenies F1.

La Figura 9 muestra los genotipos de embriones generados al cruzar los fundadores mutantes Prkdc.
Fundadores mutantes de Prkdc <25 y 15 se cruzaron y se aislaron embriones E13.5. (a) Analisis por fPCR del
tipo silvestre, fundador <25, y fundador ¥15. Téngase en cuenta que, debido a las limitaciones técnicas del
analisis por fPCR, estos resultados mostraron pequefias diferencias con respecto a las secuencias precisas de
los alelos mutantes; por ejemplo, a partir del analisis de secuencia, se identificaron A269/A61/\WT y
AS+1/+7/+12/WT en los fundadores <25 y 515, respectivamente. (b) Genotipos de los embriones generados.

La Figura 10 muestra la mutacién dirigida inducida por el complejo proteina Cas9/ARNgcs.
La Figura 11 muestra mutaciones inducidas por la proteina Cas9 recombinante en protoplastos de Arabidopsis.

La Figura 12 muestra secuencias mutantes inducidas por la proteina Cas9 recombinante en el gen BRI1 de
Arabidopsis.

La Figura 13 muestra el ensayo T7E1 que muestra la disrupcién endégena del gen CCR5 en células 293
mediante el tratamiento del complejo Cas9-mal-9R4L y ARNgcs/COR4LC.

La Figura 14 (a, b) muestra las frecuencias de mutacién en sitios dentro y fuera del objetivo de RGEN
informadas en Fu et al. (2013). Ensayos T7E1 que analizan ADN gendmico de células K562 (R) transfectadas
en serie con 20 ug de plasmido codificante de Cas9y con 60 pg y 120 pg de ARNcer y ARNcrtra GX19 transcritos
in vitro, respectivamente (1 x 10° células), o (D) cotransfectadas con 1 g de plasmido codificante de Cas9 y 1
g de plasmido de expresion de ARNges GXqg (2 x 10° células).

La Figura 15 (a, b) muestra la comparacién de la estructura del ARN guia. Frecuencias de mutacién de las
RGEN reportadas en Fu et al. (2013) se midieron en sitios dentro y fuera del objetivo utilizando el ensayo T7E1.
Las células K562 se cotransfectaron con el plasmido que codifica Cas9 y el plasmido que codifica el ARNgcs
GX19 0 el ARNges GGX20. Los sitios fuera del objetivo (OT1-3, etc.) estdn marcados como en Fu et al. (2013).

La Figura 16 muestra la escisién de ADN in vitro por nickasas Cas9. (a) Descripcién esquemética de la nucleasa
Cas9y la nickasa Cas9 emparejada. Las secuencias PAM vy los sitios de escision se muestran en el recuadro.
(b) Sitios objetivo en el locus AAVS1 humano. La posicién de cada sitio objetivo se muestra en un triangulo. (c)
Descripcién esquematica de las reacciones de escisién del ADN. Los colorantes FAM (mostrados en el
recuadro) se unieron a ambos extremos 5' del sustrato de ADN. (d) DSB y SSB analizados mediante
electroforesis capilar fluorescente. Los sustratos de ADN marcados con fluorescencia se incubaron con
nucleasas o nickasas Cas9 antes de la electroforesis.

La Figura 17 muestra la comparacién del comportamiento de la nucleasa y la nickasa Cas9. (a) Frecuencias
de mutacién en el objetivo asociadas con nucleasas Cas9 (WT), nickasas (D10A) y nickasas emparejadas. Se
indican las nickasas emparejadas que producirian salientes de 5' o 3'. (b) Andlisis de los efectos fuera del
objetivo de las nucleasas Cas9 y las nickasas emparejadas. Se analizaron un total de siete sitios potenciales
fuera del objetivo para tres ARNgcs.
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La Figura 18 muestra nickasas Cas9 emparejadas probadas en otros loci humanos enddgenos. (a,c) Los sitios
objetivo del ARNgcs en los loci humanos CCRS y BRCA2. Las secuencias PAM estan indicadas en rojo. (b,d)
Las actividades de edicién del genoma en cada sitio objetivo se detectaron mediante el ensayo T7E1. La
reparacién de dos mellas que producirian salientes de 5' condujo a la formacién de indeles con mucha més
frecuencia que aquellos que producian salientes de 3'.

La Figura 19 muestra que las nickasas Cas9 emparejadas median la recombinacién homdloga. (a) Estrategia
para detectar la recombinacién homéloga. EI ADN donante incluia un sitio de enzima de restriccién Xbal entre
dos brazos de homologia, mientras que el sitio objetivo enddgeno carecia de este sitio. Se utilizé un ensayo de
PCR para detectar secuencias que habian sufrido recombinacién homdéloga. Para evitar la amplificacion del
ADN donante contaminante, se utilizaron cebadores especificos del ADN gendmico. (b) Eficiencia de la
recombinacién homoéloga. Sélo los amplicones de una regién en la que se habia producido una recombinacién
homéloga se pudieron digerir con Xbal, las intensidades de las bandas de escisidén se utilizaron para medir la
eficacia de este método.

La Figura 20 muestra el empalme de ADN inducido por nickasas Cas9 emparejadas. (a) Los sitios objetivo de
las nickasas emparejadas en el locus AAVS1 humano. Se muestran las distancias entre el sitio AS2 y cada uno
de los otros sitios. Las flechas indican cebadores de PCR. (b) Eliminaciones genémicas detectadas mediante
PCR. Los asteriscos indican productos de PCR especificos de eliminacién. (c¢) Secuencias de ADN de
productos de PCR especificos de eliminacidén obtenidos utilizando ARNgcs AS2 y L1. Las secuencias PAM del
sitio objetivo se muestran en un recuadro y las secuencias coincidentes con ARNgcs se muestran en letras
mayuUsculas. Las secuencias coincidentes con ARNgcs intactas estan subrayadas. (d) Un modelo esquemético
de eliminaciones cromosémicas emparejadas mediadas por la nickasa Cas9. Las cadenas de ADN recién
sintetizadas se muestran en el recuadro.

La Figura 21 muestra que las nickasas Cas9 emparejadas no inducen translocaciones. (a) Representacién
esquematica de las translocaciones cromosdmicas entre los sitios objetivo y los sitios fuera del objetivo. (b)
Amplificacién por PCR para detectar translocaciones cromosémicas. (c) Translocaciones inducidas por las
nucleasas Cas9, pero no por el par nickasa.

La Figura 22 muestra un diagrama conceptual de los ensayos T7E1 y RFLP. (a) Comparacidn de las reacciones
de escision del ensayo en cuatro posibles escenarios después del tratamiento con nucleasa disefiada en una
célula diploide: (A) tipo silvestre, (B) una mutacién monoalélica, (C) diferentes mutaciones bialélicas (hetero) y
(D) mutaciones bialélicas idénticas (homo). Las lineas negras representan productos de PCR derivados de
cada alelo; los cuadros discontinuos y punteados indican mutaciones de insercién/eliminacién generadas por
NHEJ. (b) Resultados esperados de la digestién de T7E1 y RGEN resueltos por electroforesis.

La Figura 23 muestra un ensayo de escisién in vifro de un plasmido linealizado que contiene las indeles que
contienen el sitio objetivo C4BPB. Secuencias de ADN de sustratos de plasmidos individuales (panel superior).
La secuencia PAM esta subrayada. Las bases insertadas se muestran en el recuadro. Las flechas (panel
inferior) indican las posiciones esperadas de las bandas de ADN escindidas por la RGEN especifica del tipo
silvestre después de la electroforesis.

La Figura 24 muestra la genotipificacion de mutaciones inducidas por nucleasas disefiadas en células a través
de RFLP mediada por RGEN. (a) Genotipo de los clones de células K562 mutantes CABPB. (b) Comparacién
del ensayo T7E1 sensible al desajuste con el anélisis RFLP mediado por RGEN. Las flechas negras indican el
producto de escisién por tratamiento con la enzima T7E1 o RGEN.

La Figura 25 muestra la genotipificacion de mutaciones inducidas por RGEN mediante la técnica RGEN-RFLP.
(a) Andlisis de clones alterados con C4BPB mediante ensayos RGEN-RFLP y T7E1. Las flechas indican las
posiciones esperadas de las bandas de ADN escindidas por RGEN o T7E1. (b) Comparacién cuantitativa del
analisis de RGEN-RFLP con los ensayos T7E1. Se mezclaron muestras de ADN gendmico de células K562 de
tipo silvestre y alteradas con C4BPB en diversas proporciones y se sometieron a amplificacién por PCR. (c)
Genotipificacién de mutaciones inducidas por RGEN en el gen HLA-B en células HelLa con anélisis RFLP y
T7E1.

La Figura 26 muestra la genotipificacién de mutaciones inducidas por nucleasas disefiadas en organismos a
través de RFLP mediada por RGEN. (a) Genotipo de los ratones fundadores mutantes Pibf1. (b) Comparacion
del ensayo T7E1 sensible al desajuste con el anélisis RFLP mediado por RGEN. Las flechas negras indican el
producto de escisién por tratamiento con la enzima T7E1 o RGEN.

La Figura 27 muestra la genotipificacién mediada por RGEN de mutaciones inducidas por ZFN. El sitio objetivo
de ZFN se muestra en el recuadro. Las flechas negras indican bandas de ADN escindidas por T7E1.

La Figura 28 muestra sitios polimérficos en una regién del gen HLA-B humano. La secuencia, que rodea el sitio
objetivo de RGEN, es la de un amplicén de PCR de células HelLa. Las posiciones polimérficas se muestran en
el recuadro. El sitio objetivo de RGEN y la secuencia PAM se muestran en recuadros discontinuos y en negrita,
respectivamente. Las secuencias de cebadores estan subrayadas.
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La Figura 29 muestra la genotipificacién de mutaciones oncogénicas mediante analisis de RGEN-RFLP. (a) Los
RGEN detectaron una mutacién recurrente (eliminacién ¢.133-135 de TCT) en el gen CTNNB 1 humano en
células HCT116. Se utilizaron células HeLa como control negativo. (b) Genotipificacién de la mutaciéon de
sustitucion KRAS (c.34 G > A) en la linea de células cancerosas A549 con RGEN que contienen ARN guia no
coincidente. Los nucledtidos no coincidentes se muestran en el recuadro. Se utilizaron células HeLa como
control negativo. Las flechas indican bandas de ADN escindidas por RGEN. Se muestran secuencias de ADN
confirmadas mediante secuenciacién de Sanger.

La Figura 30 muestra la genotipificacion del alelo CCRS delta32 en células HEK293T mediante analisis de
RGEN-RFLP. (a) Ensayos RGEN-RFLP de lineas celulares. Se utilizaron células K562, SKBR3 y HeLa como
controles de tipo silvestre. Las flechas indican bandas de ADN escindidas por RGEN. (b) Secuencia de ADN
de los alelos CCRS5 de tipo silvestre y delta32. Ambos sitios dentro y fuera del objetivo de las RGEN utilizados
en el analisis RFLP estan subrayados. En el recuadro se muestra un desajuste de un solo nucleétido entre los
dos sitios. La secuencia PAM esté subrayada. (c) Escisién in vitro de plasmidos que albergan alelos CCR5 WT
o del32 utilizando la RGEN especifica de tipo silvestre. (d) Confirmacién de la presencia de un sitio fuera del
objetivo de la RGEN especifica de CCR5-delta32 en el locus CCR5. Ensayos de escisién in vitro de plasmidos
que albergan secuencias dentro o fuera del objetivo utilizando diversas cantidades de la RGEN especifica de
del32.

La Figura 31 muestra la genotipificacién de una mutacién puntual KRAS (¢.34 G > A). (a) Anélisis RGEN-RFLP
de la mutaciéon KRAS (¢.34 G > A) en lineas de células cancerosas. Los productos de PCR de células HelLa
(utilizadas como control de tipo silvestre) o células A549, que son homocigotas para la mutacién puntual, se
digirieron con RGEN con ARNcr perfectamente coincidente especifico para la secuencia de tipo silvestre o la
secuencia mutante. Los genotipos KRAS en estas células se confirmaron mediante secuenciacién de Sanger.
(b) Los plasmidos que albergaban secuencias KRAS de tipo silvestre o mutantes se digirieron utilizando RGEN
con ARNcr perfectamente coincidentes o atenuados con una base no coincidente. Los ARNcr atenuados que
fueron seleccionados para la genotipificacién estan marcados en el recuadro encima de los geles.

La Figura 32 muestra la genotipificacién de una mutacién puntual PIK3CA (¢.3140 A > G). (a) Anélisis RGEN-
RFLP de la mutacién PIK3CA (¢.3140 A> G) en lineas de células cancerosas. Los productos de PCR de células
HelLa (utilizadas como control de tipo silvestre) o células HCT116 que son heterocigotas para la mutacién
puntual se digirieron con RGEN con ARNcr perfectamente coincidente especifico para la secuencia de tipo
silvestre o la secuencia mutante. Los genotipos de PIK3CA en estas células se confirmaron mediante
secuenciacién de Sanger. (b) Los plasmidos que albergaban las secuencias PIK3CA de tipo silvestre o
mutantes se digirieron utilizando RGEN con ARNcr perfectamente coincidentes o atenuados, con una base no
coincidente. Los ARNcr atenuados que fueron seleccionados para la genotipificacién estan marcados en el
recuadro encima de los geles.

La Figura 33 muestra la genotipificacion de mutaciones puntuales recurrentes en lineas de células cancerosas.
(a) Ensayos RGEN-RFLP de mutaciones puntuales oncogénicas recurrentes en los genes IDH (¢.394c¢ > T),
(b) PIK3CA (c.3140A > G), (c) NRAS (c.181C > A), (d) y BRAF (c.1799T > A). Se muestran los genotipos de
cada linea celular confirmados mediante secuenciacién de Sanger. Los nucledtidos no coincidentes se
muestran en el recuadro. Las flechas negras indican bandas de ADN escindidas por RGEN.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién

De acuerdo con un aspecto de la invencion, la presente invencién proporciona una composicién que comprende
un ARN guia de cadena sencilla y una proteina Cas9 de Estreptococo pyogenes, en donde el ARNgcs y la
proteina Cas9 estan presentes en una proporcién molar que varia entre 29: 14.0 a 29 : 1.4. Ademas, la presente
invencidn proporciona un uso in vitro o ex vivo de la composicién para transfectar una célula humana para la
edicién del genoma en dicha célula humana.

En la presente invencién, la composicion también se denomina composicién de endonucleasa guiada por ARN
(RGEN).

Las ZFN y las TALEN permiten la mutagénesis dirigida en células de mamiferos, organismos modelo, plantas
y ganado, pero las frecuencias de mutacién obtenidas con nucleasas individuales son muy diferentes entre si.
Ademas, algunas ZFN y TALEN no muestran ninguna actividad de edicién del genoma. La metilacién del ADN
puede limitar la unién de estas nucleasas disefladas a los sitios objetivo. Ademés, fabricar nucleasas
personalizadas es un desafio técnico y requiere mucho tiempo.

Los presentes inventores han desarrollado una nueva composicién de endonucleasa guiada por ARN basada
en la proteina Cas para superar las desventajas de las ZFN y las TALEN.

Antes de la presente invencién, se conocia una actividad endonucleasa de las proteinas Cas. Sin embargo, no
se sabia si la actividad endonucleasa de la proteina Cas funcionaria en una célula eucariota debido a la
complejidad del genoma eucariota. Ademas, hasta ahora, no se ha desarrollado una composicién que
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comprenda proteina Cas o acido nucleico que codifica proteina Cas y un ARN guia especifico para el ADN
objetivo para escindir un ADN objetivo en células u organismos eucariotas.

En comparacion con las ZFN y las TALEN, la composicién actual de RGEN basada en la proteina Cas se puede
personalizar mas facilmente porque solo se reemplaza el componente de ARN guia sintético para crear una
nueva nucleasa de edicién del genoma. No se requieren etapas de subclonacién para crear endonucleasas
guiadas por ARN personalizadas. Ademas, el tamafio relativamente pequefio del gen Cas (por ejemplo, 4.2 kpb
para Cas9) en comparacién con un par de genes TALEN (~6 kpb) proporciona una ventaja para esta
composiciébn de endonucleasa guiada por ARN en algunas aplicaciones como la administracién de genes
mediada por virus. Ademas, esta endonucleasa guiada por ARN no tiene efectos fuera del objetivo y, por lo
tanto, no induce mutaciones, eliminaciones, inversiones ni duplicaciones no deseadas. Estas caracteristicas
hacen que la actual composicién de endonucleasas guiadas por ARN sea una herramienta escalable, versatil
y conveniente para la ingenieria genémica en células y organismos eucariotas. Ademas, RGEN puede
disefiarse para apuntar a cualquier secuencia de ADN, y casi cualquier polimorfismo de un solo nucleétido o
pequefia insercion/eliminacién (indel) puede analizarse mediante RFLP mediado por RGEN. La especificidad
de las RGEN esta determinada por el componente de ARN que se hibrida con una secuencia de ADN objetivo
de hasta 20 pares de bases (pb) de longitud y por la proteina Cas9 que reconoce el motivo adyacente al
protoespaciador (PAM). Los RGEN se reprograman facilmente reemplazando el componente de ARN. Por lo
tanto, las RGEN proporcionan una plataforma para utilizar un anélisis RFLP simple y robusto para diversas
variaciones de secuencia.

EIADN objetivo puede ser un ADN endbgeno o ADN artificial, preferiblemente ADN endégeno.

Como se utiliza en este documento, el término "proteina Cas" se refiere a un componente proteico esencial en
el sistema CRISPR/Cas, forma una endonucleasa o nickasa activa cuando se combina con dos ARN
denominados ARN CRISPR (ARNcr) y ARNcr transactivador (ARNcrtra).

La informacién sobre el gen y la proteina de Cas esté disponible en el GenBank del Centro Nacional de
Informacién Biotecnolégica (NCBI), sin limitacion.

Los genes asociados a CRISPR (cas) que codifican proteinas Cas a menudo se asocian con matrices de
espaciadores de repeticion CRISPR. Se han descrito mas de cuarenta familias diferentes de proteinas Cas. De
estas familias de proteinas, Cas1 parece ser omnipresente entre los diferentes sistemas CRISPR/Cas. Hay
tres tipos de sistemas CRISPR-Cas. Entre ellos, el sistema CRISPR/Cas tipo |, que involucra la proteina Cas9
y ARNcr y ARNcrtra, es representativo y es bien conocido. Se han utilizado combinaciones particulares de
genes cas y estructuras repetidas para definir 8 subtipos de CRISPR (Ecoli, Ypest, Nmeni, Dvulg, Theap, Hmari,
Apern y Mtube).

La proteina Cas puede estar vinculada a un dominio de transduccién de proteinas. El dominio de transduccién
de proteinas puede ser poliarginina o una proteina TAT derivada del VIH, pero no se limita a eso.

La proteina Cas puede ser cualquier proteina Cas siempre que tenga actividad de endonucleasa o nickasa
cuando forme complejo con un ARN guia.

Una variante de la proteina Cas9 puede ser una forma mutante de Cas9 en la que el residuo de aspartato
catalitico se cambia por cualquier otro aminoacido. Preferiblemente, el otro aminoacido puede ser una alanina,
pero no se limita a ello.

La proteina Cas derivada de Streptococcus pyogenes puede reconocer el trinucleétido NGG. La proteina Cas
puede comprender una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 109, pero no se limita a ello.

El término "recombinante”, cuando se utiliza con referencia, por ejemplo, a una célula, un acido nucleico, una
proteina o un vector, indica que la célula, el &cido nucleico, la proteina o el vector han sido modificados mediante
la introduccién de un acido nucleico o una proteina heterélogos o la alteracién de un &cido nucleico o una
proteina nativos, o que la célula se deriva de una célula asi modificada. Asi, por ejemplo, se puede generar una
proteina Cas recombinante reconstituyendo la secuencia codificante de la proteina Cas utilizando la tabla de
codones humana.

El 4cido nucleico que codifica la proteina Cas puede ser una forma de vector, como un plasmido que comprende
una secuencia que codifica Cas bajo un promotor como CMV o CAG. Cuando la proteina Cas es Cas9, la
secuencia codificante de Cas9 se deriva de Streptococcus pyogenes. Por ejemplo, el &cido nucleico que
codifica Cas9 puede comprender la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID. NO: 1. Ademés, el 4cido nucleico
que codifica Cas9 puede comprender la secuencia de nucleétidos que tiene una homologia de al menos el 50
% con la secuencia de la SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos 60, 70, 80, 90, 95, 97, 98 0 99 % con la SEQ
ID NO: 1, pero no se limita a esto. El 4cido nucleico que codifica Cas9 puede comprender la secuencia de
nucleétidos de las SEQ ID NOs: 108, 110, 106 o 107.
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Tal como se utiliza en este documento, el término "ARN guia" se refiere a un ARN que es especifico para el
ADN objetivo y puede formar un complejo con la proteina Cas y llevar la proteina Cas al ADN objetivo.

Un ARN guia puede constar de dos ARN, es decir, ARN CRISPR (ARNcr) y ARNcr transactivador (ARNcrtra)
o ser un ARN de cadena sencilla (ARNgcs) producido por la fusién de una porcién esencial de ARNcr y
ARNcrtra. De acuerdo con la invencién se utiliza un ARN guia de cadena sencilla.

Un ARN guia puede ser un ARNdual que comprende un ARNcr y un ARNcrtra.
EI ARNcr puede hibridar con un ADN objetivo.

El RGEN puede constar de proteina Cas y ARNgcs (fusién de una porcidén esencial de ARNcrtra invariable y
ARNCcr especifico del objetivo), y puede reprogramarse facilmente reemplazando ARNcr.

EIARN guia comprende ademas uno o més nucleétidos adicionales en el extremo 5' del ARN guia de cadena
sencilla o del ARNcr del ARNdual.

Preferiblemente, el ARN guia comprende ademés 2 nucleétidos de guanina adicionales en el extremo 5' del
ARN guia de cadena sencilla o del ARNcr del ARNdual.

Un ARN guia puede transferirse a una célula o a un organismo en forma de ARN o ADN que codifica el ARN
guia. Un ARN guia puede estar en forma de ARN aislado, ARN incorporado en un vector viral o estar codificado
en un vector. Preferiblemente, el vector puede ser un vector viral, un vector plasmidico o un vector de
agrobacteria, pero no se limita a ellos.

Un ADN que codifica el ARN guia puede ser un vector que comprende una secuencia que codifica el ARN guia.
Por ejemplo, el ARN guia se puede transferir a una célula u organismo transfectando la célula u organismo con
el ARN guia aislado o el ADN plasmidico que comprende una secuencia que codifica el ARN guia y un promotor.

Alternativamente, el ARN guia puede transferirse a una célula u organismo mediante la administraciéon de genes
mediada por virus.

Cuando el ARN guia se transfecta en forma de ARN aislado en una célula u organismo, el ARN guia puede
prepararse mediante transcripcién in vitro utilizando cualquier sistema de transcripcién in vitro conocido en la
técnica. EI ARN guia se transfiere preferiblemente a una célula en forma de ARN aislado en lugar de en forma
de plasmido que comprende una secuencia codificante para un ARN guia. Tal como se utiliza en este
documento, el término "ARN aislado" puede ser intercambiable con "ARN desnudo". Esto supone un ahorro de
costes y de tiempo porque no requiere ninguna etapa de clonacion.

La presente composicién de RGEN que comprende la proteina Cas9 y un ARN guia de cadena sencilla puede
escindir especificamente un ADN objetivo debido a una especificidad del ARN guia para un objetivo y una
actividad de endonucleasa o nickasa de la proteina Cas.

Tal como se utiliza en este documento, el término "escisién" se refiere a la rotura de la cadena principal
covalente de una molécula de nucleétido.

En la presente invencidn, se puede preparar un ARN guia para que sea especifico para cualquier objetivo que
se vaya a escindir. Por lo tanto, la presente composicién de RGEN puede escindir cualquier ADN objetivo
mediante la manipulacién o genotipado de la porcién especifica del objetivo del ARN guia.

EIARN guia y la proteina Cas pueden funcionar como un par. Tal como se utiliza en este documento, el término
"nickasa Cas emparejada" puede referirse al ARN guia y a la proteina Cas que funcionan como un par. El par
esta compuesto por dos ARN guia. EIARN guia y la proteina Cas pueden funcionar como un par e inducir dos
mellas en diferentes cadenas de ADN. Las dos mellas pueden estar separadas por al menos 100 pb, pero no
estén limitadas a eso.

En el ejemplo, los presentes inventores confirmaron que las nickasas Cas emparejadas permiten una
mutagénesis dirigida y grandes eliminaciones de segmentos cromosdmicos de hasta 1 kpb en células humanas.
Es importante destacar que las nickasas emparejadas no indujeron indeles en sitios fuera del objetivo en los
que sus nucleasas correspondientes inducen mutaciones. Ademas, a diferencia de las nucleasas, las nickasas
emparejadas no promovieron translocaciones no deseadas asociadas con escisiones de ADN fuera del
objetivo. En principio, las nickasas emparejadas duplican la especificidad de la mutagénesis mediada por Cas9
y ampliaran la utilidad de las enzimas guiadas por ARN en aplicaciones que requieren una edicién precisa del
genoma, como la terapia genética y celular.

En la presente invencién, la composicién puede utilizarse en la genotipificacién de un genoma en células u
organismos eucariotas /n vitro.
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En una realizacion especifica, el ARN guia puede comprender la secuencia de nucleétidos de la Seq ID. No. 1,
en donde la porcién de la posicién de nucleétido 3 ~ 22 es una porcidn especifica del objetivo y, por lo tanto, la
secuencia de esta porcion puede cambiarse dependiendo del objetivo.

Como se utiliza en este documento, una célula u organismo eucariota puede ser levadura, hongo, protozoo,
planta, planta superior e insecto, o células de anfibios, o células de mamiferos tales como CHO, HelLa, HEK293
y COS-1, por ejemplo, células cultivadas (in vitro), células de injerto y cultivo de células primarias (in vitro y ex
vivo), y células in vivo, y también células de mamiferos incluyendo humanas, que se utilizan cominmente en
la técnica, sin limitacién.

En una realizacion especifica, se descubrié que la proteina Cas9/ARN guia de cadena sencilla podia generar
roturas de doble cadena de ADN en sitios especificos in vitro y en células de mamiferos, cuya reparacién
esponténea inducia mutaciones genémicas especificas a altas frecuencias.

Ademas, se descubridé que los ratones con genes eliminados podian ser inducidos mediante la inyeccién de
complejos de proteina Cas9/ARN guia o de ARNm de Cas9/ARN guia en embriones en etapa de una sola
célula y que las mutaciones transmisibles a través de la linea germinal podian ser generadas por el sistema
Cas9/ARN guia.

El uso de la proteina Cas en lugar de un acido nucleico que codifique una proteina Cas para inducir una
mutagénesis dirigida es ventajoso porque no se introduce ADN exdégeno en un organismo. De esta forma, la
composiciébn que comprende la proteina Cas y un ARN guia puede utilizarse para desarrollar productos
terapéuticos o de valor afiadido para cultivos, ganado, aves de corral, peces, mascotas, etc.

La presente invencién proporciona la composicién de acuerdo con el primer aspecto para inducir mutagénesis
dirigida en células u organismos eucariotas. Ademas, la presente invencidén proporciona un uso in vitro o ex
vivo de la composicién para transfectar una célula humana para la edicién del genoma en dicha célula humana.

Un kit para escindir un ADN objetivo o inducir mutagénesis dirigida en células u organismos eucariotas, que no
esta abarcado por la presente invencién, puede comprender un ARN guia especifico para el ADN objetivo o
ADN que codifica el ARN guia, y un &cido nucleico que codifica la proteina Cas o proteina Cas.

El kit puede comprender un ARN guia y un acido nucleico codificante de la proteina Cas o proteina Cas como
componentes separados 0 como una composicién.

El kit puede incluir algunos componentes adicionales necesarios para transferir el ARN guia y el componente
Cas a una célula o un organismo. Por ejemplo, el kit puede comprender un tampén de inyeccién, tal como un
tampén de inyeccidn tratado con DEPC, y materiales necesarios para el analisis de la mutacién de un ADN
objetivo, pero no se limita a ello.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién proporciona un método in vitro o ex vivo para preparar una
célula humana que comprende la etapa de cotransfectar la célula con una proteina Cas9 de Streptococcus
pyogenes y un ARNgcs mediante el uso de la composicién de acuerdo con el primer aspecto de la invencién.

El 4cido nucleico que codifica la proteina Cas o la proteina Cas y un ARN guia o ADN que codifica el ARN guia
se pueden transferir a una célula mediante varios métodos conocidos en la técnica, tales como microinyeccién,
electroporacién, tratamiento con DEAE-dextrano, lipofeccién, transfecciébn mediada por nanoparticulas,
transduccién mediada por dominio de transduccidén de proteinas, administraciéon de genes mediada por virus y
transfeccién mediada por PEG en protoplastos, etc., pero no se limitan a ellos. Ademas, un acido nucleico que
codifica una proteina Cas o una proteina Cas y un ARN guia se pueden transferir a un organismo mediante
diversos métodos conocidos en la técnica para administrar un gen o una proteina, como una inyeccién. Un
acido nucleico que codifica una proteina Cas o una proteina Cas se puede transferir a una célula en forma de
complejo con un ARN guia o por separado. La proteina Cas fusionada a un dominio de transduccién de
proteinas como Tat también puede administrarse de manera eficiente a las células.

Una célula u organismo eucariota puede ser cotransfectado o transfectado en serie con una proteina Cas9 y
un ARN guia.

La transfeccién en serie se puede realizar primero mediante la transfeccién con el 4cido nucleico que codifica
la proteina Cas, seguida de una segunda transfeccién con ARN guia desnudo. Preferiblemente, la segunda
transfeccién es después de 3, 6, 12, 18, 24 horas, pero no se limita a esto.

Se puede preparar una célula u organismo eucariota que comprende un ARN guia especifico para ADN objetivo
o0 ADN que codifica el ARN guia, y un acido nucleico que codifica la proteina Cas o la proteina Cas transfiriendo
la composicién que comprende un ARN guia especifico para ADN objetivo o0 ADN que codifica el ARN guia, y
un acido nucleico que codifica la proteina Cas o la proteina Cas a la célula u organismo.
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La célula eucariota puede ser levadura, hongo, protozoo, planta superior e insecto o células de anfibios, o
células de mamiferos tales como CHO, Hela, HEK293 y COS-1, por ejemplo, células cultivadas (in vitro),
células de injerto y cultivo de células primarias (in vitro y ex vivo), y células in vivo, y también células de
mamiferos, incluidas las humanas, que se utilizan comlnmente en la técnica, sin limitacién. Ademas, el
organismo puede ser levadura, hongo, protozoo, planta, planta superior, insecto, anfibio o mamifero.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, la presente invencién proporciona un método in vitro o ex vivo
para inducir una mutagénesis dirigida en el genoma de una célula humana, comprendiendo el método las
etapas de proporcionar una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y
transfectar dicha célula humana con dicha composicién.

Se descubrié que la actual composicién de RGEN podria causar una mutacién en un embrién de ratén y la
mutacidn podria transmitirse a la descendencia.

Un método para introducir la composicién de RGEN en el embrién puede ser cualquier método conocido en la
técnica, tal como microinyeccién, insercién de células madre, insercidén de retrovirus, etc. Preferiblemente se
puede utilizar una técnica de microinyeccién.

El término "animal con genoma modificado" se refiere a un animal no humano cuyo genoma ha sido modificado
en la etapa de embrién por la presente composicién de RGEN y el tipo de animal no humano no est4 limitado.

El animal modificado genéticamente presenta mutaciones provocadas por una mutagénesis dirigida basada en
la composicién actual de RGEN. Las mutaciones pueden ser eliminacién, insercién, translocacién o inversién.
El sitio de mutacién depende de la secuencia de ARN guia de la composicién de la RGEN.

El animal con genoma modificado que tiene una mutacién de un gen puede utilizarse para determinar la funcién
del gen.

La genotipificacion de mutaciones o variaciones en una muestra biolégica aislada se puede realizar utilizando
una composicion que comprende un ARN guia especifico para la proteina Cas de secuencia de ADN objetivo.
Ademas, se puede realizar la genotipificacién de secuencias de acidos nucleicos en microorganismos
patégenos en una muestra biolégica aislada.

Tal como se utiliza en este documento, el término "genotipificacién”" se refiere al "ensayo de polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccién (RFLP)".

El RFLP se puede utilizar en 1) la deteccién de indel en células u organismos inducidos por nucleasas
disefiadas, 2) la genotipificacién de mutaciones o variaciones naturales en células u organismos, o 3) la
genotipificacién del ADN de microorganismos patégenos infectados, incluidos virus o bacterias, etc.

Las mutaciones o variaciones pueden ser inducidas por nucleasas disefiadas en las células.

La nucleasa disefiada puede ser una nucleasa de dedo de zinc (ZFN), una nucleasa efectora similar al activador
de la transcripcién (TALEN) o una RGEN, pero no se limita a ellas.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "muestra biolégica" incluye muestras para analisis,
como tejidos, células, sangre completa, suero, plasma, saliva, esputo, liquido cefalorraquideo u orina, pero no
se limita a ello. Las mutaciones o variaciones pueden ser mutaciones o variaciones que ocurren naturalmente.

Las mutaciones o variaciones son inducidas por los microorganismos patégenos. Es decir, las mutaciones o
variaciones se producen debido a la infeccidén de microorganismos patdégenos, cuando se detectan los
microorganismos patégenos, la muestra biolégica se identifica como infectada.

Los microorganismos patdgenos pueden ser virus o bacterias, pero no se limitan a ellos.

Las mutaciones inducidas por nucleasas disefiadas se detectan mediante varios métodos, que incluyen
ensayos de Surveyor sensibles a desajustes o de endonucleasa T7 | (T7E1), analisis de RFLP, PCR
fluorescente, analisis de fusién de ADN y secuenciacién profunda y de Sanger. Los ensayos T7E1 y Surveyor
se utilizan ampliamente, pero a menudo subestiman las frecuencias de mutacién porque detectan heteroduplex
(formados por la hibridacién de secuencias mutantes y de tipo silvestre o dos secuencias mutantes diferentes);
no detectan homoduplex formados por la hibridacién de dos secuencias mutantes idénticas. Por lo tanto, estos
ensayos no pueden distinguir los clones mutantes bialélicos homocigotos de las células de tipo silvestre ni los
mutantes bialélicos heterocigotos de los mutantes monoalélicos heterocigotos (Fig. 22). Ademas, los
polimorfismos de secuencia cerca del sitio objetivo de la nucleasa pueden producir resultados confusos porque
las enzimas pueden escindir heterodlplex formados por la hibridaciéon de estos diferentes alelos de tipo
silvestre. El anélisis de RFLP esta libre de estas limitaciones y, por lo tanto, es un método de eleccién. De
hecho, el anélisis de RFLP fue uno de los primeros métodos utilizados para detectar mutaciones mediadas por
nucleasas disefiadas. Desafortunadamente, esto estd limitado por la disponibilidad de sitios de restriccién
apropiados.
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Modo de la invencién

A continuacién, se describird la presente invencién con mas detalle con referencia a Ejemplos. Sin embargo,
estos ejemplos son sélo para fines ilustrativos y la invencidn no pretende estar limitada por estos ejemplos.

Ejemplo 1: Ensayo de edicién del genoma
1-1. Actividad de escisiéon del ADN de la proteina Cas9

En primer lugar, se probé la actividad de escisiéon del ADN de Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes en
presencia o ausencia de un ARN guia quimérico in vitro.

Para este fin, se utilizé la proteina Cas9 recombinante que se expresé y purificd a partir de E. coli para escindir
un ADN plasmidico predigerido o circular que contenia la secuencia objetivo CCR5 humana de 23 pares de
bases (pb). Una secuencia objetivo de Cas9 consta de una secuencia de ADN de 20 pb complementaria a
ARNecr o un ARN guia quimérico y el motivo adyacente al protoespaciador (PAM) de trinucleétido (5'-NGG-3')
reconocido por la propia Cas9 (Fig. 1A).

Especificamente, la secuencia codificante de Cas9 (4,104 pb), derivada de la cepa M1 GAS de Streptococcus
pyogenes (NC_002737.1), se reconstituyé utilizando la tabla de uso de codones humanos y se sintetizd
utilizando oligonucleétidos. En primer lugar, se ensamblaron segmentos de ADN de 1 kb utilizando
oligonucleétidos superpuestos de -35 mer y polimerasa Phusion (New England Biolabs) y se clonaron en un
vector T (SolGent). Se ensamblé una secuencia de Cas9 de longitud completa utilizando cuatro segmentos de
ADN de 1 kpb mediante PCR superpuesta. El segmento de ADN que codifica Cas9 se subcloné en p3s, que
se derivd de pcDNA3.1 (Invitrogen). En este vector, una etiqueta peptidica (NH2-GGSGPPKKKRKV
YPYDVPDYA-COOH, SEQ ID NO: 2) que contiene el epitopo HA y se agregd una sefial de localizacién nuclear
(NLS) al terminal C de Cas9. La expresién y localizacién nuclear de la proteina Cas9 en células HEK 293T se
confirmaron mediante transferencia Western utilizando anticuerpo anti-HA (Santa Cruz).

Luego, el casete de Cas9 se subcloné en pET28-b(+) y se transformé en BL21(DE3). La expresién de Cas9 se
indujo utilizando IPTG 0.5 mM durante 4 h a 25 °C. La proteina Cas9 que contiene la etiqueta His6 en el terminal
C se purificod utilizando resina de agarosa Ni-NTA (Qiagen) y se dializd frente a HEPES 20 mM (pH 7.5), KCI
150 mM, DTT 1 mM y glicerol al 10 % (1). La Cas9 purificada (50 nM) se incubé con ADN plasmidico
superenrollado o predigerido (300 ng) y ARN quimérico (50 nM) en un volumen de reaccién de 20 ul en tampén
NEB 3 durante 1 h a 37 °C. EI ADN digerido se analizé mediante electroforesis utilizando geles de agarosa al
0.8 %.

Cas9 cortd el ADN plasmidico de manera eficiente en la posicién esperada solo en presencia del ARN sintético
y no corté un plasmido de control que carecia de la secuencia objetivo (Fig. 1B).

1-2. Escision del ADN por el complejo Cas9/ARN guia en células humanas

Se utilizd un reportero RFP-GFP para investigar si el complejo Cas9/ARN guia puede escindir la secuencia
objetivo incorporada entre las secuencias de RFP y GFP en células de mamiferos.

En este reportero, la secuencia de GFP se fusiona con la secuencia de RFP fuera de marco (2). La GFP activa
se expresa solo cuando la secuencia objetivo es escindida por nucleasas especificas del sitio, lo que provoca
pequefias inserciones o eliminaciones (indeles) que cambian el marco de lectura alrededor de la secuencia
objetivo a través de la reparacién propensa a errores por unién de extremos no homdélogos (NHEJ) de la rotura
de doble cadena (DSB) (Fig. 2).

Los plasmidos reporteros RFP-GFP utilizados en este estudio se construyeron como se describié anteriormente
(2). Se sintetizaron oligonucleétidos correspondientes a los sitios objetivo (Tabla 1) (Macrogen) y se hibridaron.
Los oligonucledtidos hibridados se ligaron a un vector reportero digerido con EcoRI y BamHI.

Las células HEK 293T se cotransfectaron con el pldsmido codificador de Cas9 (0.8 pg) y el plasmido reportero
RFP-GFP (0.2 ug) en una placa de 24 pocillos utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

Mientras tanto, el ARN quimérico transcrito /in vitro se habia preparado de la siguiente manera. EI ARN se
transcribi6 in vitro a través de reacciones de run-off utilizando el kit MEGAshortscript T7 (Ambion) de acuerdo
con el manual del fabricante. Las plantillas para transcripciéon de ARN in vitro se generaron mediante hibridacién
de dos ADN monocatenarios complementarios o mediante amplificacién por PCR (Tabla 1). El ARN transcrito
se resolvi6é en un gel PAGE con urea desnaturalizante al 8 %. Se corté la porcién de gel que contenia ARN y
se transfirié al tampdn de elucién de la sonda. El ARN se recuperé en agua libre de nucleasas seguido de
extraccién con fenol: cloroformo, extraccidén con cloroformo y precipitacion con etanol. Los ARN purificados se
cuantificaron mediante espectrometria.

A las 12 h posteriores a la transfeccidn, se transfecté el ARN quimérico (1 ug) preparado mediante transcripcion
in vitro utilizando Lipofectamina 2000.
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A los 3 dias posteriores a la transfeccién, las células transfectadas se sometieron a citometria de flujo y se
contaron las células que expresaban tanto RFP como GFP.

Se encontrd que las células que expresaban GFP se obtuvieron solo cuando las células se transfectaron
primero con el plasmido Cas9 y luego con el ARN guia 12 h después (Fig. 2), lo que demuestra que las RGEN
podian reconocer y escindir la secuencia de ADN objetivo en células humanas cultivadas. De esta forma, las
células que expresaban GFP se obtuvieron mediante transfeccion en serie del plasmido Cas9 y el ARN guia
en lugar de cotransfeccion.

Tabla 1
[Tabla 1]
‘Gen 'secuencia (5' a 3') /SEQ ID NO.
'5|'|§c'>"r}'ij'c':'{éb"ﬂaég'J{iiiiiéégs"B‘é"r'é"|'é'ESHéﬁﬁég{éﬁ"d'é'l'B'l'ééir'ﬁ}aémr'éﬁé}{é}bn """"""""""""""""""""""""""""""""""""""
e e S
IGAG
“““““““““““““““““““““““““ R GATCCTCCTCCGATGTATAATAATTGATGIC 4 |

...............................................................................................................................................................................................................................

{CCR5 . CTCCATGGTGCTATAGAGCA

{GAGCCAAGCTTCTCCATCTAGT

: 'R GCCCTGTCAAGAGTTGACAC 7
.C4BPB F1  TATTTGGCTGGTTGAAAGGG 8
E 9

1

R1 AAAGTCATGAAAAAACACACCCA

F2 CTGCATTGATATGGTAGTACCATG

'ADCY5 [F1 GCTCCCACCTTAGTGCTCTG 12
: R1  GGTGGCAGGAACCTGTATGT 13
[F2  GTCATTGGCCAGAGATGTGGA 14
: 'R2  {GTCCCATGACAGGCGTGTAT 15
IKCNJB : . GCCTGGCCAAGTTTCAGTTA \

' TGGAGCCATTGGTTTGCATC

' CCAGAACTAAGCCGTTTCTGAC

R R R R AR AR AR AR RRERE NSRRI, TR RSRERRASRE RN

CNTNAP2 ATCACCGACAACCAGTTTCC

EN/A Crom. 5 i TGTGGAACGAGTGGTGACAG

Rl GCTGGATTAGGAGGCAGGATTC 23
 F2 GTGCTGAGAACGCTTCATAGAG 24
. §R2 §GGACCAAACCACATTCTTCTCAC 25
ECebadores utlllzados para la deteccion de eliminaciones cromosomicas

..............................................................................................................................................................................................................................

{Eliminacion :CCACATCTCGTTCTCGGTTT

..............................................................................................................................................................................................................................

‘R TCACAAGCC CACAGATATTT

1-3. Interrupcién dirigida de genes enddgenos en células de mamiferos mediante RGEN

Para probar si las RGEN pudieran usarse para la interrupcién dirigida de genes endégenos en células de
mamiferos, se analizé6 el ADN genémico aislado de células transfectadas utilizando la endonucleasa T7 |
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(T7E1), una endonucleasa sensible a desajustes que reconoce y escinde especificamente los heteroduplex
formados por la hibridaciéon de secuencias de ADN de tipo silvestre y mutante (3).

Para introducir DSB en células de mamiferos utilizando RGEN, se transfectaron 2x10° células K562 con 20 ug
de plasmido codificador de Cas9 utilizando el kit 4D-Nucleofector, SF Cell Line 4D-Nucleofector X, Programa
FF-120 (Lonza) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para este experimento, las células K562 (ATCC,
CCL-243) se cultivaron en RPMI-1640 con FBS al 10 % y la mezcla de penicilina/estreptomicina (100 U/ml y
100 pg/ml, respectivamente).

Después de 24 horas, se nucleofectaron 10-40 ug de ARN quimérico transcrito in vitro en 1x108 células K562.
EIARN quimérico transcrito in vitro se habia preparado como se describe en el Ejemplo 1-2.

Las células se recolectaron dos dias después de la transfeccién de ARN y se aisldé el ADN gendmico. La regién
que incluye el sitio objetivo se amplific6 por PCR utilizando los cebadores descritos en la Tabla 1. Los
amplicones se sometieron al ensayo T7E1 como se describié anteriormente (3). Para el andlisis de
secuenciacidn, los productos de PCR correspondientes a las modificaciones gendmicas se purificaron y
clonaron en el vector T-Blunt utilizando el kit de clonacién por PCR T-Blunt (SolGent). Los productos clonados
se secuenciaron utilizando el cebador M13.

Se encontré que las mutaciones se indujeron solo cuando las células se transfectaron en serie con el plasmido
codificante de Cas9 y luego con el ARN guia (Fig. 3). Las frecuencias de mutacién (Indels (%) en la Fig. 3A)
estimadas a partir de las intensidades relativas de las bandas de ADN dependian de la dosis de ARN y variaban
entre el 1.3 % y el 5.1 %. El analisis de secuenciacion de ADN de los amplicones de PCR corroboré la induccién
de mutaciones mediadas por RGEN en los sitios enddgenos. Se observaron indeles y microhomologias,
caracteristicas de los NHEJ propensos a errores, en el sitio objetivo. La frecuencia de mutacién medida por
secuenciacion directa fue del 7.3 % (= 7 clones mutantes/96 clones), similar a las obtenidas con nucleasas de
dedo de zinc (ZFN) o nucleasas efectoras similares a activadores de la transcripcién (TALEN).

Se requirié la transfeccién en serie del plasmido Cas9 y del ARN guia para inducir mutaciones en las células.
Pero cuando se utilizaron plasmidos que codifican ARN guia, la transfeccién en serie fue innecesaria y las
células se cotransfectaron con el pldsmido Cas9 y el plasmido que codifica el ARN guia.

Mientras tanto, se han desarrollado con éxito tanto ZFN como TALEN para alterar el gen humano CCR5 (3-6),
que codifica un receptor de quimiocina acoplado a proteina G, un correceptor esencial de la infeccién por VIH.
Actualmente se esta realizando una investigacion clinica en EE. UU. sobre una ZFN especifica de CCRS5 para
el tratamiento del SIDA (7). Sin embargo, estas ZFN y TALEN tienen efectos fuera del objetivo, induciendo tanto
mutaciones locales en sitios cuyas secuencias son homélogas a la secuencia en el objetivo (6, 8-10) y
reordenamientos del genoma que surgen de la reparacién de dos DSB concurrentes inducidos en sitios dentro
y fuera del objetivo (11-12). Los sitios fuera del objetivo méas llamativos asociados con estas nucleasas
disefiadas especificas de CCR5 residen en el locus CCR2, un homélogo cercano de CCRS5, ubicado 15 kpb
més adelante de CCR5. Para evitar mutaciones fuera del objetivo en el gen CCR2 y eliminaciones, inversiones
y duplicaciones no deseadas del segmento cromosémico de 15 kpb entre los sitios objetivo de CCR5 y los sitios
fuera del objetivo de CCR2, los presentes inventores eligieron intencionalmente el sitio objetivo de nuestro
RGEN especifico de CCRS5 para reconocer una regién dentro de la secuencia de CCR5 que no tiene homologia
aparente con la secuencia de CCR2.

Los presentes inventores investigaron si la RGEN especifica de CCR5 tenia efectos fuera del objetivo. Con
este fin, buscamos posibles sitios fuera del objetivo en el genoma humano identificando los sitios que son mas
homélogos a la secuencia objetivo de 23 pb prevista. Como se esperaba, no se encontraron tales sitios en el
gen CCR2. En lugar de ello, se encontraron cuatro sitios, cada uno de los cuales presenta desajustes de tres
bases con el sitio objetivo (Fig. 4A). Los ensayos T7E1 mostraron que no se detectaron mutaciones en estos
sitios (sensibilidad del ensayo, -0.5 %), lo que demuestra especificidades exquisitas de las RGEN (Fig. 4B).
Ademas, se utilizé PCR para detectar la induccidén de eliminaciones cromosémicas en células transfectadas
por separado con plasmidos que codifican ZFN y RGEN especificos de CCRS5. Mientras que el ZFN indujo
eliminaciones, la RGEN no lo hizo (Fig. 4C).

A continuacién, se reprogramaron las RGEN reemplazando el ARN guia especifico de CCR5 con un ARN
recientemente sintetizado, disefiado para dirigirse al gen humano C4BPB, que codifica la cadena beta de la
proteina de unién a C4b, un factor de transcripcion. Este RGEN indujo mutaciones en el sitio objetivo
cromosdmico en células K562 en altas frecuencias (Fig. 3B). Las frecuencias de mutacién medidas mediante
el ensayo T7E1 y mediante secuenciacion directa fueron del 14 % y el 8.3 % (= 4 clones mutantes/48 clones),
respectivamente. De cuatro secuencias mutantes, dos clones contenian una insercién de una o dos bases
precisamente en el sitio de escisién, un patrén que también se observé en el sitio objetivo de CCRS5. Estos
resultados indican que las RGEN escinden el ADN cromosémico objetivo en las posiciones esperadas en las
células.

Ejemplo 2: Edicion gendmica mediada por RGEN proteico
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Los RGEN se pueden administrar a las células en muchas formas diferentes. Los RGEN constan de proteina
Cas9, ARNcr y ARNcrtra. Los dos ARN se pueden fusionar para formar un ARN guia de cadena sencilla
(ARNgcs). Un plasmido que codifica Cas9 bajo un promotor como CMV o CAG se puede transfectar en células.
EIARNcr, ARNcrtra o ARNgcs también se pueden expresar en células utilizando plasmidos que codifican estos
ARN. Sin embargo, el uso de plasmidos a menudo da como resultado la integracién de todo o parte de los
plasmidos en el genoma del huésped. Las secuencias bacterianas incorporadas en el ADN plasmidico pueden
provocar una respuesta inmune no deseada in vivo. Las células transfectadas con plasmido para terapia celular
o los animales y plantas derivados de células transfectadas con ADN deben pasar por un costoso y largo
procedimiento de regulacién antes de su aprobacién para el mercado en la mayoria de los paises desarrollados.
Ademas, el ADN plasmidico puede persistir en las células durante varios dias después de la transfeccién, lo
que agrava los efectos fuera del objetivo de las RGEN.

En el presente documento, utilizamos la proteina Cas9 recombinante complejada con ARN guia transcrito in
vitro para inducir la disrupcién dirigida de genes enddgenos en células humanas. La proteina Cas9
recombinante fusionada con la etiqueta hexa-histidina se expresé y se purificé a partir de E. coli utilizando
cromatografia de afinidad de iones Ni estandar y filtracién en gel. La proteina Cas9 recombinante purificada se
concentré en un tampén de almacenamiento (HEPES 20 mM pH 7.5, KCI 150 mM, DTT 1 mM vy glicerol al 10
%). El complejo proteina Cas9/ARNgcs se introdujo directamente en las células K562 mediante nucleofeccién:
se transfectaron 1x10° células K562 con 22.5-225 (1.4-14 uM) de proteina Cas9 mezclada con 100 pg (29 uM)
de ARNgcs transcrito in vitro (o0 ARNcr 40 ug y ARNcrtra 80 pg) en 100 pl de solucién utlizando el 4D-
Nucleofector, kit SF Cell Line 4D-Nucleofector X, Programa FF-120 (Lonza) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Después de la nucleofeccién, las células se colocaron en medios de crecimiento en placas de 6
pocillos y se incubaron durante 48 horas. Cuando se transfectaron 2x10° células K562 con un protocolo de
escala reducida 115, se usaron 4.5-45 pg de proteina Cas9 mezclada con 6-60 pg de ARNgcs transcrito in vitro
(u 8 pg de ARNcr y 16 pug de ARNcrtra) y se nucleofectaron en una solucién de 20 pl. Luego, las células
nucleofectadas se colocaron en medios de crecimiento en placas de 48 pocillos. Después de 48 horas, se
recogieron las células y se aislé el ADN genémico. La regién de ADN genémico que abarca el sitio objetivo se
amplificé por PCR y se someti6 al ensayo T7E1.

Como se muestra en la Fig. 10, el complejo proteina Cas9/ARNgcs indujo una mutacién dirigida al locus CCR5
en frecuencias que variaron del 4.8 al 38 % de manera dependiente de la dosis de ARNgcs o proteina Cas9, a
la par de la frecuencia obtenida con la transfeccién del pldsmido Cas9 (45 %). El complejo proteina
Cas9/ARNcr/ARNcrtra fue capaz de inducir mutaciones con una frecuencia del 9.4 %. La proteina Cas9 por si
sola no logré inducir mutaciones. Cuando se transfectaron 2x10° células con dosis reducidas de 1/5 de la
proteina Cas9 y ARNgcs, las frecuencias de mutacién en el locus CCRS5 variaron de 2.7 a 57 % de manera
dependiente de la dosis, mayor que la obtenida con la cotransfeccion del plasmido Cas9 y el plasmido ARNgcs
(32 %).

También probamos el complejo proteina Cas9/ARNgcs que se dirige al gen ABCC11 y descubrimos que este
complejo inducia indeles con una frecuencia del 35 %, lo que demuestra la utilidad general de este método.

Tabla 2
[Tabla 2]

GGUGACAUCAAUUAUUAUACAUGUUU
 UAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU
 AAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAA
| AGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUUUUU

ARNer  GGUGACAUCAAUUAUUATUACAUGUUU

e UAGAGCUAUGCUGUUUUG.

éARNcrtra GGAACCAUUCAAAACAGCAUAGCAAGU
5 UAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACU
UGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUU

Ejemplo 3: Edicién del genoma guiada por ARN en ratones
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Para examinar el potencial de direccionamiento génico de las RGEN en embriones de ratén en etapa pronuclear
(PN), se utilizaron el gen forkhead box N1 (Foxn1), que es importante para el desarrollo del timo y la
diferenciacién de los queratinocitos (Nehls et al., 1996), y el gen de la proteina quinasa, polipéptido catalitico
activado por ADN (Prkdc), que codifica una enzima critica para la reparacién y recombinacién de DSB del ADN
(Taccioli et al., 1998).

Para evaluar la actividad de edicién del genoma de Foxn1-RGEN, inyectamos ARNm de Cas9 (solucién de 10
ng/ul) con varias dosis de ARNgcs (Fig. 5a) en el citoplasma de embriones de ratén en etapa PN y realizamos
ensayos de endonucleasa T7 | (T7E1) (Kim et al., 2009) utilizando ADN genémicos obtenidos de embriones
cultivados in vitro (Fig. 6a).

Como alternativa, inyectamos directamente la RGEN en forma de proteina Cas9 recombinante (0.3 a 30 ng/ul)
complejada con el exceso molar doble de ARNgcs especifico de Foxn1 (0.14 a 14 ng/ul) en el citoplasma o
pronlcleo de embriones de ratén unicelulares, y analizamos las mutaciones en el gen Foxn1 utilizando
embriones cultivados in vitro (Fig. 7).

En concreto, se sintetizaron ARNm y ARNgcs de Cas9 in vitro a partir de plantillas de ADN lineales utilizando
el kit nTMESSAGE mMACHINE T7 Ultra (Ambion) y el kit MEGAshortscript T7 (Ambion), respectivamente, de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes, y se diluyeron con cantidades apropiadas de tampén de
inyeccion tratado con pirocarbonato de dietilo (DEPC, Sigma) (EDTA 0.25 mM, Tris 10 mM, pH 7.4). Las
plantillas para la sintesis de ARNgcs se generaron utilizando oligonucleétidos enumerados en la Tabla 3. La
proteina Cas9 recombinante se obtuvo de ToolGen, Inc.

Tabla 3
.......................................................................................................... TaOla S
:Nombre del ARN Direccién {Secuencia (5' a 3') 'SEQIDNO |

EARNgcs de Foxn1 #1 F GAAATTAATACGACTCACTATAGGCA 31

| 5 | GTCTGACGTCACACTTCCGTTTTAGAGC 5
 TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCT

| AGTCCG |

©  GAAATTAATACGACTCACTATAGGACT 2
| TCCAGGCTCCACCCGACGTTTTAGAGC
 TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCT

 AGTCCG
o
| GGCTCCACCCGACTGGAGTTTTAGAGC 5
 TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCT

| AGTCCG

 GAAATTAATACGACTCACTATAGGACT
| GGAGGGCGAACCCCAAGGTTTTAGAGC
 TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCT
AGTCCG

T GAAATTAATACGACTCACTATAGGACC s
| CCAAGGGGACCTCATGCGTTTTAGAGC :

TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCT

| AGTCCG :

 GAAATTAATACGACTCACTATAGGTTA 36
 GTTTTITCCAGAGACTTGTTTTAGAGCT

- AGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA

| GTCCG
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ENombre del ARN ‘Direccion iSecuencia (5' a 3') ESEQ IDNO |
EARNgcs de Prkdc #2 F GAAATTAATACGACTCACTATAGGTTG 37
5 GITTGCTTGTGTTTATCGTTTITAGAGCT 5

. AGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA

\ARNgcs de Prkdc #3  F - GAAATTAATACGACTCACTATAGGCAC 38
f f | AAGCAAACCAAAGTCTCGTTTTAGAGCT =
| AGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA

| GTCCG

ARNges de Prkde#4 - F  GAAATTAATACGACTCACTATAGGCCT 39
f  CAATGCTAAGCGACTTCGTTTTAGAGCT
AGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con las directrices de la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de Corea (KFDA). Los protocolos fueron revisados y aprobados por los Comités
Institucionales de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) del Centro de Investigacién con Animales de Laboratorio
de la Universidad de Yonsei (NUmero de permiso: 2013-0099). Todos los ratones se mantuvieron en las
instalaciones especificas libres de patégenos del Centro de Investigacidén con Animales de Laboratorio de
Yonsei. Se utilizaron cepas de ratones FVB/NTac (Taconic) e ICR como donantes de embriones y madres
adoptivas, respectivamente. Se superovularon ratones hembra FVB/NTac (de 7 a 8 semanas de edad)
mediante inyecciones intraperitoneales de 5 Ul de gonadotropina de suero de yegua prefiada (PMSG, Sigma)
y 5 Ul de gonadotropina coriénica humana (hCG, Sigma) en intervalos de 48 horas. Las hembras de ratén
superovuladas se aparearon con machos sementales FVB/NTac y se recogieron embriones fertilizados de los
oviductos.

Se inyectaron ARNm y ARNgcs de Cas9 en medio M2 (Sigma) en el citoplasma de évulos fertilizados con
pronudcleos bien reconocidos utilizando un micromanipulador piezoeléctrico (Prime Tech).

En el caso de la inyeccion de proteina Cas9 recombinante, el complejo proteina Cas9 recombinante: Foxn1-
ARNgcs se diluyé con tampén de inyeccién tratado con DEPC (EDTA 0.25 mM, Tris 10 mM, pH 7.4) y se inyectd
en pronlcleos de machos utilizando un micromanipulador TransferMan NK2 y un microinyector FemtoJet
(Eppendorf).

Los embriones manipulados fueron transferidos a los oviductos de madres adoptivas pseudoprefiadas para
producir animales vivos, o fueron cultivados in vitro para analisis adicionales.

Para examinar ratones FO y embriones de ratén cultivados in vitro con mutaciones inducidas por RGEN, se
realizaron ensayos T7E1 como se describi6 previamente utilizando muestras de ADN genémico de biopsias de
cola y lisados de embriones completos (Cho et al., 2013).

Brevemente, la regién genémica que abarca el sitio objetivo de RGEN se amplificd por PCR, se fundi6 y se
volvié a hibridar para formar ADN heterodUplex, que se traté con la endonucleasa T7 | (New England Biolabs)
y luego se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa. Los sitios potenciales fuera del objetivo se
identificaron mediante una busqueda con bowtie 0.12.9 y también se monitorearon de manera similar mediante
ensayos T7E1. Los pares de cebadores utilizados en estos ensayos se enumeraron en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4
[Tabla 4]

R1 {ACGAGCAGCTGAAGTTAGCATGC 42
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i CTACTCAATGCTCTTAGAGCTACCAGGCTTG

iC
Prde F (GACTGTTGTGGGGAGGGCCG 44
5 T
Ly B
R2  CTTTAGGCTTCTTCTCTACAATCACG 47 |

Tabla 5

[Tabla 5]
§Cebadores utilizados para la amplificacion de sitios fuera del objetivo

R  AGACTGGCCTGGAACTCACA 49
off 2 F CACTAAAGCCTGTCAGGAAG 50
o T UY T T gy
| | c
off 3 F . GCTGCGACCTGAGACCATG 52
'  CTTCAATGGCTTCCTGCTTAG 53
:  GCTAC :
off 4 F  GGTTCAGATGAGGCCATCCTT 54
: C
T T TV a— g
Prkdc ioff 1 F . CTCACCTGCACATCACATGTG 56
............................. s ———————
R e ] o
| AGCC
R GGTCTTGTTAGCAGGAAGGAC 59
ACTG
off 3 F AAAACTCTGCTTGATGGGATA 60
: TGTGGG :
R CICICACIGGITATCTGTGCT 61
: CCTTC :
off 4 F | GGATCAATAGGTGGTGGGGG 62
: ATG :
T T IVIVS T — e
\GCTTCAG
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F ECACAAGACAGACCTCTCAAC 64
ATICAGTC 5
R R
‘ - TGATTGCTCTC 5
"""""""""""""""" GGGAGGCAGAGGCAGA 66
F2 . GGATCTCTGTGAGTTTGAGGC 67
.CA ‘

{ GCTCCAGAACTCACTCTTAGG
LCTC

Los fundadores mutantes identificados mediante el ensayo T7E1 se analizaron més a fondo mediante fPCR.
Las regiones apropiadas del ADN genémico se secuenciaron como se describié anteriormente (Sung et al,,
2013). Para la genotipificacién de rutina por PCR de las progenies F1, se utilizaron los siguientes pares de
cebadores tanto para los alelos de tipo silvestre como para los mutantes:

5'-CTACTCCCTCCGCAGTCTGA-3' (SEQ ID NO: 69) y
5'-CCAGGCCTAGGTTCCAGGTA-3' (SEQ ID NO: 70) para el gen Foxn1,
5'-CCCCAGCATTGCAGATTTCC-3' (SEQ ID NO: 71) y
5'-AGGGCTTCTTCTTCTACAATCACG-3' (SEQ ID NO: 72) para el gen Prkdc.

En el caso de la inyeccion de ARNm de Cas9, las fracciones mutantes (el nimero de embriones mutantes/el
nimero de embriones totales) fueron dependientes de la dosis y variaron entre el 33 % (1 ng/ul de ARNgcs) y
el 91 % (100 ng/ul) (Fig. 6b). El anélisis de secuencia confirmé mutaciones en el gen Foxn1; la mayoria de las
mutaciones eran pequefias eliminaciones (Fig. 6¢), que recordaban a las inducidas por ZFN y TALEN (Kim et
al., 2013).

En el caso de la inyeccién de la proteina Cas9, estas dosis y métodos de inyeccidn afectaron minimamente la
supervivencia y el desarrollo de los embriones de ratén in vitro: més del 70 % de los embriones inyectados con
RGEN eclosionaron normalmente en ambos experimentos. Nuevamente, las fracciones mutantes obtenidas
con la inyeccién de proteina Cas9 fueron dependientes de la dosis y alcanzaron hasta el 88 % en la dosis mas
alta mediante inyeccién en el pronucleo y hasta el 71 % mediante inyeccidn intracitoplasmética (Figs. 7a y 7b).
De manera similar a los patrones de mutacién inducidos por el ARNm més el ARNgcs de Cas9 (Fig. 6c¢),
aquellos inducidos por el complejo proteina Cas9-ARNgcs fueron en su mayoria pequefias eliminaciones (Fig.
7c). Estos resultados demuestran claramente que las RGEN tienen una alta actividad de direccionamiento al
gen en embriones de ratén.

Alentados por las altas frecuencias de mutantes y la baja citotoxicidad inducida por las RGEN, produjimos
animales vivos transfiriendo embriones de ratén a los oviductos de madres adoptivas pseudoembarazadas.

Cabe destacar que las tasas de natalidad fueron muy altas, oscilando entre el 58 % y el 73 %, y no se vieron
afectadas por las dosis crecientes de Foxn1-ARNgcs (Tabla 6).

Tabla 6
[Tabla 8]

.....................................................................................................................................................................................................................................

iGen EARNm + ARNgcs {Embriones \Embrlones \Total de recién {Recién nacidos FundadoresT
iobjetivo ide Cas9 (ng/ul) §inyectados §transferidos (%) inacidos (%) §vivos* (%) §(%)

‘Foxn1 10 + 1 62 (82) (73) (50) 12 (39)

§ R TTh ST o R S T
AT T e e T S

| Total 280 242(86) 59 (66) | i 47 (61) 99 (67) |

Prkdc  50+50 73 ‘""é"(%é‘j """"""""" 560) 33 33(57) 11(33) |

E 50+100 79 5978 2@7) 21(36)  7(33)
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Gen  ARNm +ARNgcs \Embriones Embriones Total de recién |Recién nacidos :Fundadorest |
jobjetivo ide Cas9 (ng/ul) i ransferidos (%) :nacidos (%) ivos* (%) (%) :

De 147 recién nacidos, obtuvimos 99 ratones fundadores mutantes. En consonancia con los resultados
observados en embriones cultivados (Fig. 6b), las fracciones mutantes fueron proporcionales a las dosis de
Foxn1-ARNgcs y alcanzaron hasta el 93 % (100 ng/pl de Foxn1-ARNgcs) (Tablas 6 y 7, Fig. Sb).

Tabla 7
[Tabla 7]

iSecuencias de ADN de alelos mutantes de Foxn1 identificados a partir de un subconjunto de fundadores
imutantes positivos para T7E1

 ACTTCCAGGCTCCACCCGACTGGAGGGCGAACC  ieliminaciones + # Ratones fundadores
. CCAAGGGGACCTCATGCAGG .Inserciones 5

 CTCATGCAGG

ACTTCCAGGC---------mmmmmee- GAACCCCAAGGGGA A18 1 115
. CCTCATGCAGG : L

| ACTTCCAGGCTC -+ A60 119

GACCTCATG ; L

| ACTTCCAGGCTCCACCC—--m-mmvemeoes AAGGGGAC  A18 2 95,29
. CTCATGCAGG : :
e T s
CCTCATGCAGG 5 o

{ ACTTCCAGGCTCCACCCrmrmemmrmemans

 GACCTCATGCAG

' ACTTCCAGGCTCCACCC--
 GGACCTCATGCA 5 L
| ACTTCCAGGCTCCACCC-mmrmrmmmen ACCCCAAGGG  A13 132
 GACCTCATGCAGG

| ACTTCCAGGCTCCACCC———GGCGAACCCCAAG A8 1110
 GGGACCTCATGCAGG 5 m

GGACCTCATGCAGG
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iSecuencias de ADN de alelos mutantes de Foxn1 identificados a partir de un subconjunto de fundadores
mutantes positivos para T7E1

- ACTTCCAGGCTCCACCCGA----m-mmemmemsemeean ACCT  A22 179
| CATGCAGG
| ACTTCCAGGCTCCACCCGA--+--smmenmnnee- GGGGAC 18 2 113,127

. CTCATGCAGG

 GGACCTCATGCAGG
- ACTTCCAGGCTCCACCCGA——GGGCGAACCCCA (A5 3 53,79 115
 AGGGGACCTCATGCAGG o

EGGGACCTCATGCAGG

 ACTTCCAGGCTCCACCCGAC-—GGCGAACCCCA 1S 12

A TTCCAGGCTCCACCCGAC-GTGCTTGAGGGCG |
- AACCCCAAGGGGACCTCA :

| ACTTCCAGGCTCCACCCGACT-—--CACTATCTTC  iA6+25 2 121,114

TGGGCTCCTCCATGTC

| ACTTCCAGGCTCCACCCGACT-—TGGCGAACCCC iAd+1 153

- AAGGGGACCTCATGCAG

| ACTTICCAGGCTCCACCCGACT--TGCAGGGCGAAC A2+3 1126

| CCCAAGGGGACCTCATGC 5 n

T e TV il e e e
i66, 68, 81, 108, 111, 124,

ECCCAAGGGGACCTCATGCAG

127

 ACTTCCAGGCTCCACCCGACTTTGGAGGGCGAAC +2 279,120
. CCCAAGGGGACCTCATGCA
 ACTTCCAGGCTCCACCCGACTGTTGGAGGGCGA (+3 155

EACCCCAAGGGGACCTCATGC

' ACTTCCAGGCTCCACCCGACTGGAG(+455)GGCG  1+455 113
: AACCCCAAGGGGACCTCC f L

Para generar ratones dirigidos a Prkdc, aplicamos una concentracién 5 veces mayor de ARNm de Cas9 (50
ng/ul) con dosis crecientes de Prkdc-ARNgcs (50, 100 y 250 ng/pl). Nuevamente, las tasas de natalidad fueron
muy altas, oscilando entre 51 % y 60 %, suficientes para producir un nimero suficiente de recién nacidos para
el analisis (Tabla 6). La fraccién mutante fue del 57 % (21 fundadores mutantes entre 37 recién nacidos) en la
dosis maxima de Prkdc-ARNgcs. Estas tasas de natalidad obtenidas con RGEN fueron aproximadamente de 2
a 10 veces mas altas que aquellas obtenidas con TALEN informadas en nuestro estudio anterior (Sung et al.,
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2013). Estos resultados demuestran que las RGEN son potentes reactivos dirigidos al gen con una toxicidad
minima.

Para probar la transmisién de la linea germinal de los alelos mutantes, cruzamos el fundador mutante Foxn1
#108, un mosaico con cuatro alelos diferentes (Fig. 5¢ y Tabla 8) con ratones de tipo silvestre, y monitoreamos
los genotipos de la descendencia F1.

Tabla 8

[Tabla 8]

2110 §1O ibialélica (homocigota) EAS/AS
1120 10 bialélica (homocigota) +2/+2

‘heterocigota i1

......................................................................................................................

.......................................................................................................................................................................................................

L A127/A41/A2/+1

........................................................................................................................................................................................................

127 ‘A18/1/WT

.......................................................................................................................................................................................................

: | _ : A/ASIAG+TWT
27 10 ‘mosaico  A7/ASIWT
imosaico | A18/A20+1/+1

.......................................................................................................................................................................................................

195 i mosaico {A18/A14/A8/A4

........................................................................................................................................................................................................

osaico +1/A17/A23/A44

: | ‘mosaico | A17/AB/AG+25
124 \mosaico A11/A15+2/+1

1126 imosaico | M7/A2+3/A12+6

......................................................................................................................

......................................................................................................................

{A28/A11/A2+6/+1

{AM7/A11/A10
‘mosaico | A127/A41/A2/A6+25
‘mosaico Eﬂ/HNVT

......................................................................................................................

L A31/AL/+1AWT

......................................................................................................................

. \ | AD2/A5/+2/WT
561 §1OO gmosaico §A21+4/A6/g/+9
‘ :A17/A8/A11+6/+1/\WT

saico

Se secuenciaron los alelos subrayados.
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Alelos en rojo, detectados por secuenciacién, pero no por fPCR.
*s6lo un clon secuenciado.
**No determinado por fPCR.

Como se esperaba, todas las progenies eran mutantes heterocigotos que poseian el alelo de tipo silvestre y
uno de los alelos mutantes (Fig. 5d). También confirmamos la transmisién de la linea germinal en ratones
fundadores independientes de Foxn1 (Fig. 8) y Prkdc (Fig. 9). Hasta donde sabemos, estos resultados
proporcionan la primera evidencia de que los alelos mutantes inducidos por RGEN se transmiten de manera
estable a las progenies F1 en animales.

Ejemplo 4: Edicion gendmica guiada por ARN en plantas
4-1. Produccién de proteina Cas9

La secuencia codificante de Cas9 (4104 bps), derivada de la cepa M1 GAS de Streptococcus pyogenes
(NC_002737.1), se clond en el plasmido pET28-b(+). Se incluyé una secuencia de direccionamiento al nicleo
(NLS) en el terminal N de la proteina para garantizar la localizacién de la proteina en el nucleo. El plasmido
pET28-b(+) que contiene el ORF de Cas9 se transformé en BL21(DE3). Luego se indujo Cas9 usando IPTG
0.2 mM durante 16 horas a 18 °C y se purificé usando perlas de agarosa Ni-NTA (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La proteina Cas9 purificada se concentré utilizando Ultracel - 100K (Millipore).

4-2. Produccién de ARN guia

Se examiné la secuencia gendmica del gen de Arabidopsis que codifica BRI1 para detectar la presencia de un
motivo NGG, el llamado motivo adyacente al protoespaciador (PAM), en un exén que es necesario para el
direccionamiento de Cas9. Para alterar el gen BRI1 en Arabidopsis, identificamos dos sitios objetivo RGEN en
un exdn que contienen el motivo NGG. Los ARNgcs se produjeron in vitro utilizando ADN plantilla. Cada ADN
plantilla se generé por extensién con dos oligonucleétidos parcialmente superpuestos (Macrogen, Tabla X1) y
polimerasa Phusion (Thermo Scientific) utilizando las siguientes condiciones - 98 °C 30 s {98 °C 10's, 54 °C 20
s, 72 °C 2 min} x 20, 72 °C 5 min.

Tabla 9
[Tabla 9]

:Oligonuclectidos :Secuencia (5'-3')
\Objetivo 1 del BRI1 (Directo)  GAAATTAATACGACTCACTATAGGTTIGAA
: AGATGGAAGCGCGGGTTTTAGAGCTAGAA
ATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG
(Objetivo 2 del BRI1 (Directo) ~ : GAAATTAATACGACTCACTATAGGTGAAAC
é TAAACTGGTCCACAGTTTTAGAGCTAGAAA

 TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

EUniversaI (Inverso) AAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTC
5 AAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAAC

EI ADN extendido se purificéd y se utilizé como plantilla para produccién in vitro de ARN guia utilizando el kit
MEGAshortscript T7 (Life Technologies). Luego, el ARN guia se purific6 mediante extraccidén con
fenol/cloroformo y precipitacién con etanol. Para preparar complejos Cas9/ARNgcs, se mezclaron 10 pl de
proteina Cas9 purificada (12 ug/pl) y 4 pl de cada uno de dos ARNgces (11 pg/ul) en 20 pl de tampén NEB3
(New England Biolabs) y se incubaron durante 10 minutos a 37 °C.

4-3. Transfeccién del complejo Cas9/ARNgcs al protoplasto

Las hojas de plantulas de Arabidopsis de 4 semanas de edad cultivadas asépticamente en placas de Petri se
digirieron en solucién enzimética (1 % de celulosa R10, 0.5 % de macerozima R10, manitol 450 mM, MES 20
mM pH 5.7 y sal CPW) durante 8-16 horas a 25 °C con agitacién de 40 rpm en la oscuridad. Las soluciones de
enzima/protoplasto se filtraron y se centrifugaron a 100 X g durante 3-5 minutos. Los protoplastos se
resuspendieron en solucién CPW después de contar las células bajo el microscopio (X100) utilizando un
hemocitémetro. Finalmente, los protoplastos se resuspendieron a razon de 1x108 /ml en solucion MMG (HEPES
4 mM pH 5.7, manitol 400 mM y MgCI2 15 mM). Para transfectar los protoplastos con el complejo Cas9/ARNgcs,
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se mezclaron suavemente 200 uL (200,000 protoplastos) de la suspensidn de protoplastos con 3.3 0 10 pL del
complejo Cas9/ARNgcs [proteina Cas9 (6 pg/puL) y dos ARNgces (2.2 pg/uL cada uno)] y 200 pl de tampédn de
transfeccién de polietilenglicol al 40 % (PEG4000 al 40 %, manitol 200 mM y CaCI2 100 mM) en tubos de 2 ml.
Después de 5 ~ 20 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se detuvo la transfeccién agregando
tampén de lavado con solucion WS (MES 2 mM pH 5.7, NaCl 154 mM, CaCl, 125 mM y KCI 5 mM). Los
protoplastos se recogieron mediante centrifugacién durante 5 min a 100 x g, se lavaron con 1 ml de solucién
W5, se centrifugaron durante otros 5 min a 100 x g. La densidad de los protoplastos se ajusté a 1 x 105/ml y
se cultivaron en medio liquido KM 8p modificado con glucosa 400 mM.

4-4. Deteccién de mutaciones en protoplastos y plantas de Arabidopsis

Después de 24 o 72 horas de la transfeccidn, se recolectaron los protoplastos y se aislé el ADN genémico. La
regién de ADN gendmico que abarca los dos sitios objetivo se amplificé por PCR y se someti6 al ensayo T7E1.
Como se muestra en la Figura 11, las indeles fueron inducidas por RGEN a frecuencias altas que variaron del
50 % al 70 %. Sorprendentemente, se indujeron mutaciones 24 horas después de la transfeccién.
Aparentemente, la proteina Cas9 funciona inmediatamente después de la transfeccién. Los productos de PCR
se purificaron y clonaron en el kit de clonacién de PCR T-Blunt (Solgent). Los plasmidos se purificaron y se
sometieron a secuenciacién de Sanger con el cebador M13F. Una secuencia mutante tenia una eliminacién de
7 pb en un sitio (Figura 12). Las otras tres secuencias mutantes tenian eliminaciones de segmentos de ADN
de ~220 pb entre los dos sitios RGEN.

Ejemplo 5: Transduccidn de la proteina Cas9 mediante un péptido que penetra en la célula o un dominio
de transduccién de proteinas

5-1. Construccién del plasmido codificador de His-Cas9

Se preparé Cas9 con una cisteina en el terminal C mediante amplificacién por PCR utilizando el plasmido Cas9
descrito previamente {Cho, 2013 #166} como plantilla y se cloné en el vector pET28-(a) (Novagen, Merk
Millipore, Alemania) que contenia la etiqueta His en el terminal N.

5-2. Cultivo celular

Se cultivaron 293T (linea celular de rifién embrionario humano) y Hela (linea celular de cancer de ovario
humano) en DMEM (GIBCO-BRL Rockville) suplementado con 10 % de FBS y 1 % de penicilina y
estreptomicina.

5-3. Expresién y purificacion de la proteina Cas9

Para expresar la proteina Cas9, las células BL21 de E. coli se transformaron con el vector pET28-(a) que
codifica Cas9 y se sembraron en medio de agar Luria-Bertani (LB) que contenia 50 pg/mL de kanamicina
(Amresco, Solon, OH). Al dia siguiente, se seleccioné una sola colonia y se cultivé en caldo LB que contenia
50 pg/mL de kanamicina a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, este cultivo iniciador a razén de 0.1 OD600
se inocul6 en caldo Luria que contenia 50 pg/mL de kanamicina y se incubé durante 2 horas a 37 °C hasta que
la OD600 alcanzé 0.6-0.8. Para inducir la expresién de la proteina Cas9, las células se cultivaron a 30 °C
durante la noche después de la adicidén de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) (Promega, Madison, WI)
hasta la concentracion final de 0.5 mM.

Las células se recolectaron por centrifugacién a 4000 rpm durante 15-20 minutos, se resuspendieron en un
tampén de lisis (Tris-Cl 20 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, céctel de inhibidores de proteasa 1X, 1
mg/ml de lisozima) y se lisaron por sonicacién (40 % de trabajo, pulso de 10 segundos, descanso de 30
segundos, durante 10 minutos en hielo). La fraccién soluble se separd como sobrenadante después de la
centrifugacién a 15,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. La proteina Cas9 se purificé a 4 °C utilizando una
columna que contenia resina de agarosa Ni-NTA (QIAGEN) y un instrumento AKTA prime (AKTA prime, GE
Healthcare, Reino Unido). Durante esta etapa de cromatografia, las fracciones de proteina soluble se cargaron
en una columna de resina de agarosa Ni-NTA (GE Healthcare, Reino Unido) a una velocidad de flujo de 1
ml/min. La columna se lavé con un tampén de lavado (Tris-Cl 20 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM,
céctel de inhibidores de proteasa 1X) y la proteina unida se eluyd a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min con
un tampén de elucién (Tris-Cl 20 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, imidazol250 mM, céctel de inhibidores de proteasa
1X). La fraccién eluida agrupada se concentré y se dializé frente a un tampén de almacenamiento (Tris-HCI 50
mM, pH 8.0, KCI 200 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, glicerol al 20 %). La concentracién de
proteina se cuantific6 mediante el ensayo de Bradford (BioRad, Hercules, CA) y la pureza se analizé6 mediante
SDS-PAGE utilizando albdmina de suero bovino como control.

5-4. Conjugacién de Cas9 a 9R4L

Se mezclaron suavemente 1 mg de proteina Cas9 diluida en PBS a una concentraciéon de 1 mg/mly 50 ug de
péptido maleimida-9R4L en 25 uL de DW (Peptron, Corea) utilizando un rotor a temperatura ambiente durante
2 horas y a 4 °C durante la noche. Para eliminar la maleimida-9R4L no conjugada, las muestras se dializaron
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utilizando una membrana de corte de peso molecular de 50 kDa frente a DPBS (pH 7.4) a 4 °C durante 24
horas. La proteina Cas9-9R4L se recolectd de la membrana de dialisis y la cantidad de proteina se determind
utilizando el ensayo de Bradford.

5-5. Preparacion de ARNgces-9R4L

Se afiadié suavemente ARNgcs (1 pg) a diversas cantidades de péptido COR4LC (con una relacién de peso
que oscilaba entre 1 y 40) en 100 pl de DPBS (pH 7.4). Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante
30 minutos y se diluyé 10 veces usando agua desionizada libre de RNasa. El diametro hidrodinamico y el
potencial z de las nanoparticulas formadas se midieron utilizando dispersién de luz dinamica (analizador ZS
Zetasizer-nano; Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

5-6. Tratamientos con proteina Cas9 y ARNgcs

Las células se trataron con Cas9-9R4L y ARNgcs-COR4LC de la siguiente manera: se agregaron 1 pg de
ARNgcs y 15 pg de péptido COR4LC a 250 mL de medio OPTIMEM vy se incubaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos. A las 24 horas de la siembra, las células se lavaron con medio OPTIMEM y se trataron con
el complejo ARNgcs-COR4LC durante 4 horas a 37 °C. Las células se lavaron nuevamente con medio
OPTIMEM y se trataron con Cas9-9R4L durante 2 horas a 37 °C. Después del tratamiento, el medio de cultivo
se reemplazé con medio completo que contenia suero y se incub6 a 37 °C durante 24 horas antes del siguiente
tratamiento. Se siguié el mismo procedimiento para tratamientos multiples de Cas9 y ARNgcs durante tres dias
consecutivos.

5-7. Cas9-9R4L y ARNgcs-9R4L pueden editar genes endégenos en células de mamiferos cultivadas sin el uso
de herramientas de administracidn adicionales

Para determinar si Cas9-9R4L y ARNgcs-9R4L pueden editar genes endégenos en células de mamiferos
cultivadas sin el uso de herramientas de administraciéon adicionales, tratamos células 293 con Cas9-9R4L y
ARNgcs-9R4L dirigidos al gen CCRS y analizamos el ADN gendmico. El ensayo T7E1 mostré que el 9 % del
gen CCRS5 se interrumpié en las células tratadas con Cas9-9R4L y ARNgcs-9R4L y que la interrupcion del gen
CCRS no se observé en las células de control, incluidas las no tratadas, tratadas con Cas9-9R o ARNgcs-9RA4L,
o tratadas con Cas-9 sin modificar y ARNgcs (Fig. 13), lo que sugiere que el tratamiento con la proteina Cas9-
9R4L y ARNgcs conjugado con 9R4L, pero no con Cas9 sin modificar y ARNgcs, puede conducir a una edicién
eficiente del genoma en células de mamiferos.

Ejemplo 6: Control de mutaciones fuera del objetivo de acuerdo con la estructura del ARN guia

Recientemente, tres grupos informaron que las RGEN tenian efectos fuera del objetivo en las células humanas.
Para nuestra sorpresa, las RGEN indujeron mutaciones de manera eficiente en sitios fuera del objetivo que
difieren entre 3 y 5 nucleétidos de los sitios objetivo. Observamos, sin embargo, que habia varias diferencias
entre nuestros RGEN vy los utilizados por otros. En primer lugar, utilizamos ARN dual, que es ARNcr mas
ARNecrtra, en lugar de ARN guia de cadena sencilla (ARNgcs), que esta compuesto de porciones esenciales
de ARNcr y ARNcrtra. En segundo lugar, transfectamos células K562 (pero no células HelLa) con ARNcr
sintético en lugar de plasmidos que codifican ARNcr. Las células HelLa fueron transfectadas con plasmidos que
codifican ARNcr. Otros grupos utilizaron plasmidos codificadores de ARNgcs. En tercer lugar, nuestro ARN guia
tenian dos nucleétidos de guanina adicionales en el extremo 5', que son necesarios para una transcripcion
eficiente por parte de la polimerasa T7 in vitro. No se incluyeron nucleétidos adicionales en el ARNgcs utilizado
por otros. Por lo tanto, la secuencia de ARN de nuestro ARN guia se puede mostrar como 5-GGXzo, mientras
que 5-GXjg, en el que Xy 0 GX49 corresponde a la secuencia objetivo de 20 pb, representa la secuencia
utilizada por otros. El primer nucleétido de guanina es necesario para la transcripciéon por la ARN polimerasa
en las células. Para probar si los efectos de RGEN fuera del objetivo pueden atribuirse a estas diferencias,
elegimos cuatro RGEN que indujeron mutaciones fuera del objetivo en células humanas a altas frecuencias
(13). Primero, comparamos nuestro método usando ARN dual transcrito in vitro con el método de transfeccién
de plasmidos que codifican ARNgcs en células K562 y midié las frecuencias de mutacién en los sitios objetivo
y fuera del objetivo a través del ensayo T7E1. Tres RGEN mostraron frecuencias de mutacién comparables en
sitios dentro y fuera del objetivo, independientemente de la composicién del ARN guia. Curiosamente, un RGEN
(sitio 1 de VEFGA) no indujo indeles en un sitio fuera del objetivo validado, que difiere en tres nucledtidos del
sitio objetivo (denominado OT1-11, Fig. 14), cuando se utilizé6 ARN dual sintético. Pero el ARN dual sintético no
discriminé el otro sitio validado fuera del objetivo (OT1-3), que difiere en dos nucledtidos del sitio objetivo.

A continuacién, probamos si la adicién de dos nucleétidos de guanina en el extremo 5' del ARNgcs podria hacer
que las RGEN sean més especificos comparando ARNges 5-GGXx (0 5'-GGGX49) con ARNges 5'-GXqo.
Cuatro ARNgcs GX49 complejados con Cas9 indujeron indeles con la misma eficiencia en sitios dentro y fuera
del objetivo, tolerando hasta cuatro desajustes de nucleétidos. En marcado contraste, ARNgcs GGXoo
discriminaron sitios fuera del objetivo de manera efectiva. De hecho, el ensayo T7E1 apenas detecté indeles
inducidos por RGEN en seis de los siete sitios fuera del objetivo validados cuando usamos los cuatro ARNgcs
GGXoo (Fig. 15). Observamos, sin embargo, que dos ARNges GGXyg (sitios 1y 3 de VEGFA) fueron menos

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3 005 455 T3

activos en los sitios objetivo que los ARNges GXig correspondientes. Estos resultados muestran que los
nucleétidos adicionales en el extremo 5' pueden afectar las frecuencias de mutacidn en sitios dentro y fuera del
objetivo, tal vez alterando la estabilidad, la concentracién o la estructura secundaria del ARN guia.

Estos resultados sugieren que tres factores - el uso de ARN guia sintético en lugar de pladsmidos que codifican
ARN guia, ARN dual en lugar de ARNgcs y ARNges GGXoo en lugar de ARNges GXqg - tienen efectos
acumulativos en la discriminacién de sitios fuera del objetivo.

Ejemplo 7: Nickasas Cas9 emparejadas

En principio, las roturas de cadena sencilla (SSB) no pueden repararse mediante NHEJ propensa a errores,
pero aun asi desencadenan una reparacién dirigida por homologia (HDR) de alta fidelidad o una reparacién
por escisién de bases. Pero la mutagénesis dirigida inducida por nickasa a través de HDR es mucho menos
eficiente que la mutagénesis inducida por nucleasa. Razonamos que las nickasas Cas9 emparejadas
producirian DSB compuestas, que desencadenan la reparacién del ADN a través de NHEJ o HDR, lo que
conduce a una mutagénesis eficiente (Fig. 16A). Ademés, las nickasas emparejadas duplicarian la especificidad
de la edicién del genoma basada en Cas9.

Primero probamos varias nucleasas y nickasas Cas9 disefiadas para apuntar a sitios en el locus AAVS1 (Fig.
16B) in vitro mediante electroforesis capilar fluorescente. A diferencia de las nucleasas Cas9 que cortaron
ambas cadenas de sustratos de ADN, las nickasas Cas9 compuestas de ARN guia y una forma mutante de
Cas9 en la que un residuo de aspartato catalitico se cambia por una alanina (Cas9 D10A) cortaron solo una
cadena, produciendo mellas especificas del sitio (Fig. 16 C,D). Sin embargo, es interesante que algunas
nickasas (AS1, AS2, AS3y S6 en la Fig. 17A) indujeron indeles en sitios objetivo en células humanas, lo que
sugiere que las mellas se pueden convertir en DSB, aunque de manera ineficiente in vivo. Las nickasas Cas9
emparejadas que producen dos mellas adyacentes en cadenas de ADN opuestas produjeron indeles en
frecuencias que variaron entre el 14 % y el 91 %, comparables a los efectos de las nucleasas emparejadas
(Fig. 17A). La reparacién de dos mellas que producirian salientes 5' condujo a la formacién de indeles con
mucha mas frecuencia que aquellos que producian salientes 3' en tres loci genémicos (Fig. 17Ay Fig. 18).
Ademas, las nickasas emparejadas permitieron una edicién dirigida del genoma a través de una reparacion
dirigida por homologia de manera mas eficiente que las nickasas individuales (Fig. 19).

A continuacién, medimos las frecuencias de mutacion de nickasas y nucleasas emparejadas en sitios fuera del
objetivo utilizando secuenciacién profunda. Las nucleasas Cas9 complejadas con tres ARNgcs indujeron
mutaciones fuera del objetivo en seis sitios que difieren en uno o dos nucleétidos de sus sitios objetivo
correspondientes con frecuencias que variaron entre 0.5 % y 10 % (Fig. 17B). Por el contrario, las nickasas
Cas9 emparejadas no produjeron indeles por encima del limite de deteccidén del 0.1 % en ninguno de los seis
sitios fuera del objetivo. El sitio S2 Off-1 que difiere en un solo nucleétido en la primera posicién en el PAM (es
decir, N en NGG) de su sitio en el objetivo puede considerarse como otro sitio en el objetivo. Como se esperaba,
la nucleasa Cas9 complejada con el ARNgcs S2 fue igualmente eficiente en este sitio y en el sitio objetivo. En
marcado contraste, Cas9 D10A complejado con los ARNgcs S2 y AS2 discriminé este sitio del sitio objetivo por
un factor de 270 veces. Esta nickasa emparejada también discriminé los sitios fuera del objetivo AS2 (Off-1 y
Off-9 en la Fig. 17B) del sitio en el objetivo por factores de 160 veces y 990 veces, respectivamente.

Ejemplo 8: Empalme de ADN cromosdmico inducido por nickasas Cas9 emparejadas

Dos DSB concurrentes producidos por nucleasas disefiadas como ZFN y TALEN pueden promover grandes
eliminaciones de los segmentos cromosémicos intermedios, segln se ha informado. Probamos si dos SSB
inducidos por nickasas Cas9 emparejadas también pueden producir eliminaciones en células humanas.
Utilizamos PCR para detectar eventos de eliminacién y descubrimos que siete nickasas emparejadas indujeron
eliminaciones de segmentos cromosémicos de hasta 1.1 kpb tan eficientemente como lo hicieron las nucleasas
Cas9 emparejadas (Fig. 20A, B). Las secuencias de ADN de los productos de PCR confirmaron los eventos de
eliminacién (Fig. 20C). Curiosamente, la secuencia coincidente de ARNgcs permanecié intacta en dos de los
siete amplicones de PCR especificos de eliminacidn (subrayados en la Figura 20C). Por el contrario, los pares
de nucleasas Cas9 no produjeron secuencias que contuvieran sitios objetivo intactos. Este hallazgo sugiere
que dos mellas distantes no se convirtieron en dos DSB separados para promover la eliminacién del segmento
cromosémico intermedio. Ademés, es poco probable que dos mellas separadas por més de 100 pb puedan
producir un DSB compuesto con grandes salientes en condiciones fisiolégicas porque la temperatura de fusién
es muy alta.

Proponemos que dos mellas distantes se reparen mediante el desplazamiento de la cadena en una direccién
de cabeza a cabeza, lo que da como resultado la formacién de un DSB en el medio, cuya reparacion a través
de NHEJ causa pequefias eliminaciones (Fig. 20D). Debido a que los dos sitios objetivo permanecen intactos
durante este proceso, las nickasas pueden inducir SSB nuevamente, desencadenando el ciclo repetidamente
hasta que se eliminen los sitios objetivo. Este mecanismo explica por qué dos mellas desplazadas que producen
salientes 5' pero no aquellos que producen salientes 3' indujeron indeles de manera eficiente en tres loci.
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Luego investigamos si las nucleasas y nickasas Cas9 pueden inducir translocaciones cromosémicas no
deseadas que resultan de la reparacion de la NHEJ de escisiones de ADN dentro y fuera del objetivo (Fig. 21A).
Pudimos detectar translocaciones inducidas por nucleasas Cas9 mediante PCR (Fig. 21B, C). No se
amplificaron dichos productos de PCR utilizando ADN genémico aislado de células transfectadas con los
plasmidos que codifican el par de nickasas Cas9 AS2+S3. Este resultado esta en linea con el hecho de que las
nickasas AS2 y S3, a diferencia de sus nucleasas correspondientes, no produjeron indeles en sitios fuera del
objetivo (Fig. 17B).

Estos resultados sugieren que las nickasas Cas9 emparejadas permiten una mutagénesis dirigida y grandes
eliminaciones de segmentos cromosémicos de hasta 1 kpb en células humanas. Es importante destacar que
las nickasas emparejadas no indujeron indeles en sitios fuera del objetivo en los que sus nucleasas
correspondientes inducen mutaciones. Ademas, a diferencia de las nucleasas, las nickasas emparejadas no
promovieron translocaciones no deseadas asociadas con escisiones de ADN fuera del objetivo. En principio,
las nickasas emparejadas duplican la especificidad de la mutagénesis mediada por Cas9 y ampliaran la utilidad
de las enzimas guiadas por ARN en aplicaciones que requieren una edicidn precisa del genoma, como la terapia
genética y celular. Una salvedad de este enfoque es que se necesitan dos ARNgcs altamente activos para
formar un par de nickasas eficientes, lo que limita los sitios objetivo. Como se muestra en este y otros estudios,
no todos los ARNgcs son igualmente activos. Cuando se utilizan clones individuales en lugar de poblaciones
de células para estudios o aplicaciones posteriores, la eleccién de ARN guia que representen secuencias
Unicas en el genoma y el uso de ARN guia optimizados serian suficientes para evitar mutaciones fuera del
objetivo asociadas con las nucleasas Cas9. Proponemos que tanto las nucleasas Cas9 como las nickasas
emparejadas son opciones poderosas que facilitaran la edicién precisa del genoma en células y organismos.

Ejemplo 9: Genotipificacion con endonucleasas guiadas por ARN derivadas de CRISPR/Cas

A continuacién, razonamos que las RGEN se pueden utilizar en el anélisis del polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), reemplazando las enzimas de restriccién convencionales. Las nucleasas
disefiadas, incluidas las RGEN, inducen indeles en sitios objetivo, cuando los DSB causados por las nucleasas
son reparados por el sistema de unién de extremos no homdlogos (NHEJ) propenso a errores. Los RGEN que
estan diseflados para reconocer las secuencias objetivo no pueden escindir secuencias mutantes con indeles,
pero escindirdn secuencias objetivo de tipo silvestre de manera eficiente.

9-1. Componentes de RGEN

El ARNcr y el ARNcrtra se prepararon mediante transcripcién in vitro utilizando el kit MEGAshortcript T7
(Ambion) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ARN transcritos se resolvieron en un gel PAGE
con urea desnaturalizante al 8 %. Se cortd la porciéon de gel que contenia ARN y se transfirié al tampén de
elucién. EIARN se recuperé en agua libre de nucleasas seguido de extraccién con fenol:cloroformo, extraccién
con cloroformo y precipitacién con etanol. El ARN purificado se cuantific6 mediante espectrometria. Las
plantillas para ARNcr se prepararon mediante hibridacién de un oligonucledtido cuya secuencia se muestra
como 5'-GAAATTAATACGACTCACTATAGGX0GTTTTAGAGCTATGCTGTTTTG-3' (SEQ ID NO: 76), en el que
Xoo es la secuencia objetivo y su oligonucleétido complementario. La plantilla para ARNcrtra se sintetiz
mediante la extensidn de oligonucledtidos directos e inversos (5'-GAAATTAATACGACTCACTATAGGAACCATT
CAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG-3' (SEQ ID NO: 77) y 5-AAAAAAGCACCGACTCGG
TGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATG-3' (SEQ ID NO: 78)) utilizando la
polimerasa Phusion (New England Biolabs).

9-2. Purificacién de la proteina Cas9 recombinante

El constructo de ADN de Cas9 utilizado en nuestro ejemplo anterior, que codifica Cas9 fusionado a la etiqueta
His6 en el terminal C, se insert6 en el vector de expresién pET-28a. La proteina Cas9 recombinante se expresd
en la cepa de E. coli BL21(DE3) cultivada en medio LB a 25 °C durante 4 horas después de la induccién con
IPTG 1 mM. Las células se recolectaron y se resuspendieron en un tampén que contenia Tris 20 mM pH 8.0,
NaCl 500 mM, imidazol 5 mM y PMSF 1 mM. Las células se congelaron en nitrégeno liquido, se descongelaron
a4 °C y se sonicaron. Después de la centrifugacion, la proteina Cas9 en el lisado se unié a resina de agarosa
Ni-NTA (Qiagen), se lavé con un tampén que contenia Tris 20 mM pH 8.0, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, y
se eluyé con un tampén que contenia Tris 20 mM pH 8.0, NaCl 500 mM e imidazol 250 mM. La proteina Cas9
purificada se dializé contra HEPES 20 mM (pH 7.5), KCI 150 mM, DTT 1 mM y glicerol al 10 % y se analizd
mediante SDS-PAGE.

9-3. Ensayo de endonucleasa | T7

El ensayo T7E1 se realiz de la siguiente manera. En resumen, los productos de PCR amplificados con ADN
gendmico se desnaturalizaron a 95 °C, se hibridaron nuevamente a 16 °C y se incubaron con 5 unidades de
Endonucleasa T7 | (New England BiolLabs) durante 20 minutos a 37 °C. Los productos de reaccién se
resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa del 2 al 2.5 %.

9-4. Ensayo RGEN-RFLP
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Los productos de PCR (100-150 ng) se incubaron durante 60 minutos a 37 °C con concentraciones optimizadas
(Tabla 10) de proteina Cas9, ARNcrtra, ARNcr en 10 pl de tampdn NEB 3 (1X). Después de la reaccién de
escision, se afiadié RNasa A (4 pg) y la mezcla de reaccion se incubd durante 30 minutos a 37 °C para eliminar
el ARN. Las reacciones se detuvieron con un tampén de solucién de detencién 6X que contenia 30 % de
glicerol, 1.2 % de SDS y EDTA 100 mM. Los productos se resolvieron con electroforesis en gel de agarosa al
1-2.5 % y se visualizaron con tincién de EtBr.

Tabla 10
[Tabla 10]

§Concentracic’)n de componentes de RGEN en ensayos de RFLP

;Nombre del objetivo §Ca39 (ng/ul) RNecr (ng/ul) ;ARNcrtra (ng/ul)
c4BPB 100 25 60
PIBF-NGG-RGEN 1100 125 60

HLA-B 1.2 " :

CCRS-ZFN 100

iespecifico de CTNNB1 de tipo silvestre

iespecifico de CTNNB1 mutante

iespecifico de KRAS WT (wt)

§espe0|’fico de KRAS mutante (m8)

‘especifico de KRAS WT (m6) \ | :
?especifico de KRAS mutante (m6,8) 30 10 20
éespecifico de PIK3CAWT (wt) %100 25 60
éespecifico de PIK3CA mutante (m4) | ,

iespecifico de PIK3CAWT (m7)

iespecifico de PIK3CA mutante (m4,7)

\especifico de BRAF WT

iespecifico de BRAF mutante

.............................................................................................................................................................................................................

‘especifico de NRAS WT

PIBF-NAG-RGEN

Tabla 11

.....................................................................................................................................................................................................

CRS(RGEN) F1  (CTCCATGGTGCTATAGAGCA 718
F2  GAGCCAAGCTTCTCCATCTAGT 80
§ . GCCCTGTCAAGAGTTGACAC 81
(CCR5(ZFN) . GCACAGGTGGAACAAGATGGA 82

CCAGGTACCTATCGATTGTCAGG

CR5(del32)
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1 TATTTGGCTGGTTGAAAGGG 56
R  AAAGTCATGAAAAAACACACCCA 87
F2 (CTGCATTGATATGGTAGTACCATG \
R2 \GCTGTTCATTGCAATGGAATG 59
CTNNBT  F ATGGAGTTGGACATGGCCATGG 90
""""""""""""""  ACTCACTATCCACAGTTCAGCATTTAC
o |
KRAS  IF  TGGAGATAGCTGTCAGCAACTTT 92 |
|  CAACAA AGCAAAG- 93
 GTAAAGTTGGTAATAG
..................................... T T

{GATTGTGCAATTCCTATGCAATCGGTC

RAS

IDH1 F | CATCACTGCAGTTGTAGGTTATAACTATC 98
c :

{TTGAAAACCACAGATCTGGTTGAACC

GGAGTGCCAAGAGAATATCTGG

PIBF

9-5. Ensayo de escisidén de plasmidos

El plasmido linealizado tratado con enzima de restricciéon (100 ng) se incubd durante 60 minutos a 37 °C con
proteina Cas9 (0.1 pg), ARNcrtra (60 ng) y ARNcr (25 ng) en 10 ul de tampén NEB 3 (1X). Las reacciones se
detuvieron con una solucién de detencién 6X que contenia 30 % de glicerol, 1.2 % de SDS y EDTA 100 mM.
Los productos se resolvieron con electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se visualizaron con tincién de EtBr.

9-6. Estrategia del RFLP

Se pueden crear facilmente nuevos RGEN con especificidades de ADN deseadas reemplazando ARNcr; no se
requiere una purificacién de novo de proteinas personalizadas una vez que la proteina Cas9 recombinante esta
disponible. Las nucleasas disefiadas, incluidas las RGEN, inducen pequefias inserciones o eliminaciones
(indeles) en sitios objetivo cuando los DSB causados por las nucleasas se reparan mediante unidén de extremos
no homdlogos propensos a errores (NHEJ). Los RGEN que estan disefiados para reconocer las secuencias
objetivo escinden secuencias de tipo silvestre de manera eficiente, pero no pueden escindir secuencias
mutantes con indeles (Fig. 22).

Primero probamos si las RGEN pueden escindir de manera diferencial plasmidos que contienen secuencias
objetivo C4BPB de tipo silvestre o modificadas que albergan indeles de 1 a 3 bases en el sitio de escisién.
Ninguno de los seis plasmidos con estos indeles fue escindido por un RGENS especifico de C4ABPB compuesto
por ARNcr especifico del objetivo, ARNcrtra y proteina Cas9 recombinante (Fig. 23). Por el contrario, el
plasmido con la secuencia objetivo intacta fue escindido eficientemente por este RGEN.

9-7. Deteccién de mutaciones inducidas por los mismos RGEN mediante RFLP mediada por RGEN

A continuacién, para probar la viabilidad del RFLP mediado por RGEN para la deteccién de mutaciones
inducidas por los mismos RGEN, utilizamos clones de células cancerosas humanas K562 modificados
genéticamente establecidos utilizando un RGEN dirigido al gen C4ABPB (Tabla 12).

Tabla 12
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[Tabla 12]

‘Secuencia objetivo de RGEN utilizada en este estudio

en fSecuencia objetivo
(C4BPB humano AATGACCACTACATCCTCAA
EPibf1 de raton A ATGATGTCTCATCATCA! 5105
5 | AGG :

Los clones mutantes CABPB utilizados en este estudio tienen varias mutaciones que van desde la eliminacién
de 94 pb hasta la insercién de 67 pb (Fig. 24A). Es importante destacar que todas las mutaciones ocurridas en
clones mutantes dieron como resultado la pérdida del sitio objetivo de RGEN. Entre los 6 clones C4BPB
analizados, 4 clones tienen alelos tanto de tipo silvestre como mutantes (+/-) y 2 clones solo tienen alelos
mutantes (-/-).

Los productos de PCR que abarcan el sitio objetivo de RGEN amplificado a partir del ADN genémico de K562
de tipo silvestre fueron digeridos completamente por la RGEN compuesta de ARNcr especifico del objetivo,
ARNcrtra y proteina Cas9 recombinante expresada y purificada a partir de E. coli (Fig. 24B/Carril 1). Cuando
los clones mutantes C4BPB se sometieron al anélisis RFLP utilizando la RGEN, los amplicones de PCR de los
clones +/- que contenian tanto alelos de tipo silvestre como mutantes fueron parcialmente digeridos, y aquellos
de los clones -/- que no contenian el alelo de tipo silvestre no fueron digeridos en absoluto, lo que no produjo
ningln producto de escisién correspondiente a la secuencia de tipo silvestre (Fig. 24B). Incluso una insercién
de una sola base en el sitio objetivo bloqued la digestién (clones #12 y #28) de alelos mutantes amplificados
por la RGEN C4BPB, lo que demuestra la alta especificidad del RFLP mediado por RGEN. Sometimos los
amplicones de PCR al ensayo T7E1 sensible al desajuste en paralelo (Fig. 24B). En particular, el ensayo T7E1
no pudo distinguir los clones -/- de los clones +/-. Para empeorar las cosas, el ensayo T7E1 no puede distinguir
los clones mutantes homocigotos que contienen la misma secuencia mutante de los clones de tipo silvestre,
porque la hibridacién de la misma secuencia mutante formard un homoduplex. Por lo tanto, el RFLP mediado
por RGEN tiene una ventaja critica sobre el ensayo de nucleasa sensible al desajuste convencional en el
analisis de clones mutantes inducidos por nucleasas disefiadas, incluidas ZFN, TALEN y RGEN.

9-8. Ensayo cuantitativo para anélisis de RGEN-RFLP

También investigamos si el analisis de RGEN-RFLP es un método cuantitativo. Las muestras de ADN genémico
aisladas del clon nulo CABPB y de las células de tipo silvestre se mezclaron en diversas proporciones y se
utilizaron para amplificaciones por PCR. Los productos de PCR se sometieron a la genotipificacién de RGEN y
al ensayo T7E1 en paralelo (Fig. 25b). Como se esperaba, la escisién del ADN por la RGEN fue proporcional
a la relacién entre el tipo silvestre y el mutante. Por el contrario, los resultados del ensayo T7E1 se
correlacionaron pobremente con las frecuencias de mutacién inferidas a partir de las proporciones y fueron
inexactos, especialmente en un alto porcentaje de mutantes, una situacién en la que las secuencias mutantes
complementarias pueden hibridarse entre si para formar homoduplex.

9-9. Anélisis de fundadores de ratones mutantes mediante genotipado de RFLP mediado por RGEN

También aplicamos la genotipificacion de RFLP mediada por RGEN (genotipificacion de RGEN para abreviar)
al analisis de fundadores de ratones mutantes que se habian establecido mediante la inyeccién de TALEN en
embriones unicelulares de ratén (Fig. 26A). Disefiamos y utilizamos un RGEN que reconocid el sitio objetivo
TALEN en el gen Pibf1 (Tabla 10). Se aisl6 el ADN gendmico de un ratén de tipo silvestre y de ratones mutantes
y se someti6 a genotipificacion de RGEN después de la amplificacién por PCR. La genotipificacion de RGEN
detectd con éxito varias mutaciones, que iban desde eliminaciones de uno a 27 pb (Fig. 26B). A diferencia del
ensayo T7E1, la genotipificacion de RGEN permitié la deteccidn diferencial del fundador +/-y -/-.

9-10. Detecciéon de mutaciones inducidas en células humanas por una ZFN especifica de CCRS utilizando
RGEN

Ademas, utilizamos RGEN para detectar mutaciones inducidas en células humanas por una ZFN especifica de
CCRYS, lo que representa otra clase de nucleasas disefiadas (Fig. 27). Estos resultados muestran que las RGEN
pueden detectar mutaciones inducidas por nucleasas distintas a las propias RGEN. De hecho, esperamos que
las RGEN puedan disefiarse para detectar mutaciones inducidas por la mayoria, si no todas, las nucleasas
disefiadas. La Unica limitacién en el disefio de un ensayo de genotipificacién de RGEN es el requisito del
dinucleétido GG 0 AG (CC o CT en la cadena complementaria) en la secuencia PAM reconocida por la proteina
Cas9, que aparece una vez cada 4 pb en promedio. Se espera que las indeles inducidas en cualquier parte
dentro de la regidén semilla de varias bases en ARNcr y los nucleétidos PAM interrumpan la escision del ADN
catalizada por RGEN. De hecho, identificamos al menos un sitio RGEN en la mayoria (98 %) de los sitios ZFN
y TALEN.
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9-11. Deteccién de polimorfismos o variaciones mediante RGEN

A continuacién, disefiamos y probamos una hueva RGEN que se dirige a un locus altamente polimérfico, HLA-
B, que codifica el antigeno leucocitario humano B (también conocido como proteina del MHC de clase I) (Fig.
28). Las células Hela se transfectaron con plasmidos RGEN y el ADN genémico se someti6 a analisis T7E1y
RGEN-RFLP en paralelo. T7E1 produjo bandas falsas positivas que resultaron de polimorfismos de secuencia
cerca del sitio objetivo (Fig. 25¢). Sin embargo, como se esperaba, la misma RGEN utilizada para la disrupcién
genética escindié completamente los productos de PCR de las células de tipo silvestre, pero parcialmente los
de las células transfectadas con RGEN, lo que indica la presencia de indeles inducidos por RGEN en el sitio
objetivo. Este resultado muestra que el analisis de RGEN-RFLP tiene una clara ventaja sobre el ensayo T7E1,
especialmente cuando no se sabe si los genes objetivo tienen polimorfismos o variaciones en las células de
interés.

9-12. Deteccién de mutaciones recurrentes encontradas en el cancer y polimorfismos naturales mediante
analisis de RGEN-RFLP

El analisis de RGEN-RFLP tiene aplicaciones mas alld de la genotipificacién de mutaciones inducidas por
nucleasas disefiadas. Buscamos utilizar la genotipificacién de RGEN para detectar mutaciones recurrentes
encontradas en el cancer y polimorfismos naturales. Elegimos la linea celular de cancer colorrectal humano,
HCT1186, que presenta una eliminacién de 3 pb de ganancia de funcién en el gen oncogénico CTNNB1 que
codifica la beta-catenina. Los productos de PCR amplificados a partir del ADN gendémico HCT116 fueron
escindidos parcialmente por RGEN especificos del tipo silvestre y especificos del mutante, de acuerdo con el
genotipo heterocigoto en las células HCT116 (Fig. 29a). En marcado contraste, los productos de PCR
amplificados a partir del ADN de células HelLa que albergaban solo alelos de tipo silvestre fueron digeridos
completamente por la RGEN especifica del tipo silvestre y no fueron escindidos en absoluto por la RGEN
especifica de la mutacién.

También observamos que las células HEK293 albergan la eliminacién de 32 pb (del32) en el gen CCRS5, que
codifica un correceptor esencial de la infeccién por VIH: los portadores homocigotos del32 CCR5 son inmunes
a la infeccién por VIH. Disefiamos una RGEN especifica para el alelo del32 y otra para el alelo de tipo silvestre.
Como se esperaba, la RGEN especifica del tipo silvestre escindié completamente los productos de PCR
obtenidos de las células K562, SKBR3 o Hela (utilizadas como controles de tipo silvestre), pero parcialmente
los de las células HEK293 (Fig. 30a), lo que confirma la presencia del alelo del32 no escindible en las células
HEK293. Sin embargo, inesperadamente, la RGEN especifica del32 escindié los productos de PCR de las
células de tipo silvestre con tanta eficiencia como los de las células HEK293. Curiosamente, esta RGEN tenia
un sitio fuera del objetivo con un desajuste de una sola base inmediatamente después del sitio objetivo (Fig.
30). Estos resultados sugieren que las RGEN se pueden utilizar para detectar indeles naturales, pero no pueden
distinguir secuencias con polimorfismos de un solo nucleétido o mutaciones puntuales debido a sus efectos
fuera del objetivo.

Para genotipar variaciones oncogénicas de un solo nucleétido utilizando RGEN, atenuamos la actividad de
RGEN empleando un ARN guia con una sola base no coincidente en lugar de un ARN perfectamente
coincidente. Las RGEN que contenian el ARN guia perfectamente coincidente especifico para la secuencia de
tipo silvestre o la secuencia mutante escindieron ambas secuencias (Figs. 31a y 32a). Por el contrario, las
RGEN que contenian un ARN guia con una sola base no coincidente distinguieron las dos secuencias, lo que
permiti6 la genotipificacion de tres mutaciones puntuales oncogénicas recurrentes en los genes KRAS, PIK3CA
e IDH1 en lineas celulares de cancer humano (Fig. 29b y Figs. 33a, b). Ademés, pudimos detectar mutaciones
puntuales en los genes BRAF y NRAS utilizando RGEN que reconocen la secuencia NAG PAM (Figs. 33c,d).
Creemos que podemos utilizar RGEN-RFLP para genotipar casi todas, si no todas, las mutaciones o
polimorfismos en el genoma humano y otros genomas.

Los datos anteriores proponen que las RGEN proporcionan una plataforma para utilizar un anélisis de RFLP
simple y robusto para diversas variaciones de secuencia. Con una alta flexibilidad en la reprogramacién de la
secuencia objetivo, las RGEN se pueden utilizar para detectar diversas variaciones genéticas (variaciones de
un solo nucleétido, pequefias inserciones/eliminaciones, variaciones estructurales), como mutaciones
recurrentes relacionadas con enfermedades, genotipos relacionados con la respuesta a medicamentos por
parte de un paciente y también mutaciones inducidas por nucleasas disefiadas en células. En el presente
documento, utilizamos la genotipificacibn de RGEN para detectar mutaciones inducidas por nucleasas
disefiadas en células y animales. En principio, también se podrian utilizar RGEN que detecten y escindan
especificamente variaciones y mutaciones que ocurren naturalmente.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un ARN guia de cadena sencilla (ARNgcs) y una proteina Cas9 de
Streptococcus pyogenes, en la que el ARNgcs y la proteina Cas9 estan presentes en una proporciéon molar que
variaentre 29:14.0a29: 1.4.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la proteina Cas9 es una proteina recombinante.
3. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que la proteina Cas9 se expresé en E. coli.

4. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el ARNgcs comprende
una porcion de ARN CRISPR (ARNcr) fusionada a una porcién de ARNcr transactivadora (ARNcrtra).

5. Un uso in vitro o ex vivo de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para
transfectar una célula humana para la edicién del genoma en dicha célula humana.

6. El uso in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la composicién se utiliza para inducir
una alteracion dirigida de un gen end6geno en dicha célula humana.

7. Un método in vitro o ex vivo para inducir una mutagénesis dirigida en el genoma de una célula humana,
comprendiendo el método las etapas de proporcionar una composicién de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, y transfectar dicha célula humana con dicha composicién.

8. Un método in vitro o ex vivo de preparacidén de una célula humana que comprende la etapa de cotransfectar
la célula con una proteina Cas9 de Estreptococo pyogenes y un ARNgcs mediante el uso de la composicién de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

9. El uso in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6 o el método in vitro o ex vivo de acuerdo con
la reivindicacién 7 u 8, en el que la célula humana se transfecta mediante electroporacién.

10. El uso in vitro o ex vivo o el método in vitro 0 ex vivo de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en el que la
electroporacion es una nucleofeccion.
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{Fig, 14b]
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[Fig. 1Ta}
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[Fig. 2]
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{Fig. 25b)
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{Pig. Il
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RFLP con ARN
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SCTACCACARCTCLTY -~ ~CTGAG . 133-13% del TOY
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1Fig. Myl

KRAS

Hela
GTAGTTOOAGUTGGTOGUGTAGE Tipo silvestre

AB48
GTAGTTGGAGCTAGTGLCRTAGG ©.34G>A

RFLP con ARN
especifico deWT

GTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGG

RFLP con ARN
aspecificode mutante

GTAGTTORAGUTRGTGOUGTAGG
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(P 32a)

PIKICA

Hel.a
CAAATGAATGATGCACATCATGG Tipo silvestre

HCT118
CAAATGAATGATGCACATCATGG Tipo silvestre
CAAATGAATGATGCAQEITCATGG C.3140A>G

Hela  H{T1l6

RFLP con ARN
especifico deWT
CAAATGAATGATGCACATCATGS
RFLP con ARN

especificode mutante
CAAATGAATGATGCACY]

CATGE
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{Fig. 33

{DH1

Hela

\\\\\\\\\\\\\

ATCATAGGIRTCATEUTTATOS, 0.3840>T

Hela HTHO80

PCR

RFLP con ARN
especifico deWT

ATCATAGGTCGTATTGCTTAIGE
RFLP con ARN

gspacificode mutante
ATCATAGOTGTALTGCTTATGS

85



ES 3 005 455 T3

[Fig. 330

PIK3CA

Hela
CAAATGAATGATGCACATCATES Tipo silvestre

HOTIH8
CARATRAATGATGUACATCATES Tipo silvestre
CAMATGAATGATGCAGENCATEE C.31408>0

Hela HCTHES

AR

PCR

RFLP con ARN
especifico deWT
CAAATGAATGATETACATCATGE

RFLP con ARN
especificode mutante

CAAATGAATGATATACRITCATGE

ORI
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[Fig, 3¢l

NRAS

Hela
CTGGACAAGAAGAGTACAGTGLL Tipo slivestre

HT1080 |
CTOGACAAGAAGAGTACAGTECC Tipo silvestre
CTGOAIRAGAAGASTACAGTECL ¢ 181C>»A

Hella MTIHOS80

PCR

RFLP con ARN
especifico deWT
CTOGACAAGAAGAGTACAGTGLC

RFLP con ARN
especificode mutante
CTGGHERAGAAGAGTACAGTGLC
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(P, 3341

BRAF

Hela
ACTCCATCGAGATTTCACTGIAG Tipo silvestre

HT29
ACTCCATCGAGATTTCACTGTAG Tipo silvestre
ACTCCATCOAGATTTIRTGTAG {c.1799T>A)

Mela HT28

PCR

RFLP con ARN
espenifico deWT

ACTCCATCGAGATTTCACTRTIAG
RFLP con ARN

especificode mutante
ACTCCATCGAGATTTQLETGIAG
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