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DESCRIPCION
Modificacion y regulacion del genoma basada en CRISPR

Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a una modificacion dirigida del genoma. En particular, la divulgacion se refiere a
endonucleasas guiadas por ARN que comprenden la proteina de tipo CRISPR/Cas y procedimientos para usar
dichas proteinas para modificar y regular secuencias cromosomicas dirigidas.

Antecedentes de la invencion

La modificacion gendémica dirigida es una herramienta poderosa para la manipulacion genética de las células
eucariotas, de embriones y de animales. Por ejemplo, las secuencias exdgenas se pueden integrar en localizaciones
gendmicas dirigidas y/o las secuencias cromosémicas enddgenas especificas se pueden eliminar, desactivar o
modificar. Los procedimientos actuales se basan en el uso de enzimas nucleasas disefiadas genéticamente, tales
como, por ejemplo, las nucleasas de dedos de cinc (ZFN, del inglés zinc finger nucleases) o nucleasas de tipo
activadores de transcripcion (TALEN, del inglés transcription activator-like effector nucleases). Estas nucleasas
quiméricas contienen modulos de unidon a ADN programables y especificos de secuencia unidos a un dominio de
escision de ADN no especifico. Cada nueva diana gendmica, sin embargo, requiere el disefio de una nueva ZFN o
TALEN que comprende un nuevo moédulo de unién a ADN especifico de secuencia. Por lo tanto, estas nucleasas
disefiadas a medida tienden a ser costosas y requieren mucho tiempo para prepararse. Por otra parte, las
especificidades de ZFN y TALEN son tales que pueden mediar en escisiones fuera de la diana.

Por lo tanto, existe una necesidad de una tecnologia de modificacion de genoma dirigida que no requiera el disefio
de una nueva nucleasa para cada nueva localizacion gendémica dirigida. Ademas, existe una necesidad de una
tecnologia con especificidad aumentada con pocos o sin efectos fuera de la diana.

Sumario de la invencién

La presente invenciéon proporciona un procedimiento para modificar una secuencia cromosdémica en una célula
eucariota, comprendiendo el procedimiento introducir en la célula eucariota dos sistemas de nickasa guiados por
ARN o acido nucleico que codifica dichos sistemas y, opcionalmente un polinucleétido donador en el que cada
sistema de nickasa guiado por ARN comprende (i) una endonucleasa guiada por ARN que se modifica para escindir
una cadena de una secuencia de cadena doble y (ii) un ARN guia que comprende una primera region que tiene
complementariedad con un sitio diana en la secuencia cromosémica y una segunda regién que interacciona con la
endonucleasa guiada por ARN, en la que cada sitio diana esta seguido inmediatamente por un motivo adyacente de
protoespaciador (PAM), y los sitios diana de las dos endonucleasas guiadas por ARN estan en cadenas opuestas de
la secuencia cromosomica; y cultivar la célula eucariota, de manera que las dos endonucleasas guiadas por ARN
escindan cadenas opuestas de la secuencia cromosdémica en estrecha proximidad, lo suficiente como para introducir
una rotura de doble cadena en la secuencia cromosomica, y reparar la rotura de cadena doble mediante un proceso
de reparacion de ADN que lleva a la modificaciéon de la secuencia cromosémica, en la que el procedimiento no
comprende un proceso de modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser humano y, en el que el
procedimiento no comprende un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o
terapia.

La presente invencién también proporciona un procedimiento ex vivo o in vitro para modificar una secuencia
cromosomica de una célula eucariota, comprendiendo el procedimiento:

a) introducir en la célula eucariota dos sistemas de nickasa guiados por ARN o acido nucleico que codifica dichos
sistemas y, opcionalmente, un polinucleétido donador en el que cada sistema de nickasa guiado por ARN
comprende

(i) Una endonucleasa guiada por ARN que se modifica para escindir una cadena de una secuencia de
cadena doble; y
(ii) Un ARN guia que comprende una primera region que tiene complementariedad con un sitio diana

en la secuencia cromosémica y una segunda region que interacciona con la endonucleasa guiada por ARN,

en la que cada sitio diana esta seguida inmediatamente por un motivo adyacente de protoespaciador (PAM) y los
sitios diana de las dos endonucleasas guiadas por ARN estan en cadenas opuestas de la secuencia
cromosomica; y

b)  Cultivar la célula eucariota de tal manera que las dos endonucleasas guiadas por ARN escindan cadenas
opuestas de la secuencia cromosomica en estrecha proximidad, lo suficiente como para introducir una rotura de
doble cadena en la secuencia cromosOmica, y reparar la rotura de doble cadena mediante un proceso de
reparacion de ADN que lleva a la modificaciéon de la secuencia cromosémica, en la que el procedimiento no
comprende un proceso de modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser humano.
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En una realizacion, la endonucleasa guiada por ARN puede derivar de una proteina Cas9. En otra realizacion, el
acido nucleico que codifica la endonucleasa guiada por ARN introducida en la célula o embrion puede ser ARNm. En
una realizacion adicional, el acido nucleico que codifica la endonucleasa guiada por ARN introducida en la célula
puede ser ADN. En una realizacion adicional, el ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN puede ser parte
de un vector que comprende adicionalmente una secuencia que codifica el ARN guia. En determinadas
realizaciones, la célula eucariota puede ser una célula humana, una célula de mamifero no humano, una célula
madre, una célula de vertebrado no mamifero, una célula de invertebrado, una célula vegetal, o un organismo
eucariota unicelular. En otras determinadas realizaciones, la célula eucariota es un embrién unicelular de animal no
humano.

Otros aspectos y repeticiones de la divulgacion se detallan a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 representa el grafico de la modificacion del genoma usando dos endonucleasas guiadas por ARN, en
la que una rotura de doble cadena se genera mediante dos endonucleasas guiadas por ARN que se han
convertido en nickasas.

La FIG. 2 el clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS) de células K562 humanas transfectadas
con acido nucleico de Cas9, ARN que guia Cas9 y donador de ADN AAVS1-GFP. El eje Y representa la
intensidad de auto fluorescencia en un canal rojo, y el eje X representa la intensidad de fluorescencia verde. (A)
células K562 transfectadas con 10 yg de ARNm de Cas9 transcrito con un analogo de casquete anti-inverso, 0,3
nmol de doble cadena de ARNcr-ARNtracr prealineada, y 10 ug ADN del plasmido AAVS1-GFP; (B) células K562
transfectadas con 10 ug de ARNm de Cas9 transcrito con un analogo de casquete anti-inverso, 0,3 nmol de ARN
quimérico y 10 ug ADN del plasmido AAVS1-GFP; (C) células K562 transfectadas con 10 ug de ARNm de Cas9
con casquete mediante la reaccion de postranscripcion de casquete, 0,3 nmol de ARN quimérico y 10 ug ADN
del plasmido AAVS1-GFP; (D) células K562 transfectadas con 10 ug de ADN del plasmido de Cas9, 5 ug de ADN
del plasmido de ARN quimérico con U6, y 10 ug de ADN del plasmido AAVS1-GFP; (E) células K562
transfectadas con 10 ug de ADN del plasmido AAVS1-GFP; (F) células K562 transfectadas solo con reactivos de
transfeccion.

La FIG. 3 presenta un analisis de PCR de unién que documenta la integracion dirigida de GFP en el locus
AAVS1 en células humanas. Carril M: marcadores moleculares de ADN de 1 kb; Carril A: células K562
transfectadas con 10 uyg de ARNm de Cas9 transcrito con un analogo de casquete anti-inverso, 0,3 nmol de
doble cadena de ARNcr-ARNtracr prealineada, y 10 ug ADN del plasmido AAVS1-GFP; Carril B: células K562
transfectadas con 10 ug de ARNm de Cas9 transcrito con un analogo de casquete anti-inverso, 0,3 nmol de ARN
quimérico y 10 yg ADN del plasmido AAVS1-GFP; Carril C: células K562 transfectadas con 10 uyg de ARNm de
Cas9 con casquete mediante la reaccion de postranscripcion de casquete, 0,3 nmol de ARN quimérico y 10 ug
ADN del plasmido AAVS1-GFP; Carril D: células K562 transfectadas con 10 ug de ADN del plasmido de Cas9, 5
pg de ADN del plasmido de ARN quimérico con U6, y 10 ug de ADN del plasmido AAVS1-GFP; Carril E: células
K562 transfectadas con 10 pg de ADN del plasmido AAVS1-GFP; Carril F: células K562 transfectadas solo con
reactivos de transfeccion.

Descripcion detallada de la invenciéon

En el presente documento se desvelan endonucleasas guiadas por ARN, que comprenden al menos una sefal de
localizacién nuclear, al menos un dominio nucleasa, y al menos un dominio que interacciona con un ARN guia para
dirigir la endonucleasa a una secuencia de nucledtidos especifica para la escision. También se desvelan acidos
nucleicos que codifican las endonucleasas guiadas por ARN, asi como procedimientos para usar las endonucleasas
guiadas por ARN para modificar las secuencias cromosémicas de células eucariotas o embriones. La endonucleasa
guiada por ARN interacciona con los ARN guia especificos, cada uno de los cuales dirige la endonucleasa a un sitio
especifico dirigido, en cuyo sitio la endonucleasa guiada por ARN introduce una rotura de doble cadena que se
puede reparar mediante un proceso de reparacién de ADN de manera que la secuencia cromosomica se modifica.
Dado que la especificidad la proporciona el ARN guia, la endonucleasa basada en ARN es universal y se puede usar
con diferentes ARN guias para dirigirse a diferentes secuencias genémicas. Los procedimientos desvelados en el
presente documento se pueden usar para dirigirse y modificar secuencias cromosémicas especificas y/o introducir
secuencias exdgenas en localizaciones diana en el genoma de células o embriones. Se excluyen los procedimientos
que comprenden un proceso para modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser humano. Por otro
lado, el direccionamiento es especifico con efectos limitados fuera de la diana.

() Endonucleasas guiadas por ARN

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona endonucleasas guiadas por ARN que comprenden al menos una
sefial de localizacion nuclear, que permite la entrada de la endonucleasa en el nucleo de células eucariotas y
embriones tales como, por ejemplo, embriones unicelulares no humanos. Las endonucleasas guiadas por ARN
también comprenden al menos un dominio nucleasa y al menos un dominio que interacciona con un ARN guia. Una
endonucleasa guiada por ARN se dirige a una secuencia especifica de acido nucleico (o sitio diana) mediante un
ARN guia. EI ARN guia interacciona con la endonucleasa guiada por ARN asi como con el sitio diana de manera
que, una vez dirigida al sitio diana, la endonucleasa guiada por ARN es capaz de introducir una rotura de doble
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cadena en el sitio diana de la secuencia de acido nucleico. Dado que el ARN guia proporciona la especificidad para
la escision dirigida, la endonucleasa de la endonucleasa guiada por ARN es universal y se puede usar con diferentes
ARN guia para escindir diferentes secuencias diana de acido nucleico. En el presente documento se desvelan
endonucleasas guiadas por ARN, acidos nucleicos aislados (es decir, ARN y ADN) que codifica las endonucleasas
guiadas por ARN, los vectores que comprenden acidos nucleicos que codifican las endonucleasas guiadas por ARN
y los complejos de proteina-ARN que comprenden la endonucleasa guiada por ARN mas un ARN guia.

La endonucleasa guiada por ARN puede provenir de un sistema de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas (CRISPR)/(Cas) asociado a CRISPR. El sistema CRISPR/Cas puede ser un sistema
de tipo |, de tipo Il o de tipo lll. Los ejemplos no limitantes de proteinas CRISPR/Cas incluyen Cas3, Cas4, Cas5,
Casb5e (o CasD), Cas6, Casbe, Cas6f, Cas7, Cas8a1, Cas8a2, Cas8b, Cas8c, Cas9, Cas10, Cas10d, CasF, CasG,
CasH, Csy1, Csy2, Csy3, Cse1 (o CasA), Cse2 (o CasB), Cse3 (o CasE), Cse4 (o CasC), Csc1, Csc2, Csab, Csn2,
Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10,
Csx16, CsaX, Csx3, Csz1, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4 y Cu1966.

En una realizacion, la endonucleasa guiada por ARN proviene de un sistema CRISPR/Cas de tipo Il. En
realizaciones especificas, la endonucleasa guiada por ARN deriva de una proteina Cas9. La proteina Cas9 puede
ser de Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., Nocardiopsis dassonvillei,
Streptomyces  pristinaespiralis, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces viridochromogenes,
Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum, Alicyclobacillus acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides,
Bacillus selenitireducens, Exiguobacterium sibiricum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus salivarius, Microscilla
marina, Burkholderiales bacterium, Polaromonas naphthalenivorans, Polaromonas sp., Crocosphaera watsonii,
Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp., Acetohalobium arabaticum, Ammonifex degensii,
Caldicelulosiruptor becscii, Candidatus Desulforudis, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Finegoldia magna,
Natranaerobius thermophilus, Pelotomaculum thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus
ferrooxidans, Allochromatium vinosum, Marinobacter sp., Nitrosococcus halophilus, Nitrosococcus watsoni,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer, Methanohalobium evestigatum, Anabaena variabilis,
Nodularia spumigena, Nostoc sp., Arthrospira maxima, Arthrospira platensis, Arthrospira sp., Lyngbya sp.,
Microcoleus chthonoplastes, Oscillatoria sp., Petrotoga mobilis, Thermosipho africanus, o Acaryochloris marina.

En general, las proteinas CRISPR/cas comprenden al menos un dominio de reconocimiento de ARN y/o un dominio
de unién a ARN. Los dominios de reconocimiento de ARN y/o de unién a ARN interaccionan con los ARN guia. Las
proteinas CRISPR/Cas también pueden comprender dominios nucleasa (es decir, dominios DNasa o RNasa),
dominios de unién a ADN, dominios helicasa, dominios RNAsa, dominios de interaccion proteina-proteina, dominios
de dimerizacion, asi como otros dominios.

La proteina de tipo CRISPR/Cas puede ser una proteina CRISPR/Cas de tipo silvestre, una proteina CRISPR/Cas
modificada, o un fragmento de una proteina CRISPR/Cas de tipo silvestre o modificada. La proteina de tipo
CRISPR/Cas se puede modificar para aumentar la afinidad y/o especificidad de unién a acido nucleico, alterar una
actividad enzimatica y/o cambiar otra propiedad de la proteina. Por ejemplo, los dominios nucleasa (es decir, DNasa,
RNasa) de la proteina de tipo CRISPR/Cas se pueden modificar, eliminar o desactivar. Como alternativa, se puede
truncar la proteina de tipo CRISPR/Cas para retirar dominios que no son esenciales para la funcion de la proteina de
fusion. La proteina de tipo CRISPR/Cas también se puede truncar o modificar para optimizar la actividad del dominio
efector de la proteina de fusion.

En algunas realizaciones, la proteina de tipo CRISPR/Cas puede provenir de una proteina Cas9 de tipo silvestre o
de un fragmento de la misma. En otras realizaciones, la proteina de tipo CRISPR/Cas puede provenir de una
proteina Cas9 modificada. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la proteina Cas9 se puede modificar para
alterar una o mas propiedades (por ejemplo, actividad, afinidad, estabilidad de nucleasa, etc.) de la proteina. Como
alternativa, los dominios de la proteina Cas9 no implicados en la escision guiada por ARN se pueden eliminar de la
proteina, de manera que la proteina Cas9 modificada es mas pequefa que la proteina Cas9 de tipo silvestre.

En general, una proteina Cas9 comprende al menos dos dominios de nucleasa (es decir, DNasa). Por ejemplo, una
proteina Cas9 puede comprender un dominio de nucleasa de tipo RuvC y un dominio de nucleasa de tipo HNH. Los
dominios RuvC y HNH funcionan juntos para cortar cadenas simples para generar una rotura de cadena doble en el
ADN (Jinek y col., Science, 337: 816-821). En la presente invencion, la proteina derivada de Cas-9 se modifica para
que contenga solo un dominio de nucleasa funcional (bien un dominio de nulcleasa de tipo RuvC o de tipo HNH). Por
ejemplo, la proteina derivada de Cas9 se puede modificar, de manera que uno de los dominios de nucleasa se
deleciona o se muta, de manera que ya no sea funcioal (es decir, la actividad nucleasa esta ausente). En la presente
invencion, la proteina derivada de Cas9 es capaz de introducir una incision en un acido nucleico de cadena doble (tal
proteina se denomina “nickasa” (del inglés nick, incision)), pero no escinde el ADN de cadena doble. Por ejemplo,
una conversion de aspartato a alanina (D10A) en un dominio de tipo Ruv convierte la proteina derivada de Cas9 en
una nickasa. Del mismo modo, una conversion de histidina a alanina (H840A o H839A) en un dominio HNH convierte
la proteina derivada de Cas9 en una nickasa. Cada dominio de nucleasa se puede modificar usando procedimientos
bien conocidos, tal como la mutagénesis de sitio dirigido, la mutagénesis mediada por PCR y la sintesis génica total,
asi como otros procedimientos conocidos en la materia.
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La endonucleasa guiada por ARN desvelada en el presente documento comprende al menos una sefal de
localizacion nuclear. En general, una SLN comprende un tramo de aminoacidos basicos. Las sefales de localizacion
nuclear se conocen en la materia (véase, por ejemplo, Lange y col., J. Biol. Chem., 2007, 282:5101-5105). Por
ejemplo, en una realizacion, la SLN puede ser una secuencia monopartita, tal como PKKKRKV (SEQ ID NO:1) o
PKKKRRYV (SEQ ID NO:2). En otra realizacion, la SLN puede ser una secuencia bipartita. En otra realizacion mas, la
SLN puede ser KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO:3). La SLN se puede localizar en el extremo N-terminal, en el
C-terminal o en una localizacion interna de la endonucleasa guiada por ARN.

La endonucleasa guiada por ARN puede comprender adicionalmente al menos un dominio de penetracion celular. El
dominio de penetracion celular puede ser una secuencia de péptido de penetracion celular que proviene de la
proteina TAT del VIH-1. A modo de ejemplo, la secuencia de penetracion celular de TAT puede ser
GRKKRRQRRRPPQPKKKRKYV (SEQ ID NO:4). Como alternativa, el dominio de penetracion celular puede ser TLM
(PLSSIFSRIGDPPKKKRKYV; SEQ ID NO:5, una secuencia de péptido de penetracion celular que proviene del virus
de la hepatitis B. En ofra realizaciéon alternativa, el dominio de penetracion celular puede ser MPG
(GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKYV; SEQ ID NO:6 0 GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKYV; SEQ ID NO:7). En
una alternativa adicional, el dominio de penetracion celular puede ser Pep-1 (KETWWETWWTEWSQPKKKRKV;
SEQ ID NO:8), VP22, un péptido de penetracion celular del virus Herpes simplex, o una secuencia de péptido de
poliarginina. El dominio de penetracion celular se puede localizar en el extremo N-terminal, en el extremo C-terminal
0 en una localizacién interna de la proteina.

La endonucleasa guiada por ARN también puede comprender adicionalmente al menos un dominio marcador. Los
ejemplos no limitantes de dominios marcadores incluyen proteinas fluorescentes, etiquetas de purificacion y
etiqguetas de epitopo. En algunas realizaciones, el dominio marcador puede ser una proteina fluorescente. Los
ejemplos no limitantes de proteinas fluorescentes adecuadas incluyen proteinas verdes fluorescentes (por ejemplo,
GFP, GFP-2, tagGFP, turboGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Monomeric Azami Green, CopGFP, AceGFP,
ZsGreen1), proteinas amarillas fluorescentes (por ejemplo, YFP, EYFP, Citrina, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellow1,),
proteinas azules fluorescentes (por ejemplo EBFP, EBFP2, Azurita, mKalama1, GFPuv, Sapphire, T-sapphire),
proteinas cyan fluorescentes (por ejemplo ECFP, Cerulean, CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteinas rojas
fluorescentes (mKate, mKate2, mPlum, monémero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-
Monoémero, HcRed-Tandem, HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred), y proteinas naranjas
fluorescentes (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Kusabira-Orange monomérica, mTangerine, tdTomato) o cualquier
otra proteina fluorescente adecuada. En otros ejemplos, el dominio marcador puede ser una etiqueta de purificacion
y/o una etiqueta de epitopo. Las etiquetas ejemplares incluyen, aunque no de forma limitativa, glutation-S-
transferasa (GST), proteina de unién a quitina (CBP), proteina de unién a maltosa, tiorredoxina (TRX), poli(NANP),
etiqueta de purificacion por afinidad en tandem (TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1,
Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, proteina transportadora de carboxil biotina
(BCCP) y calmodulina.

En determinados ejemplos, la endonucleasa guiada por ARN puede ser parte de un complejo proteina-ARN que
comprende un ARN guia. EI ARN guia interacciona con la endonucleasa guiada por ARN para dirigir la
endonucleasa a un sitio diana especifico, en el que el extremo 5’ del ARN guia alinea sus bases con una secuencia
de protoespaciador especifica.

() Acidos nucleicos que codifican endonucleasas guiadas por ARN o proteinas de fusién

Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona acidos nucleicos que codifican cualquiera de las endonucleasas
guiadas por ARN descritas anteriormente en la seccion (1). El acido nucleico puede ser ARN o ADN. En un ejemplo,
el acido nucleico que codifica la endonucleasa guiada por ARN o la proteina de fusion es ARNm. EI ARNm puede
tener casquete en 5’ y/o estar poliadenilado en 3'. En otra realizacion, el acido nucleico que codifica la endonucleasa
guiada por ARN o la proteina de fusion es ADN. El ADN puede estar presente en un vector (véase a continuacion).

El acido nucleico que codifica la endonucleasa guiada por ARN o la proteina de fusién puede tener un codon
optimizado para una traduccion eficaz a proteina en la célula eucariota o animal de interés. Por ejemplo, se pueden
optimizar codones para la expresion en seres humanos, ratones, ratas, hamsteres, vacas, cerdos, gatos, perros,
peces, anfibios, plantas, levadura, insectos, etcétera (véase la base de datos del uso de codones en
www.kazusa.or.jp/codon/). Los programas para la optimizacion de codones estan disponibles como programas de
dominio publico (por ejemplo, OPTIMIZER en genomes.urv.es/OPTIMIZER; OptimumGene™ de GenScript en
www.genscript.com/codon_opt.html). Los programas comerciales de optimizacion de codones también estan
disponibles.

El ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN se puede enlazar de manera operativa con al menos una
secuencia de control del promotor. En algunas repeticiones, la secuencia codificante de ADN se puede unir de
manera operativa a una secuencia de control del promotor para la expresién en la célula eucariota o animal de
interés. La secuencia de control del promotor puede ser constitutiva, regulada o especifica de tejido. Las secuencias
de control del promotor constitutivas adecuadas incluyen, pero sin limitacion, el promotor temprano inmediato de
citomegalovirus (CMV), el promotor del virus del simio (SV40), el promotor tardio principal de adenovirus, el promotor
del virus del sarcoma de Rous (VSR), el promotor del virus del tumor mamario del ratén (MMTV), el promotor de la
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fosfoglicerato cinasa (PGK), el promotor del factor de elongacion (ED1)-alfa, los promotores de ubiquitina, los
promotores de actina, los promotores de tubulina, los promotores de inmunoglobulina, fragmentos de los mismos o
combinaciones de cualquiera de los anteriores. Los ejemplos de secuencias de control del promotor reguladas
incluyen sin limitacién aquellas reguladas por choque térmico, metales, esteroides, antibidticos o alcohol. Los
ejemplos no limitantes de promotores especificos de tejido incluyen el promotor B29, el promotor de CD14, el
promotor de CD43, el promotor de CD45, el promotor de CD68, el promotor de desmina, el promotor de elastasa-1,
el promotor de endoglina, el promotor de fibronectina, el promotor de Flt-1, el promotor de GFAP, el promotor de
GPIIb, el promotor de ICAM-2, el promotor de INF-3, el promotor de Mb, el promotor Nphsl, el promotor de OG-2, el
promotor de SP-B, el promotor de SYN1 y el promotor de WASP. La secuencia del promotor puede ser de tipo
silvestre o se puede modificar para una expresion mas eficiente o eficaz. En un ejemplo, el ADN codificante puede
unirse de manera operativa a un promotor de CMV para la expresion constitutiva en células de mamifero.

La secuencia que codifica la endonucleasa guiada por ARN puede estar unida de manera operativa a una secuencia
de promotor que es reconocida por una ARN polimerasa del fago para la sintesis in vitro de ARNm. En tal ejemplo, el
ARN transcrito in vitro se puede purificar para su uso en los procedimientos detallados anteriormente en las
secciones (Ill) y (IV). Por ejemplo, la secuencia del promotor puede ser una secuencia del promotor T7, T3 o SP6 o
una variacion de la secuencia del promotor T7, T3 o SP6. En una realizacion a modo de ejemplo, el ADN que
codifica la proteina esta unido de manera operativa a un promotor T7 para la sintesis in vitro de ARNm usando una
ARN polimerasa de T7.

En una alternativa, la secuencia que codifica la endonucleasa guiada por ARN puede estar unida de manera
operativa a una secuencia del promotor para la expresion in vitro de la endonucleasa guiada por ARN en células
bacterianas o eucariotas. En esos casos, la proteina expresada se puede purificar para su uso en los procedimientos
detallados a continuacion en las secciones (lll) y (V). Los promotores bacterianos adecuados incluyen, sin limite,
promotores T7, promotores del operdn lac, promotores frp, variaciones de los mismos, y combinaciones de los
mismos. Un promotor bacteriano ejemplar es tac, que es un hibrido de los promotores trp y lac. Los ejemplos no
limitantes de los promotores eucariéticos se enumeran anteriormente.

En aspectos adicionales, el ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN o la proteina de fusidon también
puede estar unida a una sefial de poliadenilacién (por ejemplo, sefal poliA del SV40, sefial poliA de la hormona de
crecimiento bovina (BGH), etc.) y/o al menos una secuencia de terminacion transcripcional. Ademas, la secuencia
que codifica la endonucleasa guiada por ARN o la proteina de fusidon también puede estar unida a la secuencia que
codifica al menos una sefial de localizacion nuclear, al menos un dominio de penetracion celular y/o al menos un
dominio marcador, que se detallan anteriormente en la seccion (l).

En diversas realizaciones, el ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN o la proteina de fusién puede estar
presente en un vector. Los vectores adecuados incluyen vectores de plasmidos, fagémidos, cosmidos,
minicromosomas artificiales, transposones y vectores viricos (por ejemplo, vectores lentiviricos, vectores viricos
adenoasociados, etc.). En un ejemplo, el ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN o la proteina de fusién
esta presente en un vector de plasmido. Los ejemplos no limitantes de vectores de plasmidos adecuados incluyen
pUC, pBR322, pET, pBluescript, y variantes de los mismos. El vector puede comprender secuencias adicionales de
control de la expresion (por ejemplo, secuencias potenciadoras, secuencias de Kozak, secuencias de
poliadenilaciéon, secuencias de terminaciéon transcripcional, etc.), secuencias de marcador seleccionable (por
ejemplo, genes de resistencia a antibitticos), origenes de replicacion y similares. La informacion adicional se puede
encontrar en Current Protocols in Molecular Biology" de Ausubel y col., John Wiley & Sons, Nueva York, 2003 o
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual" de Sambrook y Russell, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
NY, 32 edicion, 2001.

En algunos ejemplos, el vector de expresion que comprende la secuencia que codifica la endonucleasa guiada por
ARN o la proteina de fusién puede comprender adicionalmente la secuencia que codifica un ARN guia. La secuencia
que codifica el ARN guia generalmente esta unido de manera operativa a al menos una secuencia de control de la
transcripcion para la expresion del ARN guia en la célula o embrion de interés. Por ejemplo, el ADN que codifica el
ARN guia se puede unir de manera operativa a una secuencia del promotor que se reconoce mediante la ARN
polimerasa 1l (Pol 1ll). Los ejemplos de promotores de Pol Il incluyen, pero sin limitacion, los promotores de ARN
U6, U3, H1y 7SL de mamifero.

(lll) Procedimiento para modificar una secuencia cromosémica usando una endonucleasa guiada por ARN

Como se ha indicado anteriormente, la presente invencion abarca un procedimiento para modificar una secuencia
cromosomica en una célula eucariota, comprendiendo el procedimiento introducir en la célula eucariota dos sistemas
de nickasa guiados por ARN o acido nucleico que codifica dichos sistemas y, opcionalmente, un polinucleétido
donador, en el que cada sistema de nickasa guiado por ARN comprende (i) una endonucleasa guiada por ARN que
esta modificada para escindir una cadena de una secuencia de cadena doble y (ii) un ARN guia que comprende una
primera region que tiene complementariedad con un sitio diana en la secuencia cromosdmica y una segunda region
que interacciona con la endonucleasa guiada por ARN, en la que cada sitio diana esta seguido inmediatamente por
un motivo adyacente de protoespaciador (PAM), y los sitios de diana de las dos endonucleasas guiadas por ARN
estan en cadenas opuestas de la secuencia cromosémica; y cultivar la célula eucariota de manera que las dos
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endonucleasas guiadas por ARN escinden cadenas opuestas de la secuencia cromosomica en estrecha cercania, lo
suficiente como para inducir una rotura de cadena doble en la secuencia cromosoémica, y reparar la rotura de cadena
doble mediante un proceso de reparacién de ADN que lleva a la modificacion de la secuencia cromosémica, en el
que el procedimiento no comprende un proceso de modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser
humano y, en el que el procedimiento no comprende un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano o
animal mediante cirugia o terapia.

La invencion también proporciona un procedimiento ex vivo o in vitro de modificar una secuencia exégena en una
secuencia cromosomica en una célula eucariota, comprendiendo el procedimiento:

(a) introducir en la célula eucariota dos sistemas de nickasa guiados por ARN o acido nucleico que codifica
dichos sistemas y, opcionalmente, un polinucleétido donador, en los que los sistemas de nickasa guiados por
ARN comprenden

(i) una nucleasa guiada por ARN que esta modificada para escidnidr una cadena de una secuencia de
cadena doble; y

(ii) un ARN guia que comprende una primera region que tiene complementariedad con un sitio diana en la
secuencia cromosomica y una segunda region que interacciona con la endonucleasa guiada por ARN,

en la que cada sitio diana esta seguido inmediatamente por un motivo adyacente de protoespaciador (PAM) y los
sitios diana de las dos endonucleasas guiadas por ARN estan en cadenas opuestas de la secuencia
cromosomica; y

b) cultivar la célula eucariota de tal manera que las dos endonucleasas guiadas por ARN escinden cadenas
opuestas de la secuencia cromosémica en estrecha cercania, lo suficiente para introducir una rotura de cadena
doble en la secuencia cromosémica,

y reparar la rotura de cadena doble por un proceso de reparacion de ADN que lleva a una modificacion de la
secuencia cromosémica, en la que el procedimiento no comprende un proceso para modificar la identidad
genética de la linea germinal de un ser humano.

En algunas realizaciones, el procedimiento puede comprender introducir una endonucleasa guiada por ARN
modificada para escindir una cadena de una secuencia de cadena doble (o acido nucleico codificante) y dos ARN
guia (o ADN codificante) en una célula o embrién, en la que cada ARN guia dirige la endonucleasa guiada por ARN
hacia un sitio diana especifico, el sitio en el que la endonucleasa modificada escinde una cadena (es decir, hace una
incision) de la secuencia cromosomica de cadena doble, y en la que las dos incisiones estan en cadenas opuestas y
en estrecha cercania, lo suficiente para constituir una rotura de cadena doble. Véase la FIG. 1. En realizaciones en
las que el polinucledtido donador opcional no esta presente, la rotura de cadena doble se puede reparar por un
proceso de reparacion no homoéloga de manera que se puedan dar durante el proceso de reparacion de la rotura
deleciones de al menos un nucledtido, inserciones de al menos un nucleétido, sustituciones de al menos un
nucleétido o combinaciones de las mimas. En realizaciones en las que el polinucleétido donador opcional esta
presente, la secuencia donadora en el polinucleétido donador se puede intercambiar con o integrar en la secuencia
cromosomica durante la reparacién de las roturas de doble cadena bien mediante un proceso de reparacion basado
en homologia (por ejemplo, en realizaciones en las que la secuencia donadora esta flanqueada aguas arriba y aguas
abajo por secuencias que tienen una identidad de secuencia sustancial con las secuencias de aguas arriba y aguas
abajo, respectivamente, de los sitios dirigidos en la secuencia cromosémica) o bien un proceso de reparacion no
homologa (por ejemplo, en realizaciones en las que la secuencia donadora esta flanqueada por proyecciones
compatibles).

(a) Endonucleasa guiada por ARN

El procedimiento comprende introducir en una célula al menos una endonucleasa guiada por ARN que comprende al
menos una sefia de localizacién nuclear o acido nucleico que codifica al menos una endonucleasa guiada por ARN
que comprende al menos una sefial de localizacion nuclear. Tales endonucleasas guiadas por ARN y acidos
nucleicos que codifican las endonucleasas guiadas por ARN se describen anteriormente en las secciones (1) y (ll),
respectivamente. Sin embargo, los procedimientos excluyen los que comprenden un proceso para modificar la
identidad genética de la linea germinal de un ser humano.

En algunas realizaciones, la endonucleasa guiada por ARN se puede introducir en la célula o embrién como una
proteina aislada. En dichas realizaciones, la endonucleasa guiada por ARN puede comprender adicionalmente al
menos un dominio de penetraciéon celular, que facilita la captacién celular de la proteina. En otras realizaciones, la
endonucleasa guiada por ARN se puede introducir en la célula o embrién como una molécula de ARNm. Aun en
otras realizaciones, la endonucleasa guiada por ARN se puede introducir en la célula o embrién como una molécula
de ADN. En general, la secuencia de ADN que codifica la proteina de fusién esta unida de manera operativa a una
secuencia del promotor que funcionara en la célula o embrién de interés. La secuencia de ADN puede ser lineal, o la
secuencia de ADN puede ser parte de un vector. Aun en otras realizaciones, se puede introducir la proteina de
fusién en la célula o embrién como un complejo ARN-proteina que comprende la proteina de fusion y el ARN guia.

En realizaciones alternativas, el ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN puede comprender
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adicionalmente la secuencia que codifica un ARN guia. En general, cada una de las secuencias que codifican la
endonucleasa guiada por ARN y el ARN guia estan unidas de manera operativa la secuencia de control del promotor
apropiada que permite la expresion de la endonucleasa guiada por ARN y el ARN guia, respectivamente, en la célula
o embridn. La secuencia de ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN y el ARN guia puede comprender
ademas secuencia(s) de control de la expresion, reguladoras y/o de procesamiento. La secuencia de ADN que
codifica la endonucleasa guiada por ARN y el ARN guia puede ser lineal o puede ser parte de un vector.

(b) ARN guia

El procedimiento también comprende la introduccion en una célula de al menos un ARN guia o ADN que codifica al
menos un ARN guia. Un ARN guia interacciona con la endonucleasa guiada por ARN para dirigir la endonucleasa a
un sitio diana especifico, en cuyo sitio, el extremo 5 del ARN guia alinea sus bases con una secuencia de
protoespaciador especifica en la secuencia cromosémica.

Cada ARN guia comprende tres regiones: una primera region en el extremo 5 que es complementaria con el sitio
diana en la secuencia cromosémica, una segunda region interna que forma una estructura en tallo-bucle, y una
tercera region 3’ que esencialmente permanece monocatenaria. La primera region de cada ARN guia es diferente,
de manera que cada ARN guia a una proteina de fusién hacia un sitio diana especifico. La segunda y tercera
regiones de cada ARN guia pueden ser las mismas en todos los ARN guia.

La primera region del ARN guia es complementaria con la secuencia (es decir, la secuencia del protoespaciador) en
el sitio diana en la secuencia cromosdmica de manera que la primera region del ARN guia puede alinear sus bases
con el sitio dirigido. En diversas realizaciones, la primera regiéon del ARN guia puede comprender desde
aproximadamente 10 nucledtidos a mas de aproximadamente 25 nucleétidos. Por ejemplo, la regién del alineamiento
de bases entre la primera region del ARN guia y el sitio diana en la secuencia cromosémica puede ser de
aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25 o0 mas de 25 nucledtidos de longitud. En
una realizacién a modo de ejemplo, la primera region de ARN guia es de aproximadamente 19, 20 o 21 nucledtidos
de longitud.

El ARN guia también comprende una segunda regidon que forma una estructura secundaria. En algunas
realizaciones, la estructura secundaria comprende un tallo (u horquilla) y un bucle. La longitud del bucle y del tallo
puede variar. Por ejemplo, el bucle puede variar desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 10 nucleétidos
de longitud, y el tallo puede variar desde aproximadamente 6 hasta aproximadamente 20 pares de bases de
longitud. El tallo puede comprender una o mas protuberancias de 1 a aproximadamente 10 nucleétidos. De este
modo, la longitud global de la segunda regiéon puede variar desde aproximadamente 16 hasta aproximadamente 60
nucledtidos de longitud. En una realizaciéon ejemplar, el bucle es de aproximadamente 4 nucleétidos de longitud y el
tallo comprende aproximadamente 12 pares de bases.

El ARN guia también comprende una tercera regién en el extremo 3’ que permanece esencialmente monocatenario.
De este modo, la tercera region no tiene complementariedad con ninguna secuencia cromosomica en la célula de
interés y no tiene complementariedad con el resto del ARN guia. La longitud de la tercera region puede variar. En
general, la tercera regiéon es mas de aproximadamente 4 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, la longitud de la
tercera region puede variar desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 60 nucleétidos de longitud.

La longitud combinada de la segunda y tercera region (también llamada la region universal o estructural) del ARN
guia puede variar desde aproximadamente 30 hasta aproximadamente 120 nucledtidos de longitud. En un aspecto,
la longitud combinada de la segunda y tercera regién del ARN guia varia desde aproximadamente 70 hasta
aproximadamente 100 nucleétidos de longitud.

En algunas realizaciones, el ARN guia comprende una Unica molécula que comprende las tres regiones. En otras
realizaciones, el ARN guia puede comprender dos moléculas separadas. La primera molécula de ARN puede
comprender la primera region del ARN guia y una mitad del "tallo" de la segunda region del ARN guia. La segunda
molécula de ARN puede comprender la otra mitad del "tallo" de la segunda region del ARN guia y la tercera region
del ARN guia. De este modo, en esta realizacion, la primera y segunda molécula de ARN contiene cada una una
secuencia de nucledtidos que son complementarias entre si. Por ejemplo, en una realizacion, la primera y segunda
molécula de ARN comprende cada una una secuencia (de aproximadamente 6 a aproximadamente 20 nucleotidos)
que alinea sus bases con la otra secuencia para formar un ARN guia funcional.

En algunas realizaciones, el ARN guia se puede introducir en la célula o embrién como una molécula de ARN. La
molécula de ARN se puede transcribir in vitro. Como alternativa, la molécula de ARN se puede sintetizar
quimicamente.

En otras realizaciones, el ARN guia se puede introducir en la célula o embrién como una molécula de ADN. En esos
casos, el ADN que codifica el ARN guia se puede unir de manera operativa a la secuencia de control del promotor
para la expresion del ARN guia en la célula o embrion de interés. Por ejemplo, la secuencia codificante de ARN se
puede unir de manera operativa a una secuencia del promotor que se reconoce mediante la ARN polimerasa Il (Pol
). Los ejemplos de promotores de Pol Ill incluyen, pero sin limitaciéon, promotores U6 o H1 de mamifero. En una
realizacion ejemplar, la secuencia codificante de ARN se enlaza a un promotor U6 humano o de raton. En otras
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realizaciones ejemplares, la secuencia codificante de ARN se enlaza a un promotor H1 humano o de raton.

La molécula de ADN que codifica el ARN guia puede ser lineal o circular. En algunas realizaciones, la secuencia de
ADN que codifica el ARN guia puede ser parte de un vector. Los vectores adecuados incluyen vectores de
plasmidos, fagémidos, cosmidos, minicromosomas artificiales, transposones y vectores viricos. En una realizacién a
modo de ejemplo, el ADN que codifica la endonucleasa guiada por ARN esta presente en un vector de plasmido. Los
ejemplos no limitantes de vectores de plasmidos adecuados incluyen pUC, pBR322, pET, pBluescript, y variantes de
los mismos. El vector puede comprender secuencias adicionales de control de la expresion (por ejemplo, secuencias
potenciadoras, secuencias de Kozak, secuencias de poliadenilaciéon, secuencias de terminacion transcripcional,
etc.), secuencias de marcador seleccionable (por ejemplo, genes de resistencia a antibidticos), origenes de
replicacion y similares.

En realizaciones en las que tanto la endonucleasa guiada por ARN como el ARN guia se introducen en la célula
como moléculas de ADN, cada una puede ser parte de una molécula separada (por ejemplo, un vector que contiene
secuencia codificante de proteina y un segundo vector que contiene la secuencia codificante de ARN guia) o ambas
pueden ser parte de la misma molécula (por ejemplo, un vector que contiene la secuencia codificante (y reguladora)
tanto para la proteina como para el ARN guia).

(c) Sitio diana

Una endonucleasa guiada por ARN junto con un ARN guia se dirige a un sitio diana en la secuencia cromosomica,
en la que la endonucleasa guiada por ARN introduce una rotura de doble cadena en la secuencia cromosémica. El
sitio diana no tiene limitacion de secuencia excepto en que la misma secuencia va seguida de manera inmediata
(aguas abajo) de una secuencia consenso. Esta secuencia consenso también se conoce como motivo adyacente al
protoespaciador (PAM, del inglés profospacer adjacent motif). Los ejemplos de PAM incluyen, pero sin limitacion,
NGG, NGGNG y NNAGAAW (en los que N se define como cualquier nucleétido y W se define bien como A o como
T). Tal como se detalla anteriormente en la seccion (IV)(b), la primera region (en el extremo 5’) del ARN guia es
complementaria con el protoespaciador de la secuencia diana. Normalmente, la primera region del ARN guia es de
aproximadamente 19 a 21 nucleétidos de longitud. De este modo, en determinados aspectos, la secuencia del sitio
diana en la secuencia cromosomica es 5'-N19.21-NGG-3'. EI PAM esta en letras cursivas.

El sitio diana puede estar en la region codificante de un gen, en un intréon de un gen, en una regién de control de un
gen, en una region no codificante entre genes, etc. El gen puede ser un gen codificante de proteina o un gen
codificante de ARN. El gen puede ser cualquier gen de interés.

(d) Polinucleoétido donador opcional

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende adicionalmente introducir al menos un polinucleétido donador
en la célula. Un polinucledtido donador comprende al menos una secuencia donadora. En algunos aspectos, una
secuencia del polinucleétido donador se corresponde con la secuencia cromosémica natural. Por ejemplo, la
secuencia donadora puede ser esencialmente idéntica a una parte de la secuencia cromosémica en o cerca del sitio
direccionado, pero que comprende al menos un cambio de nucledtido. De este modo, la secuencia donadora puede
comprender una version modificada de la secuencia de tipo silvestre en el sitio direccionado de manera que, tras la
integracion o intercambio con la secuencia natural, la secuencia en la localizacién cromosomica direccionada
comprende al menos un cambio de nucleétido. Por ejemplo, el cambio puede ser una insercion de uno o mas
nucledtidos, una delecién de uno o mas nucledétidos, una sustitucidon de uno o mas nucleétidos, o combinaciones de
los mismos. Como consecuencia de la integracion de la secuencia modificada, la célula o el embrion/animal puede
producir un producto génico modificado de la secuencia cromosémica direccionada.

En otros aspectos, la secuencia donadora del polinucleétido donador se corresponde con una secuencia exégena.
Tal como se usa en el presente documento, una secuencia "exdgena" se refiere a una secuencia que no es natural
para la célula o embridn, o una secuencia cuya localizaciéon natural en el genoma de la célula o embrién esta en una
localizacion diferente. Por ejemplo, la secuencia exdgena puede comprender secuencia codificante de proteina, que
puede estar unida de manera operativa a una secuencia de control del promotor de manera que, tras la integracion
en el genoma, la célula o el embrién animal es capaz de expresar la proteina codificada por la secuencia integrada.
Como alternativa, la secuencia exdégena se puede integrar en la secuencia cromosémica de manera que su
expresion se regule mediante una secuencia de control del promotor enddgena. En otras repeticiones, la secuencia
exogena puede ser una secuencia de control transcripcional, otra secuencia de control de la expresion, una
secuencia codificante de ARN, etcétera. La integracion de una secuencia exdgena en una secuencia cromosomica
se denomina "insercion".

Como se apreciara por los expertos en la materia, la longitud de la secuencia donadora puede variar y lo hara. Por
ejemplo, la secuencia donadora puede variar en longitud desde varios nucleétidos hasta cientos de nucledtidos
hasta cientos de miles de nucledtidos.

Polinucledtido donador gue comprende secuencias aguas arriba y aguas abajo. En algunas realizaciones, la
secuencia donadora en el polinucleétido donador esta flanqueado por una secuencia aguas arriba y una secuencia
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aguas abajo, que tiene identidad de secuencia sustancial con secuencias localizadas aguas arriba y aguas abajo,
respectivamente, del sitio dirigido en la secuencia cromosoémica. Debido a estas similitudes de secuencia, las
secuencias aguas arriba y aguas abajo del polinucleétido donador permiten la recombinacion homologa entre el
polinucleétido donador y la secuencia cromosémica dirigida de manera que la secuencia del donador se puede
integrar en (o intercambiar con) la secuencia cromosomica.

La secuencia aguas arriba, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de acido nucleico
que comparte la identidad de secuencia sustancial con una secuencia cromosoémica aguas arriba del sitio dirigido.
De forma analoga, la secuencia aguas abajo se refiere a una secuencia de acido nucleico que comparte la identidad
de secuencia sustancial con una secuencia cromosémica aguas abajo del sitio dirigido. Tal como se usa en el
presente documento, la frase "identidad de secuencia sustancial" se refiere a secuencias que tienen al menos
aproximadamente el 75 % de identidad de secuencia. De este modo, las secuencias aguas arriba y aguas abajo en
el polinucleétido donador pueden tener aproximadamente el 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83
%, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de
identidad de secuencia con la secuencia aguas arriba o aguas abajo del sitio dirigido. En una realizacion ejemplar,
las secuencias aguas arriba y aguas abajo en el polinucleétido donador pueden tener aproximadamente el 95 % o el
100 % de identidad de secuencia con las secuencias cromosomicas aguas arriba o aguas abajo del sitio dirigido. En
una realizacién, la secuencia aguas arriba comparte la identidad de secuencia sustancial con una secuencia
cromosomica localizada inmediatamente aguas arriba del sitio dirigido (es decir, adyacente al sitio dirigido). En otras
realizaciones, la secuencia aguas arriba comparte la identidad de secuencia sustancial con una secuencia
cromosomica que se localizan en aproximadamente cien (100) nucledtidos aguas arriba del sitio dirigido. Por lo
tanto, por ejemplo, la secuencia de aguas arriba puede compartir identidad de secuencia sustancial con una
secuencia cromosomica que se localiza de aproximadamente 1 a aproximadamente 20, de aproximadamente 21 a
aproximadamente 40, de aproximadamente 41 a aproximadamente 60, de aproximadamente 61 a aproximadamente
80, o de aproximadamente 81 a aproximadamente 100 nucledtidos aguas arriba desde el sitio dirigido. En una
realizacion, la secuencia aguas abajo comparte la identidad de secuencia sustancial con una secuencia
cromosomica localizada inmediatamente aguas abajo del sitio dirigido (es decir, adyacente al sitio dirigido). En otras
realizaciones, la secuencia aguas abajo comparte la identidad de secuencia sustancial con una secuencia
cromosomica que se localizan en aproximadamente cien (100) nucleétidos aguas abajo del sitio dirigido. Por lo tanto,
por ejemplo, la secuencia de aguas abajo puede compartir identidad de secuencia sustancial con una secuencia
cromosomica que se localiza de aproximadamente 1 a aproximadamente 20, de aproximadamente 21 a
aproximadamente 40, de aproximadamente 41 a aproximadamente 60, de aproximadamente 61 a aproximadamente
80, o de aproximadamente 81 a aproximadamente 100 nucledtidos aguas abajo desde el sitio dirigido.

Cada secuencia aguas arriba o aguas abajo puede variar en longitud desde aproximadamente 20 nucleétidos a
aproximadamente 5000 nucledtidos. En algunas realizaciones, las secuencias aguas arriba y aguas abajo pueden
comprender aproximadamente 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400,
1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500, 2600, 2800, 3000, 3200, 3400, 3600, 3800,
4000, 4200, 4400, 4600, 4800, o 5000 nucledtidos. En una realizacién ejemplar, las secuencias aguas arriba o aguas
abajo pueden variar en longitud desde aproximadamente 50 a aproximadamente 1500 nucleétidos.

Los polinucledtidos donadores que comprenden las secuencias aguas arriba y aguas abajo con similitud de
secuencia con la secuencia cromosémica dirigida pueden ser lineales o circulares. En realizaciones en las que el
polinucleétido donador es circular, puede ser parte de un vector. Por ejemplo, el vector puede ser un vector de
plasmido.

Polinucledtidos donadores que comprenden sitio(s) de escisién dirigido(s). En otras realizaciones, el polinucleétido
donador puede comprender adicionalmente al menos un sitio de escision dirigido que se reconoce mediante la
endonucleasa guiada por ARN. El sitio de escision dirigido afadido al polinucleétido donador se puede colocar
aguas arriba o aguas abajo o ambos, aguas arriba y aguas abajo de la secuencia donadora. Por ejemplo, la
secuencia donadora puede estar flanqueada mediante sitios de escision dirigidos de manera que, tras la escision por
la endonucleasa guiada por ARN, la secuencia donadora esta flanqueada por proyecciones que son compatibles con
las de la secuencia cromosdmica generadas tras la escision mediante la endonucleasa guiada por ARN. Por
consiguiente, la secuencia donadora se puede unir con la secuencia cromosémica escindida durante la reparacion
de la rotura de doble cadena mediante un proceso de reparacion no homéloga. Generalmente, los polinucleétidos
donadores que comprenden el(los) sitio(s) de escision seran circulares (por ejemplo, pueden ser parte de un vector
de plasmido).

Polinucledtido donador gue comprende una secuencia donadora corta con proyecciones opcionales. En mas
realizaciones alternativas, el polinucleétido donador puede ser una molécula lineal que comprende una secuencia
donadora corta con proyecciones cortas opcionales que son compatibles con las proyecciones generadas mediante
la endonucleasa guiada por ARN. En dichas realizaciones, la secuencia donadora se puede unir directamente con la
secuencia cromosomica escindida durante la reparacion de la rotura de doble cadena. En algunos casos, la
secuencia donadora puede ser menor de aproximadamente 1.000, menor de aproximadamente 500, menor de
aproximadamente 250, o menor de aproximadamente 100 nucleétidos. En determinados casos, el polinucleétido
donador puede ser una molécula lineal que comprende una secuencia donadora corta con extremos romos. En otras
repeticiones, el polinucleétido donador puede ser una molécula lineal que comprende una secuencia donadora corta
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con proyecciones en 5’ y/o 3'. Las proyecciones pueden comprender 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos.

Normalmente, el polinucleétido donador sera ADN. EI ADN puede ser monocatenario o bicatenario y/o lineal o
circular. El polinucledtido donador puede ser un plasmido de ADN, un cromosoma artificial bacteriano (BAC, del
inglés bacterial artificial chromosome), un cromosoma artificial de levadura (YAC, del inglés yeast artificial
chromosome), un vector virico, una parte lineal de ADN, un fragmento de PCR, un acido nucleico desnudo, o un
acido nucleico que forma complejo con un vehiculo de administracion tal como un liposoma o un poloxamero. En
determinadas realizaciones, el polinucleétido donador que comprende la secuencia donadora puede ser parte de un
vector de plasmido. En cualquiera de estas situaciones, el polinucleétido donador que comprende la secuencia
donadora puede comprender adicionalmente al menos una secuencia adicional.

(e) Introduccion en la célula

La(s) endonucleasa(s) dirigida(s) por ARN (o el acido nucleico codificante), el(los) ARN guia(s) (o ADN codificante) y
el(los) polinucledtido(s) donador(es) opcional(es) se pueden introducir en una célula mediante una variedad de
medios. En algunas realizaciones, se transfecta la célula. Los procedimientos de transfeccién adecuados incluyen la
transfeccion mediada por fosfato calcico, la nucleofeccion (o electroporacion), la transfeccion por polimeros
catiénicos (por ejemplo, DEAE-dextrano o polietilenimina), la transduccién virica, la transfecciéon por virosoma, la
transfecciéon por virién, la transfeccion por liposoma, la transfeccion por liposoma catidnico, la transfeccién por
inmunoliposoma, la tranfeccién por lipido no liposoma, la transfeccion por dendrimero, la transfeccion por choque
térmico, la magnetofeccion, la lipofeccion, la biobalistica, la impalefeccion, la sonoporacion, la transfeccion optica y
la captacion de acidos nucleicos potenciada por un agente patentado. Los procedimientos de transfeccion son bien
conocidos en la materia (véase, por ejemplo, "Current Protocols in Molecular Biology" Ausubel y col., John Wiley &
Sons, Nueva York, 2003 o "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" de Sambrook y Russell, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, NY, 32 Edicion, (2001). En otras realizaciones, las moléculas se introducen en la célula
mediante microinyeccion. Normalmente, cuando la célula es una célula célula embrionaria de animal no humano, el
embridon es un embrion de etapa unicelular fecundado de la especie de interés. Por ejemplo, las moléculas se
pueden inyectar en los pronucleos de embriones unicelulares.

La(s) endonucleasa(s) dirigida(s) por ARN (o el acido nucleico codificante), el(los) ARN guia(s) (o los ADN que
codifican el ARN guia) y el(los) polinucleétido(s) donador(es) opcional(es) se pueden introducir en la célula de
manera simultanea o de manera secuencial. La proporcién de endonucleasa(s) dirigida(s) por ARN (o acido nucleico
codificante) frente al(los) ARN guia (o ADN codificante), generalmente sera de aproximadamente una estequiometria
tal que puedan formar un complejo ARN-proteina. En una realizacion, el ADN que codifica una endonucleasa dirigida
por ARN y el ADN que codifica un ARN guia se administran juntos en el vector de plasmido.

(f) Cultivo de la célula

El procedimiento ademas comprende el mantenimiento de la célula o embrién en condiciones apropiadas, de
manera que el(los) ARN guia dirija a la(s) endonucleasa(s) guiada(s) por ARN al(los) sitios dirigido(s) en la
secuencia cromosomica, y la(s) endonucleasa(s) guiada por ARN introduzca(n) al menos una rotura de doble
cadena en la secuencia cromosémica. Una rotura de doble cadena se puede reparar mediante un proceso de
reparacion de ADN de manera que la secuencia cromosémica se modifique mediante una delecién de al menos un
nucledtido, una insercion de al menos un nucleétido, una sustitucion de al menos un nucleétido o una combinacion
de las mismas.

En realizaciones en las que no se introducen polinucleétidos donadores en la célula o embrién, la rotura de doble
cadena podria repararse mediante un proceso de reparacion por unién de extremos no homélogos (NHEJ, del inglés
non-homologous end-joining). Dado que la NHEJ es propensa a errores, las deleciones de al menos un nucleétido,
las inserciones de al menos un nucleétido, las sustituciones de al menos un nucleétido o las combinaciones de las
mismas pueden tener lugar durante la reparacién de la rotura. Por consiguiente, la secuencia en la secuencia
cromosomica se puede modificar de manera que el marco de lectura de una regién codificante se pueda desplazar y
la secuencia cromosémica se inactive o se "suprima". Una secuencia cromosomica inactivada que codifica una
proteina no produce la proteina codificada por la secuencia cromosémica de tipo silvestre.

En realizaciones en las que un polinucleétido donador que comprende secuencias aguas arriba y aguas abajo se
introduce en la célula o embrién, la rotura de doble cadena se puede reparar mediante un proceso de reparacion
dirigida por homologia (HDR, del inglés homology-directed repair) de manera que la secuencia donadora se integra
en la secuencia cromosoémica. Por consiguiente, se puede integrar una secuencia exogena en el genoma de la
célula o embrién, o la secuencia cromosoémica dirigida se puede modificar mediante el intercambio de una secuencia
modificada por la secuencia cromosoémica de tipo silvestre.

En realizaciones en las que un polinucleétido donador que comprende el sitio de escisidn se introduce en la célula o
embrién, la endonucleasa guiada por ARN puede escindir tanto la secuencia cromosémica dirigida como el
polinucleétido donador. El polinucleétido donador linealizado se puede integrar en la secuencia cromosomica en el
sitio de la rotura de doble cadena mediante unién entre el polinucleétido donador y la secuencia cromosomica
escindida mediante un proceso de NHEJ.
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En realizaciones en las que un polinucleétido donador lineal que comprende una secuencia donadora corta se
introduce en la célula o embrion, la secuencia donadora corta se puede integrar en la secuencia cromosémica en el
sitio de la rotura de doble cadena mediante un proceso de NHEJ. La integraciéon puede tener lugar mediante la unién
de extremos romos entre la secuencia donadora corta y la secuencia cromosomica en el sitio de la rotura de doble
cadena. Como alternativa, la integracién puede tener lugar mediante la unién de los extremos cohesivos (es decir,
que tienen proyecciones en 5’ o en 3’) entre una secuencia donadora corta que esta flanqueada por proyecciones
que son compatibles con las generadas mediante la endonucleasa de direccionamiento de ARN en la secuencia
cromosomica escindida.

En general, la célula se mantiene en condiciones apropiadas para el crecimiento celular y/o su conservacion. Las
condiciones adecuadas de cultivo celular son bien conocidas en la materia y se describen, por ejemplo, en Santiago
y col. (2008) PNAS 105:5809-5814; Moehle y col. (2007) PNAS 104:3055-3060; Urnov y col. (2005) Nature 435:646-
651; y Lombardo y col. (2007) Nat. Biotechnology 25:1298-1306. Los expertos en la materia aprecian que los
procedimientos para el cultivo de células son conocidos en la materia y pueden variar y lo haran dependiendo del
tipo celular. Se puede usar la optimizacion habitual, en todos los casos, para determinar las mejores técnicas para
un tipo celular en particular.

Se puede cultivar un embrion in vitro (por ejemplo, en cultivo celular). Normalmente, el embrion se cultiva a una
temperatura apropiada y en medios apropiados con la proporcion de O,/CO» necesaria como para permitir la
expresion de la endonucleasa guiada por ARN y del ARN guia, si fuese necesario. Los ejemplos no limitantes
adecuados de medios incluyen los medios M2, M16, KSOM, BMOC y HTF. Un experto en la materia apreciara que
las condiciones del cultivo pueden variar y lo haran dependiendo de la especie del embrién. Se puede usar la
optimizacion habitual, en todos los casos, para determinar las mejores condiciones de cultivo para una especie
particular de embrién. En algunos casos, una linea celular puede provenir de un embrién cultivado in vitro (por
ejemplo, una linea de células madre embrionarias).

Como alternativa, se puede cultivar un embrién in vivo transfiriendo el embrién al Utero de un hospedador femenino.
Hablando de manera general, el hospedador femenino es de la misma especie o similar que la del embrion.
Preferentemente, el hospedador femenino estd pseudoembarazado. Los procedimientos para preparar
hospedadores femeninos pseudoembarazados se conocen en la materia. Ademas, los procedimientos para transferir
un embrién en un hospedador femenino son conocidos. El cultivo de un embrién in viva permite el desarrollo del
embriéon y pueden dar como resultado un nacimiento vivo de un animal que proviene del embrién. Tal animal
comprenderia la secuencia cromosémica modificada en cada célula del cuerpo. Se excluyen se manera especifica
del ambito de la invencidn los procedimientos que comprenden modificar la identidad genética de la linea germinal
de un ser humano.

(g) Tipos de células y embriones

Una variedad de células eucariotas y embriones son adecuados para su uso en el procedimiento. Por ejemplo, la
célula puede ser una célula humana, una célula de mamifero no humano, una célula de vertebrado no mamifero,
una célula de invertebrado, una célula de insecto, una célula vegetal, una levadura, o un organismo eucariota
unicelular. En general, el embridon es un embrién de mamifero no humano. En realizaciones especificas, los
embriones pueden ser un embrién unicelular de mamifero no humano. Los embriones ejemplares, incluyendo los
embriones unicelulares, incluyen sin limitacion los embriones de ratdn, de rata, de hamster, de roedor, de conejo, de
gato, de perro, de oveja, de cerdo, de vaca, de caballo y de primate. Aun en otras realizaciones, la célula puede ser
una célula madre. Las células madre adecuadas incluyen sin limitacion las células madre embrionarias, las células
madre de tipo ES, células madre fetales, células madre de adulto, células madre pluripotenciales, células madre de
pluripotencialidad inducida, células madre multipotentes, células madre oligopotentes, células madre unipotentes y
otras. En realizaciones ejemplares, la célula es una célula de mamifero.

Los ejemplos no limitantes de células de mamifero adecuadas incluyen las células de ovario de hamster chino
(CHO), las células renales de cria de hamster (BHK); las células NSO de mieloma de ratén, las células 3T3 de
fibroblasto embrionario de ratdén (NIH3T3), las células A20 de linfoma de linfocitos B de ratén; las células B16 de
melanoma de raton; las células C2C12 de mioblasto de ratdn; las células SP2/0 de mieloma de ratoén; las células
C3H-10T1/2 mesenquimales embrionarias de ratén; las células CT26 de carcinoma de ratén, las células DuCuP de
préstata de raton; las células EMT6 de mama de ratédn; las células Hepalc1c7 de hepatoma de ratén; las células
J5582 de mieloma de ratdn; las células MTD-1A epiteliales de raton; las células MyEnd de miocardio de raton; las
células RenCa renales de raton; las células RIN-5F pancreaticas de ratén; las células X64 de melanoma de ratén;
las células YAC-1 de linfoma de ratén; las células 9L de glioblastoma de rata; las células RBL de linfoma de linfocitos
B de rata; las células B35 de neuroblastoma de rata; las células de hepatoma de rata (HTC); las células BRL 3A de
higado de rata; las células renales caninas (MDCK); las células (CMT) mamarias caninas; las células D17 de
osteosarcoma de rata; las células DH82 de monocito/macréfago de rata; las células (COS7) de fibroblastos de rifidn
de mono transformados por el virus SV-40; las células CVI-76 de rifidn de mono; células (VERO-76) de rifion de
mono verde africano; células (HEK293, HEK293T) de rifidn embrionario humano; células (HELA) de carcinoma de
cuello uterino humano; células (W138) de pulmoén humano; células (Hep G2) de higado humano; células de
osteosarcoma U2-OS humano, células A549 humanas, células A-431 humanas, y células K562 humanas. Se puede
encontrar una lista extensa de lineas celulares de mamiferos en el catalogo de la American Type Culture Collection
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(ATCC, Manassas, VA).
(IV) Células y animales modificados genéticamente

La presente divulgacion abarca células embriones no humanos y animales no humanos modificados genéticamente,
que comprenden al menos una secuencia cromosomica que se ha modificado usando el proceso mediado por
endonucleasa guiada por ARN, usando los procedimientos descritos en el presente documento. La divulgacion
proporciona células que comprenden al menos una molécula de ADN o de ARN que codifica una endonucleasa
guiada por ARN dirigida hacia una secuencia cromosémica de interés, al menos un ARN guia y, opcionalmente, uno
o mas polinucledtidos donadores. La divulgaciéon también proporciona embriones no humanos que comprenden al
menos una molécula de ADN o de ARN que codifica una endonucleasa guiada por ARN o proteina de fusién dirigida
hacia una secuencia cromosémica de interés, al menos un ARN guia y opcionalmente uno o mas polinucleétidos
donadores.

La presente divulgacion proporciona animales no humanos, embriones no humanos o células animales modificados
genéticamente que comprenden al menos una secuencia cromosémica modificada. La secuencia cromosomica
modificada se puede modificar de manera que (1) sea inactiva, (2) tenga una expresion alterada o produzca un
producto de proteina alterada o (3) comprenda una secuencia integrada. La secuencia cromosomica se modifica con
un proceso mediado por endonucleasa guiada por ARN, usando los procedimientos descritos en el presente
documento.

Tal como se ha tratado, un aspecto de la presente divulgacion proporciona un animal modificado genéticamente en
el que se ha maodificado al menos una secuencia cromosdmica. En una realizacion, el animal modificado
genéticamente comprende al menos una secuencia cromosémica inactivada. La secuencia cromosémica modificada
se puede inactivar de manera que la secuencia no se transcriba y/o no se produzca una proteina funcional. Por lo
tanto, un animal modificado genéticamente que comprende una secuencia cromosodmica inactivada puede
denominarse un "animal genomanipulado por supresion génica" o un "animal genomanipulado secundariamente por
supresion génica". La secuencia cromosoémica inactivada puede incluir una mutacion de delecion (es decir, delecion
de uno o mas nucledtidos), una mutacion de insercién (es decir, insercion de uno o mas nucleétidos), o una
mutacion interruptora (es decir, sustitucion de un Unico nucleétido por otro nucledtido de manera que se introduzca
un codon de parada). Como consecuencia de la mutacion, la secuencia cromosémica dirigida se inactiva y no se
produce una proteina funcional. La secuencia cromosémica inactivada no comprende una secuencia introducida de
manera exdgena. También se incluyen en el presente documento animales modificados genéticamente en los que
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez 0 mas secuencias cromosomicas estan inactivadas.

En otra realizacién, la secuencia cromosémica modificada se puede alterar de manera que codifique un producto
variante de proteina. Por ejemplo, un animal modificado genéticamente que comprende una secuencia cromosémica
modificada puede comprender una(s) mutacion(es) puntual(es) dirigidas u otra modificacion de manera que se
produzca un producto de proteina alterada. En una realizacién, la secuencia cromosémica se puede modificar de
manera que al menos un nucledtido se cambie y la proteina expresada comprenda un resto de aminoacido
cambiado (mutacién de aminoacido). En otra realizacion, la secuencia cromosoémica se puede modificar para que
comprenda mas de una mutaciéon de aminoacido de manera que se cambie mas de un aminoacido. Ademas, la
secuencia cromosomica se puede modificar para que tenga una delecion o insercion de tres nucledtidos de manera
que la proteina expresada comprenda una Unica delecién o insercién de aminoacido. La proteina variante o alterada
puede tener propiedades o actividades alteradas en comparaciéon con la proteina de tipo silvestre, tal como una
especificidad por el sustrato alterada, una actividad enzimatica alterada, unas tasas cinéticas alteradas, etc.

En otra realizacion, el animal modificado genéticamente puede comprender al menos una secuencia integrada en el
cromosoma. Un animal modificado genéticamente que comprende una secuencia integrada puede denominarse un
"animal genomanipulado por insercioén génica" o un "animal genomanipulado secundariamente por insercion génica".
La secuencia integrada en el cromosoma puede, por ejemplo, codificar una proteina ortéloga, una proteina
enddgena o combinaciones de ambas. En una realizacién, una secuencia que codifica una proteina ortéloga o una
proteina enddgena se puede integrar en una secuencia cromosomica que codifica una proteina de manera que la
secuencia cromosomica se inactiva, pero la secuencia exdgena se expresa. En tal caso, la secuencia que codifica la
proteina ortéloga o la proteina enddgena puede estar unida de manera operativa a una secuencia de control del
promotor. Como alternativa, una secuencia que codifica una proteina ortéloga o una proteina endégena se puede
integrar en una secuencia cromosomica sin afectar a la expresion de una secuencia cromosomica. Por ejemplo, una
secuencia que codifica una proteina se puede integrar en un locus "de sitio seguro”, tal como el locus Rosa26, el
locus HPRT, o el locus AAV. La presente divulgacion también abarca animales modificados genéticamente en los
que dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez o mas secuencias, incluyendo secuencias que codifican
proteina(s), se integran en el genoma.

La secuencia integrada en el cromosoma que codifica una proteina puede codificar la forma de tipo silvestre de una
proteina de interés o puede codificar una proteina que comprende al menos una modificacion de manera que se
produce una version alterada de la proteina. Por ejemplo, una secuencia integrada en el cromosoma que codifica
una proteina relacionada con una enfermedad o trastorno puede comprender al menos una modificacién de manera
que la version alterada de la proteina producida provoque o potencie el trastorno asociado. Como alternativa, la
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secuencia integrada en el cromosoma que codifica una proteina relacionada con una enfermedad o trastorno puede
comprender al menos una modificacion de manera que la version alterada de la proteina proteja frente al desarrollo
del trastorno asociado.

En un ejemplo adicional, el animal modificado genéticamente puede ser un animal "humanizado" que comprende al
menos una secuencia integrada en el cromosoma que codifica una proteina humana funcional. La proteina humana
funcional puede no tener el correspondiente ortdlogo en el animal modificado genéticamente. Como alternativa, el
animal de tipo silvestre del que proviene el animal modificado genéticamente puede comprender un ortélogo
correspondiente con la proteina humana funcional. En este caso, la secuencia ortéloga en el animal "humanizado”
esta inactivada de manera que no se crean proteinas funcionales y el animal "humanizado" comprende al menos
una secuencia integrada en el cromosoma que codifica la proteina humana.

En otro ejemplo mas, el animal modificado genéticamente puede comprender al menos una secuencia cromosomica
modificada que codifica una proteina de manera que el patréon de expresion de la proteina esta alterado. Por
ejemplo, las regiones reguladoras que controlan la expresion de la proteina, tal como un promotor o un sitio de unién
a factor de transcripcién, se pueden alterar de manera que la proteina se sobreproduce, o se modifique la expresion
temporal o especifica de tejido de la proteina, o una combinacién de los mismos. Como alternativa, el patron de
expresion de la proteina se puede alterar usando un sistema de animal genomodificado secundariamente por
supresion génica. Un ejemplo no limitante de un sistema de animal genomodificado secundariamente por supresion
génica incluye un sistema de recombinacion Cre-lox. Un sistema de recombinacion Cre-lox comprende una enzima
recombinasa Cre, una ADN recombinasa especifica de sitio que puede catalizar la recombinacién de una secuencia
de acido nucleico entre sitios especificos (sitios lox) en una molécula de acido nucleico. Los procedimientos para
usar este sistema para producir expresion temporal y especifica de tejido son conocidos en la materia. En general,
un animal modificado genéticamente se genera con sitios lox que flanquean una secuencia cromosémica. En animal
modificado genéticamente que comprende una secuencia cromosémica flanqueada por lox se puede cruzar
entonces con otro animal modificado genéticamente que exprese la recombinasa Cre. Los animales de la progenie
que comprende la secuencia cromosomica flanqueada por lox y la Cre recombinasa se producen entonces, y la
secuencia cromosomica flanqueada por lox se recombina, llevando a una deleciéon o inversion de la secuencia
cromosomica que codifica la proteina. La expresion de la recombinasa Cre se puede regular de manera temporal y
secundaria para efectuar una recombinacion regulada de manera temporal y secundaria de la secuencia
cromosomica.

En cualquiera de estas realizaciones, el animal modificado genéticamente desvelado en el presente documento
puede ser heterocigotico para la secuencia cromosomica modificada. Como alternativa, el animal modificado
genéticamente puede ser homocigético para la secuencia cromosdmica modificada.

Los animales modificados genéticamente desvelados en el presente documento se pueden cruzarse para crear
animales que comprendan mas de una secuencia cromosomica modificada o para crear animales que sean
homocigéticos para una o mas secuencias cromosomicas modificadas. Por ejemplo, dos animales que comprenden
la misma secuencia cromosémica modificada se pueden cruzar para crear un animal homocigoético para la secuencia
cromosomica modificada. Como alternativa, los animales con diferentes secuencias cromosdémicas modificadas se
pueden cruzar para crear un animal que comprenda ambas secuencias cromosémicas modificadas.

Por ejemplo, un primer animal que comprende un gen "X" de una secuencia cromosomica inactivada se puede cruzar
con un segundo animal que comprende que comprende una secuencia integrada en el cromosoma que codifica una
proteina "X" de gen humano para dar lugar a una descendencia "X" de genes "humanizados" que comprende tanto
la secuencia cromosémica del gen inactivado "x" como la secuencia "X" del gen humano integrado en el cromosoma.
Asimismo, un animal con gen "X" humanizado se puede cruzar con un animal con gen "Y" humanizado para crear
una descendencia con genes X/Y humanizados. Los expertos en la materia apreciaran que son posibles muchas
combinaciones.

En otras realizaciones, un animal que comprende una secuencia cromosémica modificada se puede cruzar para
combinar la secuencia cromosémica modificada con otros acervos genéticos. A modo de ejemplo no limitante, otros
acervos genéticos pueden incluir los acervos genéticos de tipo silvestre, los acervos genéticos con mutaciones de
delecion, los acervos genéticos con otra integracion dirigida y los acervos genéticos con integraciones no dirigidas.

El término "animal”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un animal no humano. El animal puede
ser un embrion, un juvenil o un adulto. Los animales adecuados incluyen vertebrados tales como mamiferos, aves,
reptiles, anfibios, moluscos y peces. Los ejemplos de mamiferos adecuados incluyen, sin limitacion, roedores,
animales de compafia, ganado y primates. Los ejemplos no limitantes de roedores incluyen ratones, ratas,
hamsteres, jerbos y cobayas. Los animales de compafiia adecuados incluyen, pero sin limitacion, gatos, perros,
conejos, erizos y hurones. Los ejemplos no limitantes de ganado incluyen caballos, cabras, ovejas, cerdos, vacas,
llamas y alpacas. Los primates adecuados incluyen, pero sin limitacion, monos capuchinos, chimpancés, lemures,
macacos, tities, tamarinos, monos arafia, monos ardilla y monos de Vervet. Los ejemplos no limitantes de aves
incluyen gallinas, pavos, patos y gansos. Como alternativa, el animal puede ser un invertebrado tal como un insecto,
un nematodo y similares. Los ejemplos no limitantes de insectos incluyen Drosohila y mosquitos. Un animal ejemplar
es una rata. Los ejemplos no limitantes de las cepas de rata incluyen Dahl Salt-Sensitive, Fischer 344, Lewis, Long
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Evans Hooded, Sprague-Dawley y Wistar. En una realizacion, el animal no es un ratén modificado genéticamente.
En cada una de las repeticiones precedentes de animales adecuados para la invencién, el animal no incluye
secuencias de transposones introducidas de forma exégena e integradas de manera aleatorizada.

Un aspecto adicional de la presente divulgacion proporciona células o lineas celulares modificadas genéticamente
que comprenden al menos una secuencia cromosémica modificada. La célula o linea celular modificada
genéticamente puede provenir de cualquiera de los animales modificados genéticamente desvelados en el presente
documento. Como alternativa, la secuencia cromosémica se puede modificar en una célula tal como se describe
anteriormente en el presente documento (en los parrafos que describen las modificaciones de secuencias
cromosomicas en animales) usando los procedimientos descritos en el presente documento. La divulgacion también
abarca un lisado de dichas células o lineas celulares.

Las células son células eucariotas. Las células hospedadoras adecuadas incluyen hongos o levaduras, tales como
Pichia, Saccharomyces, o Schizosaccharomyces; células de insecto, tales como células SF9 Spodoptera frugiperda
o células S2 de Drosophila melanogaster; y células de animales, tales como ratén, rata, hamster, primate no humano
o células humanas. Las células ejemplares son de mamifero. Las células de mamifero pueden ser células primarias.
En general, se puede usar cualquier célula primaria que sea sensible a las roturas de doble cadena. Las células
pueden ser de una variedad de tipos celulares, por ejemplo, fibroblastos, mioblastos, linfocitos T o B, macroéfagos,
células epiteliales, etcétera.

Cuando se usan lineas celulares de mamifero, la linea celular puede ser cualquier linea celular establecida o una
linea de células primarias que no se haya descrito aun. La linea celular puede ser adherente o no adherente o la
linea celular puede crecer en condiciones que estimulen el crecimiento adherente, no adherente u organotipico
usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia. Los ejemplos no limitantes de células y
lineas celulares de mamifero se proporcionan en el presente documento en la seccion (IV)(g). Aun en ofras
realizaciones, la célula puede ser una célula madre. Los ejemplos no limitantes de células madre adecuadas se
proporcionan en la seccion (IV)(g).

La presente divulgacion también proporciona un embrién no humano modificado genéticamente que comprende al
menos una secuencia cromosémica modificada. La secuencia cromosémica se puede modificar en un embrién tal
como se describe anteriormente en el presente documento (en los parrafos que describen las modificaciones de
secuencias cromosomicas en animales) usando los procedimientos descritos en el presente documento. En una
realizacion, el embrién en un embrién no humano de etapa unicelular fecundado de la especie animal de interés. Los
embriones ejemplares, incluyendo los embriones unicelulares, incluyen sin limitacion, de ratén, de rata, de hamster,
de roedor, de conejo, de gato, de perro, de oveja, de cerdo, de vaca, de caballo y embriones de primates.

Definiciones

Salvo que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el significado comunmente entendido por un experto en la materia a la cual pertenece la presente invencion.
Las siguientes referencias a un experto en la materia una definicion general de muchos de los términos usados en la
presente invencion: Singleton y col., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (22 ed. 1994); The Cambridge
Dictionary of Science and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 52 Ed., R. Rieger y col. (eds.),
Springer Verlag (1991); y Hale y Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Tal como se usa en el
presente documento, los siguientes términos tienen los significados que se les atribuyen a menos que se especifique
lo contrario.

Cuando se introducen elementos de la presente divulgacion o de la(s) realizacion(es) preferida(s) de la(s) misma(s),
los articulos "un", "una", "el", "la" y "dicho" pretenden significar que son uno o mas de los elementos. Las
expresiones "que comprende”, "que incluye" y "que tiene" pretenden ser inclusivas y significar que pueden ser

elementos adicionales que no sean los elementos enumerados.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "secuencia enddgena" se refiere a una secuencia
cromosoémica que es natural para la célula.

El término "exdgena", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia se refiere a una
secuencia que no es natural para la célula, o una secuencia cuya localizacién natural en el genoma de la célula esta
en una localizacién cromosémica diferente.

Un "gen", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una region de ADN (incluyendo exones e intrones)
que codifica un producto génico, asi como a todas las regiones de ADN que regulan la produccion del producto
génico, tanto si tales secuencias reguladoras son adyacentes o no a secuencias codificantes y/o transcritas. En
consecuencia, un gen incluye, pero no se limita necesariamente a, secuencias promotoras, terminadores,
secuencias reguladoras de la traduccion tales como sitios de uniéon a ribosomas y sitios de entrada interna en
ribosomas, potenciadores, silenciadores, aislantes, elementos limitantes, origenes de replicacion, sitios de unién a
matriz y regiones de control de locus.

El término "heterdlogo” se refiere a una entidad que no es enddgena o natural para la célula de interés. Por ejemplo,
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una proteina heterdloga se refiere a una proteina que proviene de o que originalmente proviene de una fuente
exogena, tal como una secuencia de acido nucleico introducida de manera exdégena. En algunos casos, la proteina
heteréloga no se produce normalmente por la célula de interés.

Las expresiones "acido nucleico" y "polinucleétido” se refieren a un polimero de desoxirribonucleétidos o
ribonucledtidos, de conformacion lineal o circular y en forma monocatenaria o bicatenaria. Para los fines de la
presente divulgacion, estos términos no deben interpretarse como limitantes con respecto a la longitud de un
polimero. Estos términos pueden abarcar los analogos conocidos de los nucleétidos naturales, asi como nucledtidos
que se modifican en la base, restos de azucar y/o fosfatos (por ejemplo, estructuras principales de fosforotioatos). En
general, un analogo de un nucleétido particular tiene la misma especificidad de emparejamiento de bases; es decir,
un analogo de A emparejara su base con T.

El término "nucledtido” se refiere a desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos. Los nucleétidos pueden ser nucleétidos
covencionales (es decir, adenosina, guanosina, citidina, timidina y uridina) o analogos de nucleétido. Un analogo de
nucleétido se refiere a un nucleétido que tiene una base de purina o de pirimidina modificada o un resto de ribosa
modificado. Un andlogo de nucledtido puede ser un nucleétido de origen natural (por ejemplo, inosina) o un
nucleotido de origen no natural. Los ejemplos no limitantes de modificaciones en los restos de azicar o de base de
un nucleétido incluyen la adicion (o eliminacion) de grupos acetilo, grupos amino, grupos carboxilo, grupos
carboximetilo, gupos hidroxilo, grupos metilo, grupos fosforilo y grupos tiol, asi como la sustitucion de los atomos de
carbono y nitrégeno de las bases por otros atomos (por ejemplo, 7-deaza purinas). Los analogos de nucledtidos
también incluyen didesoxinucleétidos, 2’-O-metil nucleotidos, acidos nucleicos bloqueados (LNA), acidos
peptidonucleicos (PNA) y morfolinos.

Los términos "polipéptido” y "proteina" se usan de manera intercambiable para referirse a un polimero de restos de
aminoacidos.

Las técnicas para determinar la identidad de secuencia de acido nucleico y de aminoacidos se conocen en la
materia. Normalmente, tales técnicas incluyen la determinacion de la secuencia de nucleétidos de un ARNm para un
gen y/o la determinacion de la secuencia de aminoacidos codificada por la misma, y la comparacion de estas
secuencias con una segunda secuencia de nucleétidos o de aminoacidos. Las secuencias gendémicas también se
pueden determinar y comparar de esta manera. En general, identidad se refiere a una correspondencia exacta
nucleétido a nucledtido o aminoacido a aminoacido de dos polinucleétidos o secuencias polipeptidicas,
respectivamente. Dos o0 mas secuencias (de polinucledtidos o aminoacidos) se pueden comparar determinando su
porcentaje de identidad. El porcentaje de identidad de dos secuencias, sean secuencias de acido nucleico o de
aminoacidos, es el nimero de coincidencias exactas entre dos secuencias alineadas dividido entre la longitud de las
secuencias mas cortas y multiplicado por 100. Un alineamiento aproximado para las secuencias de acido nucleico se
proporciona mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics
2:482-489 (1981). Este algoritmo se puede aplicar a las secuencias de aminoacidos usando la matriz de puntuacién
desarrollada por Dayhoff, Atlas of Protein Sequences and Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 supl. 3:353-358, National
Biomedical Research Foundation, Washington, D.C., EEUU, y normalizada por Gribskov, Nucl. Acids Res.
14(6):6745-6763 (1986). Una implementacion ejemplar de este algoritmo para determinar el porcentaje de identidad
de una secuencia se proporciona por el Genetics Computer Group (Madison, Wis.) en la aplicacion de utilidad
"BestFit". Otros programas adecuados para calcular el porcentaje de identidad o la similitud entre secuencias son
generalmente conocidos en la materia, por ejemplo, otro programa de alineamiento es BLAST, usado con
parametros por defecto. Por ejemplo, se pueden usar BLASTN y BLASTP usando los siguientes parametros por
defecto: genetic code=standard; filter=none; strand=both; cutoff=60; expect=10; Matrix=BLOSUM®62; Descriptions=50
sequences; sort by=HIGH SCORE; Databases=non-redundant, GenBank+EMBL+DDBJ+PDB+GenBank CDS
translations+Swiss protein+Spupdate+PIR. Los detalles de estos programas se pueden encontrar en la pagina web
de GenBank.

Como se pueden hacer diversos cambios en las células mencionadas y procedimientos sin apartarse del ambito de
la invencion, se pretende que toda la materia contenida en la descripcion anterior y en los ejemplos que figuran a
continuacion, se puedan interpretar como ilustrativos y no en un sentido limitante.

Ejemplos ilustrativos

Los siguientes ejemplos ilustran determinados aspectos de la divulgacion.
Ejemplo ilustrativo 1: Modificacion del gen Cas9 para la expresion en mamiferos

Un gen Cas9 de la cepa MGAS15252 de Streptococcus pyogenes (Numero de referencia YP_005388840.1) se
optimiz6 con el codon de Homo sapiens de preferencia para potenciar su traduccién en células de mamifero. El gen
Cas9 también se modificé afadiendo una sefal de localizacion PKKKRKV (SEQ ID NO:1) en el extremo C-terminal
para dirigir la proteina a los nucleos de las células de mamifero. La Tabla 1 presenta la secuencia de aminoacidos
de Cas9 modificada, con la secuencia de localizacién nuclear subrayada. La Tabla 2 presenta la secuencia de ADN
de Cas9 modificada y optimizada con codon.
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Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de Cas9 modificada

MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDDYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFGSGET

AEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHER

HPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLADSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLN
PDNSDVDKLFIQLVQIYNQLFEENPINASRVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKR
NGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLA

AKNLSDAILLSDILRVNSEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFF
DQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSI
PHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRK

SEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTK
VKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVE
DRFNASLGAYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDRGMIEERLKTYAHLFD
DKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDS
LTFKEDIQKAQVSGQGHSLHEQIANLAGSPAIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVI

EMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN
GRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEV
VKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVA

QILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLN

AVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKT

EITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFS
KESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAY SVLVVAKVEKGKSKKLKSVKEL

LGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVI
LADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTK

EVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDPKKKRKY (SEQ ID NO:9)

Tabla 2. Secuencia (5'-3’) de ADN de Cas9 optimizada

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTG
GGCCGTGATCACCGACGACTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGG
GCAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTC
GGCTCTGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAA
GATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACG
AGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGG
TGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGAC
GAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTG
GCCGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGAGACTGATCTACCTGGCCCTGGCCCA
CATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAA
CAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGATCTACAATCAGCTGTT
CGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCAGAGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAGCG
CCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGC
GAGAAGCGGAATGGCCTGTTCGGCAACCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGAC
CCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGATGCCAAACTGCAGCTGAG
CAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACC
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(continuacion)

Tabla 2. Secuencia (5'-3') de ADN de Cas9 optimizada

AGTACGCCGACCTGTTTCTGGCCGCCAAGAACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGA
GCGACATCCTGAGAGTGAACAGCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGTCCGCCTCT
ATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAAGCTCTC
GTGCGGCAGCAGCTGCCTGAGAAGTACAAAGAGATTTTCTTCGACCAGAGCAAG
AACGGCTACGCCGGCTACATCGATGGCGGAGCCAGCCAGGAAGAGTTCTACAA
GTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTGCTCGTGAA
GCTGAACAGAGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCA
TCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCATTCTGCGGCGGCAGGAA
GATTTTTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACCT
TCAGAATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTGGCCAGGGGAAACAGCAGATTCGCCT
GGATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAAGTG
GTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGA
TAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTA
CTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACGTGACCGAGGGAATGCG
GAAGCCCGCCTTTCTGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCGTGGACCTGCTGT
TCAAGACCAACCGGAAAGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGACTACTTCAAGA
AAATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAAATCAGCGGCGTGGAAGATCGGTTCAACG
CCTCCCTGGGCGCCTATCACGATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTTCC
TGGACAATGAGGAAAACGAGGACATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCCTGACAC
TGTTTGAGGACCGGGGCATGATCGAGGAACGGCTGAAAACCTATGCCCACCTGT
TCGACGACAAAGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGAGATACACCGGCTGGGGC
AGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGAC
AATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCT
GATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAAGAGGACATCCAGAAAGCCCAGGTGTC
CGGCCAGGGACACTCTCTGCACGAGCAGATCGCCAATCTGGCCGGATCCCCCG
CCATTAAGAAGGGCATCCTGCAGACAGTGAAGATTGTGGACGAGCTCGTGAAAG
TGATGGGCCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAAATGGCCAGAGAGAACCAG
ACCACCCAGAAGGGACAGAAGAACAGCCGCGAGAGAATGAAGCGGATCGAAGA
GGGCATCAAAGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCCGTGGAAAACA
CCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAATGGGCGGGATA
TGTACGTGGACCAGGAACTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGATGTGGACC
ACATTGTGCCCCAGTCCTTCATCAAGGACGACTCCATCGATAACAAAGTGCTGAC
TCGGAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCTCCGAAGAGGTC
GTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGCCAGCTGCTGAATGCCAAGCTGATTACC
CAGAGGAAGTTCGACAATCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACT
GGATAAGGCCGGCTTCATTAAGCGGCAGCTGGTGGAAACCCGGCAGATCACAA
AGCACGTGGCACAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACTAAGTACGACGAGAAC
GACAAACTGATCCGGGAAGTGAAAGTGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCC
GACTTCAGAAAGGATTTCCAGTTTTACAAAGTGCGCGAGATCAACAACTACCACC
ACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTCGTGGGAACCGCCCTGATCAAAAAG
TACCCTAAGCTGGAAAGCGAGTTCGTGTACGGCGATTACAAGGTGTACGACGTG
CGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAAATCGGCAAGGCTACCGCCAAGTA
CTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTTTTCAAGACCGAGATCACACTGGCCAAC
GGCGAGATCAGAAAGCGGCCTCTGATCGAGACAAACGGCGAAACCGGGGAGAT
CGTGTGGGATAAGGGCCGGGATTTTGCCACAGTGCGGAAAGTGCTGTCCATGC
CCCAAGTGAATATCGTGAAAAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAA
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(continuacion)
Tabla 2. Secuencia (5'-3') de ADN de Cas9 optimizada

GAGTCTATCCTGCCCAAGAGGAACTCCGACAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGAT
TGGGACCCTAAGAAGTACGGCGGCTTTGACAGCCCCACCGTGGCCTACTCTGT

GCTGGTGGTGGCCAAAGTGGAAAAGGGCAAGTCCAAGAAACTGAAGAGTGTGA

AAGAGCTGCTGGGGATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAGAAGAATCCCA
TCGACTTTCTGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAAGTGAAAAAGGACCTGATCATCA

AGCTGCCTAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAAAACGGCCGGAAGCGGATGCTG

GCTTCTGCCGGCGAACTGCAGAAGGGAAACGAGCTGGCCCTGCCCTCCAAATA

TGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGA
GGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTTGTGGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGA
GATCATCGAGCAGATTAGCGAGTTCTCCAAGCGCGTGATCCTGGCCGATGCCAA
CCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCGGGATAAGCCCATCAGAG

AGCAGGCCGAGAATATCATCCACCTGTTTACCCTGACCAACCTGGGAGCCCCTG
CCGCCTTCAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGGAAGAGGTACACCAGCACCA
AAGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAG

ACACGGATCGACCTGTCTCAGCTGGGAGGCGACCCCAAGAAAAAGCGCAAAGT

G (SEQ ID NO:10)

La secuencia de ADN de Cas9 modificada se colocé en el control del promotor de citomegalovirus (CMV) para la
expresion constituyente en células de mamifero. La secuencia de ADN de CAs9 modificada también se coloco en el
promotor de control T7 para la sintesis in vitro de ARNm con la ARN polimerasa T7. La transcripcion in vitro de ARN
se realizé usando el kit MessageMAX T7 ARCA-Capped Message Transcription y el sistema de produccion de
ARNmM T7 mScript Standard (Cellscript).

Ejemplo ilustrativo 2: Cas9 de direccionamiento

El locus del sitio de integracion 1 del virus adenoasociado (AAVS1) se usd como una diana para la modificacion del
genoma humano mediada por Cas9. El locus AAVS1 humano se localiza en el intrén 1 (4427 pb) de la proteina
fosfatasa 1, subunidad reguladora 12C (PPP1 R12C). La Tabla 3 presenta el primer exén (sombreado en gris) y el
primer intrén de PPP1 R12C. La secuencia subrayada en el intron es el sitio de modificacion dirigida (es decir, el
locus AAVS1).

Tabla 3. Primer exon e intron de PPP1R12C (5’-3)
GCGGGCGGGCGGTGCGATGICCGGAGAGGATGGCCCGGCGGLCTGGCCCGGE
GGCGGCGGCGGCGGCTGCCCGGGAGCGGCGACGGGAGCAGCTGCGGCAGTG
GGGGGCGCGGGCGEGCGCCGAGCCTIGGCCCCGGAGAGCGCCGCGCCCGCAC
CGTCCGCTTCGAGCGCGCCGCCGAGTTCCTGGCGGCCTGTGCGGGCGGCGAC
CTIGGACGAGGCGCGTICTGATGCTGCGCGCCGCCGACCCTGGCCCCGGCGCCG
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(continuacion)

Tabla 3. Primer exon e intron de PPP1R12C (5-3)
AGCTCGACCCCGCCGLCGLCGCCGCCCGCCCGCGCCGTGCTGGACTCCACCAA

CGCCGACGGTATCAGCGCCCTGCACCAGGTCAGCGCCCCCCGCCCGGLGTCT
CCCGGGGCCAGGTCCACCCTCTGCTGCGCCACCTGGGGCATCCTCCTTCCCCG
TTGCCAGTCTCGATCCGCCCCGTCGTTCCTGGCCCTGGGCTTTGCCACCCTATG
CTGACACCCCGTCCCAGTCCCCCTTACCATTCCCCTTCGACCACCCCACTTCCG
AATTGGAGCCGCTTCAACTGGCCCTGGGCTTAGCCACTCTGTGCTGACCACTCT
GCCCCAGGCCTCCTTACCATTCCCCTTCGACCTACTCTCTTCCGCATTGGAGTC
GCTTTAACTGGCCCTGGCTTTGGCAGCCTGTGCTGACCCATGCAGTCCTCCTTA
CCATCCCTCCCTCGACTTCCCCTCTTCCGATGTTGAGCCCCTCCAGCCGGTCCT
GGACTTTGTCTCCTTCCCTGCCCTGCCCTCTCCTGAACCTGAGCCAGCTCCCAT
AGCTCAGTCTGGTCTATCTGCCTGGCCCTGGCCATTGTCACTTTGCGCTGCCCT
CCTCTCGCCCCCGAGTGCCCTTGCTGTGCCGCCGGAACTCTGCCCTCTAACGCT
GCCGTCTCTCTCCTGAGTCCGGACCACTTTGAGCTCTACTGGCTTCTGCGCCGC
CTCTGGCCCACTGTTTCCCCTTCCCAGGCAGGTCCTGCTTTCTCTGACCTGCATT
CTCTCCCCTGGGCCTGTGCCGCTTTCTGTCTGCAGCTTGTGGCCTGGGTCACCT
CTACGGCTGGCCCAGATCCTTCCCTGCCGCCTCCTTCAGGTTCCGTCTTCCTCC
ACTCCCTCTTCCCCTTGCTCTCTGCTGTGTTGCTGCCCAAGGATGCTCTTTCCGG
AGCACTTCCTTCTCGGCGCTGCACCACGTGATGTCCTCTGAGCGGATCCTCCCC
GTGTCTGGGTCCTCTCCGGGCATCTCTCCTCCCTCACCCAACCCCATGCCGTCT
TCACTCGCTGGGTTCCCTTTTCCTTCTCCTTCTGGGGCCTGTGCCATCTCTCGTT
TCTTAGGATGGCCTTCTCCGACGGATGTCTCCCTTGCGTCCCGCCTCCCCTTCT
TGTAGGCCTGCATCATCACCGTTTTTCTGGACAACCCCAAAGTACCCCGTCTCCC
TGGCTTTAGCCACCTCTCCATCCTCTTGCTTTCTTTGCCTGGACACCCCGTTCTC
CTGTGGATTCGGGTCACCTCTCACTCCTTTCATTTGGGCAGCTCCCCTACCCCC
CTTACCTCTCTAGTCTGTGCTAGCTCTTCCAGCCCCCTGTCATGGCATCTTCCAG
GGGTCCGAGAGCTCAGCTAGTCTTCTTCCTCCAACCCGGGCCCCTATGTCCACT
TCAGGACAGCATGTTTGCTGCCTCCAGGGATCCTGTGTCCCCGAGCTGGGACCA
CCTTATATTCCCAGGGCCGGTTAATGTGGCTCTGGTTCTGGGTACTTTTATCTGT
CCCCTCCACCCCACAGTGGGGCCACTAGGGACAGGATTGGTGACAGAAAAGCC
CCATCCTTAGGCCTCCTCCTTCCTAGTCTCCTGATATTGGGTCTAACCCCCACCT
CCTGTTAGGCAGATTCCTTATCTGGTGACACACCCCCATTTCCTGGAGCCATCTC
TCTCCTTGCCAGAACCTCTAAGGTTTGCTTACGATGGAGCCAGAGAGGATCCTG
GGAGGGAGAGCTTGGCAGGGGGTGGGAGGGAAGGGGGGGATGCGTGACCTG
CCCGGTTCTCAGTGGCCACCCTGCGCTACCCTCTCCCAGAACCTGAGCTGCTCT
GACGCGGCCGTCTGGTGCGTTTCACTGATCCTGGTGCTGCAGCTTCCTTACACT
TCCCAAGAGGAGAAGCAGTTTGGAAAAACAAAATCAGAATAAGTTGGTCCTGAG
TTCTAACTTTGGCTCTTCACCTTTCTAGTCCCCAATTTATATTGTTCCTCCGTGCG
TCAGTTTTACCTGTGAGATAAGGCCAGTAGCCAGCCCCGTCCTGGCAGGGCTGT
GGTGAGGAGGGGGGTGTCCGTGTGGAAAACTCCCTTTGTGAGAATGGTGCGTC
CTAGGTGTTCACCAGGTCGTGGCCGCCTCTACTCCCTTTCTCTTTCTCCATCCTT
CTTTCCTTAAAGAGTCCCCAGTGCTATCTGGGACATATTCCTCCGCCCAGAGCA
GGGTCCCGCTTCCCTAAGGCCCTGCTCTGGGCTTCTGGGTTTGAGTCCTTGGCA
AGCCCAGGAGAGGCGCTCAGGCTTCCCTGTCCCCCTTCCTCGTCCACCATCTCA
TGCCCCTGGCTCTCCTGCCCCTTCCCTACAGGGGTTCCTGGCTCTGCTCTTCAG
ACTGAGCCCCGTTCCCCTGCATCCCCGTTCCCCTGCATCCCCCTTCCCCTGCAT
CCCCCAGAGGCCCCAGGCCACCTACTTGGCCTGGACCCCACGAGAGGCCACCC
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(continuacion)

Tabla 3. Primer exon e intron de PPP1R12C (5’-3’)
CAGCCCTGTCTACCAGGCTGCCTTTTGGGTGGATTCTCCTCCAACTGTGGGGTG
ACTGCTTGGCAAACTCACTCTTCGGGGTATCCCAGGAGGCCTGGAGCATTGGG
GTGGGCTGGGGTTCAGAGAGGAGGGATTCCCTTCTCAGGTTACGTGGCCAAGA
AGCAGGGGAGCTGGGTTTGGGTCAGGTCTGGGTGTGGGGTGACCAGCTTATGC
TGTTTGCCCAGGACAGCCTAGTTTTAGCACTGAAACCCTCAGTCCTAGGAAAACA
GGGATGGTTGGTCACTGTCTCTGGGTGACTCTTGATTCCCGGCCAGTTTCTCCA
CCTGGGGCTGTGTTTCTCGTCCTGCATCCTTCTCCAGGCAGGTCCCCAAGCATC
GCCCCCCTGCTGTGGCTGTTCCCAAGTTCTTAGGGTACCCCACGTGGGTTTATC
AACCACTTGGTGAGGCTGGTACCCTGCCCCCATTCCTGCACCCCAATTGCCTTA
GTGGCTAGGGGGTTGGGGGCTAGAGTAGGAGGGGCTGGAGCCAGGATTCTTAG
GGCTGAACAGAGAAGAGCTGGGGGCCTGGGCTCCTGGGTTTGAGAGAGGAGG
GGCTGGGGCCTGGACTCCTGGGTCCGAGGGAGGAGGGGCTGGGGCCTGGACT
CCTGGGTCTGAGGGTGGAGGGACTGGGGGCCTGGACTCCTGGGTCCGAGGGA
GGAGGGGCTGGGGCCTGGACTCGTGGGTCTGAGGGAGGAGGGGCTGGGGGC
CTGGACTTCTGGGTCTTAGGGAGGCGGGGCTGGGCCTGGACCCCTGGGTCTGA
ATGGGGAGAGGCTGGGGGCCTGGACTCCTTCATCTGAGGGCGGAAGGGCTGG
GGCCTGGCCTCCTGGGTTGAATGGGGAGGGGTTGGGCCTGGACTCTGGAGTCC
CTGGTGCCCAGGCCTCAGGCATCTTTCACAGGGATGCCTGTACTGGGCAGGTC
CTTGAAAGGGAAAGGCCCATTGCTCTCCTTGCCCCCCTCCCCTATCGCCATGAC
AACTGGGTGGAAATAAACGAGCCGAGTTCATCCCGTTCCCAGGGCACGTGCGG
CCCCTTCACAGCCCGAGTTTCCATGACCTCATGCTCTTGGCCCTCGTAGCTCCC
TCCCGCCTCCTCCAGATGGGCAGCTTTGGAGAGGTGAGGGACTTGGGGGGTAA
TTTATCCCGTGGATCTAGGAGTTTAGCTTCACTCCTTCCTCAGCTCCAGTTCAGG
TCCCGGAGCCCACCCAGTGTCCACAAGGCCTGGGGCAAGTCCCTCCTCCGACC
CCCTGGACTTCGGCTTTTGTCCCCCCAAGTTTTGGACCCCTAAGGGAAGAATGA
GAAACGGTGGCCCGTGTCAGCCCCTGGCTGCAGGGCCCCGTGCAGAGGGGGC
CTCAGTGAACTGGAGTGTGACAGCCTGGGGCCCAGGCACACAGGTGTGCAGCT
GTCTCACCCCTCTGGGAGTCCCGCCCAGGCCCCTGAGTCTGTCCCAGCACAGG
GTGGCCTTCCTCCACCCTGCATAGCCCTGGGCCCACGGCTTCGTTCCTGCAGA
GTATCTGCTGGGGTGGTTTCCGAGCTTGACCCTTGGAAGGACCTGGCTGGGTTT
AAGGCAGGAGGGGCTGGGGGCCAGGACTCCTGGCTCTGAAGGAGGAGGGGCT
GGAACCTCTTCCCTAGTCTGAGCACTGGAAGCGCCACCTGTGGGTGGTGACGG
GGGTTTTGCCGTGTCTAACAGGTACCATGTGGGGTTCCCGCACCCAGATGAGAA
GCCCCCTCCCTTCCCCGTTCACTTCCTGTTTGCAGATAGCCAGGAGTCCTTTCGT
GGTTTCCACTGAGCACTGAAGGCCTGGCCGGCCTGACCACTGGGCAACCAGGC
GTATCTTAAACAGCCAGTGGCCAGAGGCTGTTGGGTCATTTTCCCCACTGTCCTA
GCACCGTGTCCCTGGATCTGTTTTCGTGGCTCCCTCTGGAGTCCCGACTTGCTG
GGACACCGTGGCTGGGGTAGGTGCGGCTGACGGCTGTTTCCCACCCCCAG
(SEQID NO:11)

Los ARN guias de Cas9 se disefiaron para el direccionamiento del locus humano AAVS1. Un ARN de 42 nucleétidos
(denominado en el presente documento como una secuencia "ARNcr") que comprende (de 5" a 3’) una secuencia de
reconocimiento diana (es decir, una secuencia complementaria con la hebra no codificante de la secuencia diana) y
secuencia de protoespaciador; un ARN de 85 nucledtidos (denominado en el presente documento como una
secuencia de "ARNtracr") que comprende la secuencia 5’ con complementariedad con la secuencia 3’ del ARNcr y
una secuencia de horquilla adicional; y un ARN quimérico que comprende los nucleotidos 1-32 del ARNcr, un bucle
GAAA vy los nucledtidos 19-45 del ARNtracr se prepard. EI ARNcr se sintetizd quimicamente por Sigma-Aldrich. El
ARNTtracr y el ARN quimérico se sintetizd mediante transcripcion in vitro con ARN polimerasa T7 usando el kit T7-
Scribe Standard RNA IVT (Cellscript). La secuencia codificante de ARN quimérico también se colocé en el control
del promotor humano U6 para la transcripcion in vivo en células humanas. La Tabla 4 presenta las secuencias de los
ARN guias.
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Tabla 4. ARN guias
ARN Secuencia 5-3’

ACCCCACAGUGGGGCCACUAGUUUUAGAGCUAUGCUGU 12
UuuG

GGAACCAUUCAAAACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCU
AGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU 13
GCUuuuuuu

ACCCCACAGUGGGGCCACUAGUUUUAGAGCUAGAAAUA 14
GCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG

SEQ ID NO:

AAVS1-ARNcr

ARNtracr

ARN quimérico

Ejemplo ilustrativo 3: Preparacion del polinucleétido donador para controlar la modificacion del genoma

Se uso la integracion dirigida de una proteina GFP en el extremo N-terminal de PPP1 R12C para controlar la
modificacion del genoma mediada por Cas9. Para mediar la integracion mediante recombinacién homologa se
prepar6 un polinucledtido donador. El donador de ADN de AAVS1-GFP contenia en 5’ un brazo homélogo del locus

5 AAVS1 (1185 pb), un receptor de corte y empalme de ARN, una secuencia codificante de turbo GFP, un finalizador
de transcripcion en 3’, y un brazo homoélogo del locus AAVS1 en 3’ (1217 pb). La Tabla 5 presenta las secuencias
del receptor de corte y empalme de ARN y la secuencia codificante de GFP seguida por el finalizador de
transcripcion en 3’. El ADN del plasmido se prepard usando el kit GenElute Endotoxin-Free Plasmid Maxiprep
(Sigma).

Tabla 5. Secuencias en la secuencia del donador de ADN AAVS1.GFP

o SEQID
Secuencia 5-3 NO:

Receptor de
corte y
empalme de
ARN

CTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAG 15

GCCACCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGTCGACT
CTAGAGCTGCAGAGAGCGACGAGAGCGGCCTGCCCGCCA
TGGAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCACCCTGAACGGCG
TGGAGTTCGAGCTGGTGGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCG
AGCAGGGCCGCATGACCAACAAGATGAAGAGCACCAAAGG
CGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATG
GGCTACGGCTTCTACCACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCT
ACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGCTA
CACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGT
GCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAGGCCGGCCG

Secuencia
codificante
de GFP y
finalizador
de
transcripcion

CGTGATCGGCGACTTCAAGGTGATGGGCACCGGCTTCCCC
GAGGACAGCGTGATCTTCACCGACAAGATCGTCCGCAGCA
ACGCCACCGTGGAGCACCTGCACCCCATGGGCGATAACG
ATCTGGATGGCAGCTTCACCCGCACCTTCAGCCTGCGCGA
CGGCGGCTACTACAGCTCCGTGGTGGACAGCCACATGCAC
TTCAAGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCTGCAGAACGGGG
GCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGGATCACA
GCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTT
CAAGACCCCGGATGCAGATGCCGGTGAAGAATGAAGATCT
CTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCC
CCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTG
TCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGA
GTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGG
ACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATG
CTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGACTCGAGGTTTAAACG
TCGACGCGGCCGCGT

16

10 La integracion de genes dirigida dara como resultado una proteina de fusion entre los primeros 107 aminoacidos de
la PPP1 R12C y la turbo GFP. La proteina de fusién esperada contiene los primeros 107 restos de aminoacidos de

22



10

15

20

25

ES 2713243 T3

PPP1R12C (resaltado en gris) de corte y empalme de ARN entre el primer exén de PPP1 R12C y el receptor de
corte y empalme disefiado por ingenieria genética (véase la Tabla 6).

Tabla 6. Secuencia de aminoacidos predicha de la proteina de fusion PPP1R12C-GFP.
MSGEDGPAAGPGAAAAAARERRREQLROWGARAGAEPGPGERRARTVRFERAAE
FLAACAGGDLDEARLMLRAADPGPGAELDPAAPPPARAVLDSTNADGISALHQATM
DYKDDDDKVDSRAAESDESGLPAMEIECRITGTLNGVEFELVGGGEGTPEQGRMTN
KMKSTKGALTFSPYLLSHVMGYGFYHFGTYPSGYENPFLHAINNGGYTNTRIEKYED
GGVLHVSFSYRYEAGRVIGDFKVMGTGFPEDSVIFTDKIVRSNATVEHLHPMGDNDL
DGSFTRTFSLRDGGYYSSVVDSHMHFKSAIHPSILONGGPMFAFRRVEEDHSNTEL
GIVEYQHAFKTPDADAGEE (SEQ ID NO:17)

Ejemplo ilustrativo 4: Integracion dirigida mediada por Cas9

La transfeccion se realizé en células K562 humanas. La linea celular K562 se obtuvo de la American Type Culture
Collection (ATCC) y se cultivé en medio de Dulbecco modificado por Iscove, suplementado con FBS al 10 % y L-
glutamina 2 mM. Todos los medios y suplementos se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Los cultivos se dividieron un dia
antes de la transfeccion (a aproximadamente 0,5 millones de células por ml antes de la transfeccion). Las células se
transfectaron con Solucion V de Nucleofector (Lonza) en un Nucleofector (Lonza) con el programa T-016. Cada
nucleofeccion contenia aproximadamente 0,6 millones de células. Los tratamientos de transfeccion se detallan en la
Tabla 7. Las células se cultivaron a 37 °C y CO; al 5 % inmediatamente tras la nucleofeccion.

Tabla 7. Tratamientos de transfeccion.
Tratamiento | Cas9 modificada ARN guia Secuencia donadora
ARNm de Cas9 ftranscrito con un | doble cadena de ARNcr- ADN del plasmido
A analogo de casquete anti-inverso (10 | ARNtracr prealineada (0,3 AAVS1-GFP (10 ug)
Hg) nmol)
ARNm de Cas9 transcrito con un ADN del plasmido
B 3$1Iogo de casquete anti-inverso (10 | ARN quimérico (0,3 nmol) AAVS1-GFP (10 ug)
ARNm de Cas9 con casquete mediante ADN  del lasmido
C la reaccion de postrancripcion de | ARN quimérico (0,3 nmol) P
AAVS1-GFP (10 pg)
casquete (10 pg)
S ADN del plasmido de ARN | ADN del plasmido
D ADN del plasmido Cas9 (10 ug) quimérico con U6 (5 pg) AAVS1-GFP (10 pg)
E Ninguno Ninguno ADN del plasmido
AAVS1-GFP (10 pg)
Ninguno Ninguno Ninguno

La clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) se realizd 4 dias tras la transfeccion. Los datos de
FACS se presentan en la FIG. 2. El porcentaje de GFP detectada en cada uno de los cuatro tratamientos
experimentales (A-D) fue mayor que en los tratamientos de control (E, F), confirmando la integracién de la secuencia
donadora y la expresion de la proteina de fusion.

Ejemplo ilustrativo 5: Confirmacion por PCR de la integracion dirigida

El ADN gendmico se extrajo de las células transfectadas con el kit GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep
(Sigma) 12 dias después de la transfeccion. El ADN gendmico se amplificd entonces por PCR con un cebador hacia
delante localizado fuera del brazo homodlogo en 5 del donador del plasmido AAVS1-GFP y un cebador inverso
localizado en la regién 5’ de la GFP. El cebador hacia delante fue 5-CCACTCTGTGCTGACCACTCT-3' (SEQ ID
NO:18) y el cebador inverso fue 5-GCGGCACTCGATCTCCA-3' (SEQ ID NO:19). El tamafio del fragmento
esperado de la PCR de unién fue de 1388 pb. La amplificacion se llevd a cabo con JumpStart Tag ReadyMix
(Sigma), usando las siguientes condiciones de ciclacion: 98 °C durante 2 minutos para la desnaturalizacion inicial; 35
ciclos de 98 °C durante 15 segundos, 62 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 1 minuto y 30 segundos; y una
extension final a 72 °C durante 5 minutos. Los productos de PCR se resolvieron en gel de agarosa al 1 %.

Las células transfectadas con 10 ug de ARNm de Cas9 transcrito con un analogo de casquete anti-inverso, 0,3 nmol
de doble cadena de ARNct-ARNtracr prealineada, y 10 ug ADN del plasmido AAVS1-GFP presentaron un producto
de PCR del tamafio esperado (véase el carril A, FIG. 3).
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Ejemplo ilustrativo 6: Modificacion de genoma en embriones de raton basada en Cas9

El locus Rosa26 de ratéon se puede dirigir para modificaciones genémicas. La Tabla 8 presenta una porcion de la
secuencia de Rosa26 de ratdon en la que los posibles sitios diana se muestran en negrita. Cada sitio diana
comprende un protoespaciador.

Tabla 8. Secuencia Rosa26 de ratéon

GAGCGGCTGCGGGGCGGGTGCAAGCACGTTTCCGACTTGAGTTGCCTCAAGAG
GGGCGTGCTGAGCCAGACCTCCATCGCGCACTCCGGGGAGTGGAGGGAAGGA
GCGAGGGCTCAGTTGGGCTGTTTTGGAGGCAGGAAGCACTTGCTCTCCCAAAGT

CGCTCTGAGTTGTTATCAGTAAGGGAGCTGCAGTGGAGTAGGCGGGGAGAAGG

CCGCACCCTTCTCCGGAGGGGGGAGGGGAGTGTTGCAATACCTTTCTGGGAGT

TCTCTGCTGCCTCCTGGCTTCTGAGGACCGCCCTGGGCCTGGGAGAATCCCTTC
CCCCTCTTCCCTCGTGATCTGCAACTCCAGTCTTTCTAGAAGATGGGCGGGAGT
CTTCTGGGCAGGCTTAAAGGCTAACCTGGTGTGTGGGCGTTGTCCTGCAGGGG

AATTGAACAGGTGTAAAATTGGAGGGACAAGACTTCCCACAGATTTTCGGTTTT

GTCGGGAAGTTTTTTAATAGGGGCAAATAAGGAAAATGGGAGGATAGGTAGTCA
TCTGGGGTTTTATGCAGCAAAACTACAGGTTATTATTGCTTGTGATCCGCCTCGG
AGTATTTTCCATCGAGGTAGATTAAAGACATGCTCACCCGAGTTTTATACTCTCCT
GCTTGAGATCCTTACTACAGTATGAAATTACAGTGTCGCGAGTTAGACTATGTAA

GCAGAATTTTA (SEQ ID NO:20)

Los ARN guias se disefiaron para direccionar cada uno de los sitios diana en el locus Rosa26 de raton. Estas
secuencias se muestran en la Tabla 9, cada una es de 42 nucledtidos de longitud y la regién 5’ es complementaria a
la hebra que no se presenta en la Tabla 8 (es decir, la hebra que es complementaria a la hebra mostrada en la Tabla
8).

Tabla 9. ARN guias de Rosa26 de raton

ARN Secuencia 5’-3’ SEQ ID NO:
mRosa26-ARNcr- | CUCCAGUCUUUCUAGAAGAUGUUUUAGAGCUAU 1
1 GCUGUUUUG

mRosa26-ARNcr- | UGAACAGGUGUAAAAUUGGAGUUUUAGAGCUAU
2 GCUGUUUUG

mRosa26-ARNcr- | UGUCGGGAAGUUUUUUAAUAGUUUUAGAGCUAU
3 GCUGUUUUG

22

23

Los ARNcr se sintetizaron quimicamente y se prealinearon con el ARNtracr (SEQ ID NO:13; véase el Ejemplo 2). El
ARNcr / ARNtracr prealineado y el ARNm transcrito in vitro que codifica la proteina Cas9 modificada (SEQ ID NO. 9;
véase el Ejemplo 1) se pueden microinyectar en los pronucleos de embriones de ratén fecundados. Tras la guia
hacia la diana establecida por el ARNcr, la proteina Cas9 escinde el sitio diana, y la rotura de doble cadena
resultante se puede reparar mediante un proceso de reparacion por unidon de extremos no homologos (NHEJ). Los
embriones inyectados se pueden incubar bien a 37 °C, con CO; al 5 % durante la noche o durante hasta 4 dias,
seguido por el analisis de genotipado, o los embriones inyectados se pueden implantar en los ratones hembra
receptores de manera que se puedan genotipar los animales nacidos vivos. Los embriones incubados in vitro o los
tejidos de los animales nacidos vivos se pueden explorar para la presencia de una mutacién inducida por Cas9 en el
locus Rosa usando los procedimientos convencionales. Por ejemplo, los embriones o tejidos de fetos o animales
nacidos vivos se pueden recolectar para la extraccion y el analisis de ADN. EI ADN se puede aislar usando
procedimientos convencionales. La region dirigida del locus Rosa26 se puede amplificar por PCR usando cebadores
apropiados. Dado que la NHEJ es propensa a errores, las deleciones de al menos un nucleétido, las inserciones de
al menos un nucledtido, las sustituciones de al menos un nucleétido o las combinaciones de las mismas pueden
tener lugar durante la reparacion de la rotura. Las mutaciones se pueden detectar usando procedimientos de
genotipado basados en PCR, tales como los ensayos de emparejamiento incorrecto Cel-l y de secuenciacion de
ADN.
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Ejemplo ilustrativo 7: Modificacion de genoma en embriones de raton basada en Cas9

El locus Rosa26 se puede modificar en embriones de ratdon mediante coinyeccion de un polinucleétido donador, tal
como se detalla anteriormente en la seccion (ll1)(d), junto con el ARNcr / ARNtracr prealineado y el ARNm que
codifica la Cas9 modificada tal como se describe anteriormente en el Ejemplo 6. Los embriones incubados in vitro o
los tejidos de animales nacidos vivos (tal como se describe en el Ejemplo 6) se pueden explorar para un locus
Rosa26 usando procedimientos de genotipado basados en PCR, tales como los ensayos RFLP, PCR de unién, y
secuenciacion de ADN.

Ejemplo ilustrativo 8: Modificacion de genoma en embriones de rata basada en Cas9

El locus Rosa26 de rata se puede dirigir para modificaciones genémicas. La Tabla 10 presenta una porcion de la
secuencia de rata en la que los posibles sitios diana se muestran en negrita. Cada sitio diana comprende un
protoespaciador.

Tabla 10. Secuencia Rosa26 de rata

GGGATTCCTCCTTGAGTTGTGGCACTGAGGAACGTGCTGAACAAGACCTACATT
GCACTCCAGGGAGTGGATGAAGGAGTTGGGGCTCAGTCGGGTTGTATTGGAGA
CAAGAAGCACTTGCTCTCCAAAAGTCGGTTTGAGTTATCATTAAGGGAGCTGCAG
TGGAGTAGGCGGAGAAAAGGCCGCACCCTTCTCAGGACGGGGGAGGGGAGTG
TTGCAATACCTTTCTGGGAGTTCTCTGCTGCCTCCTGTCTTCTGAGGACCGCCCT
GGGCCTGGAAGATTCCCTTCCCCCTTCTTCCCTCGTGATCTGCAACTGGAGTCT
TTCTGGAAGATAGGCGGGAGTCTTCTGGGCAGGCTTAAAGGCTAACCTGGTGC
GTGGGGCGTTGTCCTGCAGAGGAATTGAACAGGTGTAAAATTGGAGGGGCAAG
ACTTCCCACAGATTTTCGATTGTGTTGTTAAGTATTGTAATAGGGGCAAATAAGG
GAAATAGACTAGGCACTCACCTGGGGTTTTATGCAGCAAAACTACAGGTTATTAT
TGCTTGTGATCCGCCCTGGAGAATTTTTCACCGAGGTAGATTGAAGACATGCCC

ACCCAAATTTTAATATTCTTCCACTTGCGATCCTTGCTACAGTATGAAA (SEQ ID
NO:24)

Los ARN guias se disefiaron para direccionar cada uno de los sitios diana en el locus Rosa26 de rata. Estas
secuencias se muestran en la Tabla 11, cada una es de 42 nucleétidos de longitud y la region 5’ es complementaria
a la hebra que no se presenta en la Tabla 10 (es decir, la hebra que es complementaria a la hebra mostrada en la
Tabla 10).

Tabla 11. ARN guias de Rosa26 de rata

ARN Secuencia 5-3’ SEQ ID NO:

Rosa26ARNe1 | AGGGGGAAGGGAAUCUUCCAGUUUUAGAGCUA -
UGCUGUUUUG

RosazeARNe2 | UCUGCAACUGGAGUCUUUCUGUUUUAGAGCUA -
UGCUGUUUUG

Rosa26ARNGs | AGGCGGGAGUCUUCUGGGCAGUUUUAGAGCUA o7
UGCUGUUUUG

Los ARNcr se sintetizaron quimicamente y se prealinearon con el ARNtracr (SEQ ID NO:13; véase el Ejemplo 2). El
ARNcr / ARNtracr prealineado y el ARNm transcrito in vitro que codifica la proteina Cas9 modificada (SEQ ID NO. 9;
véase el Ejemplo 1) se pueden microinyectar en los pronuicleos de embriones de rata fecundados. Tras la guia hacia
el sitio diana por el ARNcr, la proteina Cas9 escinde el sitio diana, y la rotura de doble cadena resultante se puede
reparar mediante un proceso de reparacion por union de extremos no homologos (NHEJ). Los embriones inyectados
se pueden incubar bien a 37 °C, con CO; al 5 % durante la noche o durante hasta 4 dias, seguido por el analisis de
genotipado, o los embriones inyectados se pueden implantar en los ratones hembra receptores de manera que se
puedan genotipar los animales nacidos vivos. Los embriones incubados in vitro o los tejidos de los animales nacidos
vivos se pueden explorar para la presencia de una mutacién inducida por Cas9 en el locus Rosa usando los
procedimientos convencionales. Por ejemplo, los embriones o tejidos de fetos o animales nacidos vivos se pueden
recolectar para la extraccion y el analisis de ADN. El ADN se puede aislar usando procedimientos convencionales.
La region dirigida del locus Rosa26 se puede amplificar por PCR usando cebadores apropiados. Dado que la NHEJ
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es propensa a errores, las deleciones de al menos un nucleétido, las inserciones de al menos un nucleétido, las
sustituciones de al menos un nucledtido o las combinaciones de las mismas pueden tener lugar durante la
reparacion de la rotura. Las mutaciones se pueden detectar usando procedimientos de genotipado basados en PCR,
tales como los ensayos de emparejamiento incorrecto Cel-l y de secuenciacion de ADN.

Ejemplo ilustrativo 9: Modificacion de genoma en embriones de rata basada en Cas9

El locus Rosa26 se puede modificar en embriones de rata mediante coinyeccion de un polinucleétido donador, tal
como se detalla anteriormente en la seccion (lli(d), junto con el ARNcr / ARNtracr prealineado y el ARNm que
codifica la Cas9 modificada tal como se describe anteriormente en el Ejemplo 8. Los embriones incubados in vitro o
los tejidos de ratas nacidas vivas (tal como se describe en el Ejemplo 8) se pueden explorar para un locus Rosa26
usando procedimientos de genotipado basados en PCR, tales como los ensayos RFLP, PCR de union, y
secuenciacion de ADN.
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Phe Leu Gly Trp Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly

5 10

Lys Lys Arg Lys Val
20

27

15



10

15

20

25

30

35

<210>7

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 7

Gly Ala Leu
1

Ala Trp Ser

<210> 8

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 8

Lys Glu Thr
1

Lys Lys Arg

<210>9

<211> 1374

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 9

Met Asp Lys
1

Gly Trp Ala
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Phe Leu Gly Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly

5
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Gln Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
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Trp Trp Glu Thr Trp Trp Thr Glu Trp Ser Gln Pro Lys
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Lys Val
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Met
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Thr
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Asn
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Asp
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Ser
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Ala
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Ala

Val
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Pro
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Ser
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Asp
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Ala
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Arg

70

Phe

Glu

Ile

Thr

Asp

150

Gly

Asp

Glu

Ala
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Leu

Ala

Leu

Lys

Ser
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Ile
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Lys
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Tyr

Arg

Phe

Leu

Pro

200

Leu

Glu
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Arg
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Leu
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Val
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Glu
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Ala
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Gly
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Leu

Lys

Asp

Gln

285

Leu
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Glu

Arg
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820 825 830

Ser Asp Tyr Asp Val Asp His Ile Val Pro Gln Ser Phe Ile Lys Asp
835 840 845

Asp Ser Ile Asp Asn Lys Val Leu Thr Arg Ser Asp Llys Asn Arg Gly
850 855 860

Lys Ser Asp Asn Val Pro Ser Glu Glu Val Val Lys Lys Met Lys Asn
865 870 875 880

Tyr Trp Arg Gln Leu Leu Asn Ala Lys Leu Ile Thr Gln Arg Lys Phe
885 890 895

Asp Asn Leu Thr Lys Ala Glu Arg Gly Gly Leu Ser Glu Leu Asp Lys
900 905 910

Ala Gly Phe Ile Lys Arg Gln Leu Val Glu Thr Arg Gln Ile Thr Lys
915 920 925

His Val Ala Gln Ile Leu Asp Ser Arg Met Asn Thr lys Tyr Asp Glu
930 935 940

Asn Asp Lys Leu Ile Arg Glu Val Lys Val Ile Thr Leu Lys Ser Lys
945 950 955 960

Leu Val Ser Asp Phe Arg Lys Asp Phe Gln Phe Tyr Llys Val Arg Glu
965 970 975

Ile Asn Asn Tyr His His Ala His Asp Ala Tyr Leu Asn Ala Val Val
980 985 990

Gly Thr Ala Leu Ile Lys Lys Tyr Pro Lys Leu Glu Ser Glu Phe Val
995 1000 1005

Tyr Gly Asp Tyr Lys Val Tyr Asp Val Arg Lys Met TIle Ala Lys
1010 1015 1020

Ser Glu Gln Glu Ile Gly Lys Aala Thr Ala Lys Tyr Phe Phe Tyr
1025 1030 1035

Ser Asn Ile Met Asn Phe Phe Lys Thr Glu Ile Thr Leu Ala Asn
1040 1045 1050

Gly Glu TIle Arg Lys Arg Pro Leu Ile Glu Thr Asn Gly Glu Thr
1055 1060 1065
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Trp
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Phe
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Ile
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Ile
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Ser

Lys

Val

Ser
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Leu
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Lys

Val

Ser

Lys

Glu

Phe
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Ile

Asp
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Lys

Glu

Lys

Lys

Ala
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Leu

Glu

Glu

val

Gln
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Lys
1095

Leu
1110

Trp
1125

Tyr
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Arg
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Lys
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Lys
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Ser

Tyr

Ser
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Tyr
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Ser

Ser
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Val
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Lys
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Lys

Ser

Lys

Leu
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Val

Ser

Lys

Lys

Ala

Asn

Arg

Glu

Arg

Lys

Leu

Ser

Phe

Glu

Phe

Glu

Asn

Pro

His

Arg

Tyr
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Ile

Lys

Lys

Leu

Lys

<210> 10
<211> 4122
<212> ADN
<213> Secuenci

<220>

His Leu

1310

Tyr Phe

1325

Glu
1340

Val

Tyr Glu

1355

Lys
1370

Lys

a artificial

<223> SINTETIZADO

<400> 10

atggacaaga
atcaccgacg
cacagcatca
gccacccggce
tatctgcaag
ctggaagagt
aacatcgtgg
aagctggccg
atgatcaagt
gtggacaagc
atcaacgcca
cggctggaaa
ctgattgcce
gatgccaaac
cagatcggcg
ctgctgageg

atgatcaaga

agtacagcat
actacaaggt
agaagaacct
tgaagagaac
agatcttcag
cctteectggt
acgaggtggce
acagcaccga
tcecggggeca
tgttcatcca
gcagagtgga
atctgatcgce
tgagcctggg
tgcagctgag
accagtacgc
acatcctgag

gatacgacga

Phe

Asp

Leu

Thr

Arg
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Thr Leu

Thr Asn Leu

1315

Thr Thr

Ile Asp Arg

1330

Asp Ala

Thr

Leu Ile

1345

Arg Ile

Asp Leu Ser

1360

Lys Val

cggcctggac
gcccagcaag
gatcggcgece
cgccagaaga
caacgagatg
ggaagaggat
ctaccacgag
caaggccgac
cttecctgatce
gctggtgeag
cgccaaggcec
ccagctgccecce
cctgaccccece
caaggacacc
cgacctgttt
agtgaacagc

gcaccaccag

atcggcacca
aaattcaagg
ctgetgtteg
agatacacca
gccaaggtgg
aagaagcacg
aagtacccca
ctgagactga
gagggcgacc
atctacaatc
atcctgageg
ggcgagaagce
aacttcaaga
tacgacgacg
ctggcecgceca
gagatcacca

gacctgaccce

34

Gly Ala

Pro Ala Ala

1320

Lys Arg

Tyr

Thr Ser

1335

His Gln

Ser

Ile Thr

1350

Gln Leu

Gly Gly Asp

1365

actctgtggg
tgctgggcaa
gctctggega
gacggaagaa
acgacagctt
agcggcaccce
ccatctacca
tctacctgge
tgaaccccga
agctgttcga
ccagactgag
ggaatggcct
gcaacttcga
acctggacaa
agaacctgtc
aggccccect

tgctgaaagce

ctgggeegtyg
caccgaccgg
aacagccgag
ccggatcectge
cttccacaga
catcttegge
cctgagaaag
cctggceccac
caacagcgac
ggaaaacccce
caagagcaga
gttcggcaac
cctggecgag
cctgectggece
cgacgccatc
gtcecgectcet

tctecgtgegg

Phe

Thr

Gly

Pro

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



cagcagctgce
ggctacatcg
gaaaagatgg
aagcagcgga
gccattetge
gagaagatcc
agattecgcecet
gtggtggaca
aacctgccca
tacaacgagc
agcggcgagce
gtgaagcagc
ageggegtgg
atcaaggaca
ctgaccctga
cacctgttcg
aggctgagcc
gatttcctga
agcctgacct
cacgagcaga
gtgaagattg
gaaatggcca
aagcggatcg
gaaaacaccc
atgtacgtgg
gtgccccagt
aagaaccggg
tactggcgcece
aaggccgaga
gtggaaaccc

aagtacgacg

ctgagaagta
atggcggage
acggcaccga
ccttcgacaa
ggcggcagga
tgaccttcag
ggatgaccag
agggcgcecag
acgagaaggt
tgaccaaagt
agaaaaaggc
tgaaagagga
aagatcggtt
aggacttcct
cactgtttga
acgacaaagt
ggaagctgat
agtccgacgg
ttaaagagga
tcgccaatcet
tggacgagct
gagagaacca
aagagggcat
agctgcagaa
accaggaact
ccttcatcaa
gcaagagcga
agctgctgaa
gaggcggcct
ggcagatcac

agaacgacaa
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caaagagatt
cagccaggaa
ggaactgctc
cggcagcatc
agatttttac
aatcccctac
aaagagcgag
cgcccagagce
gctgecccaag
gaaatacgtg
catecgtggac
ctacttcaag
caacgcctece
ggacaatgag
ggaccggggce
gatgaagcag
caacggcatc
cttcgceccecaac
catccagaaa
ggccggatcce
cgtgaaagtg
gaccacccag
caaagagctg
cgagaagctg
ggacatcaac
ggacgactcc
caacgtgcce
tgccaagcetg
gagcgaactg
aaagcacgtg

actgatccgg

ttettegace
gagttctaca
gtgaagctga
ccccaccaga
ccattecctga
tacgtgggcce
gaaaccatca
ttcatcgagce
cacagcctge
accgagggaa
ctgectgttca
aaaatcgagt
ctgggegect
gaaaacgagg
atgatcgagg
ctgaagcgge
cgggacaagc
agaaacttca
gceccaggtgt
cccgecatta
atgggccaca
aagggacaga
ggcagccaga
tacctgtact
cggctgtecg
atcgataaca
tccgaagagg
attacccaga
gataaggccg
gcacagatcc

gaagtgaaag

35

agagcaagaa
agttcatcaa
acagagagga
tccacctggg
aggacaaccg
ctctggccag
cccectggaa
ggatgaccaa
tgtacgagta
tgcggaagcece
agaccaaccg
gcttcgacag
atcacgatct
acattctgga
aacggctgaa
ggagatacac
agtccggcaa
tgcagctgat
ccggccaggg
agaagggcat
agcccgagaa
agaacagccg
tcctgaaaga
acctgcagaa
actacgatgt
aagtgctgac
tcgtgaagaa
ggaagttcga
gcttcattaa
tggactcccg

tgatcaccct

cggctacgcee
gcccatcctg
cctgetgegg
agagctgcac
ggaaaagatc
gggaaacagc
cttcgaggaa
cttcgataag
cttcaccgtg
cgcctttetg
gaaagtgacc
cgtggaaatc
gctgaaaatt
agatatcgtg
aacctatgcce
cggctgggge
gacaatcctg
ccacgacgac
acactctctg
cctgcagaca
catcgtgatc
cgagagaatg
acaccccegtg
tgggcgggat
ggaccacatt
tcggagcgac
gatgaagaac
caatctgacc
gcggcagcetyg
gatgaacact

gaagtccaag

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



10

ctggtgtccg
caccacgccce
cctaagectgg
atcgccaaga
atcatgaact
ctgatcgaga
acagtgcgga
accggcggcet
agaaagaagg
tctgtgectgg
gagctgctgg
ctggaagcca
tcecetgtteg
aagggaaacg
tatgagaagc
cacaagcact
ctggcecgatg
atcagagagc
gccgecttea
gtgctggacg
ctgtctcage
<210> 11

<211> 4764
<212> ADN

acttcagaaa
acgacgccta
aaagcgagtt
gcgagcagga
ttttcaagac
caaacggcga
aagtgctgtc
tcagcaaaga
attgggaccc
tggtggccaa
ggatcaccat
agggctacaa
agctggaaaa
agctggccect
tgaagggctc
acctggacga
ccaacctgga
aggccgagaa
agtactttga

ccaccctgat

tgggaggcga

<213> Homo sapiens

<400> 11
gcgggcgggce
ggcggetgee
cgagcctggce
cctggeggece
ccectggecce
ctccaccaac

tcececggggece

ggtgcgatgt
cgggagcggce
cccggagage
tgtgegggeg
ggcgccgagce
gccgacggta

aggtccaccc
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ggatttccag
cctgaacgcece
cgtgtacggce
aatcggcaag
cgagatcaca
aaccggggag
catgccccaa
gtctatcctg
taagaagtac
agtggaaaag
catggaaaga
agaagtgaaa
cggccggaag
gccctccaaa
ccccgaggat
gatcatcgag
caaggtgctg
tatcatccac
caccaccatc
ccaccagagce

cCCCaagaaa

ccggagagga
gacgggagca
gccgegeccg
gcgacctgga
tcgacceege
tcagecgecect

tctgetgege

ttttacaaag
gtcgtgggaa
gattacaagg
gctaccgceca
ctggccaacg
atcgtgtggg
gtgaatatcg
cccaagagga
ggcggetttg
ggcaagtcca
agcagcttcg
aaggacctga
cggatgctgg
tatgtgaact
aatgagcaga
cagattagcg
agcgcctaca
ctgtttaccc
gaccggaaga
atcaccggcece

aagcgcaaag

tggcceggeg
gctgcggeag
caccgtecge
cgaggcgegt
cgcgecgecg
gcaccaggtc

cacctggggce

36

tgcgcgagat
ccgccctgat
tgtacgacgt
agtacttctt
gcgagatcag
ataagggccg
tgaaaaagac
actccgacaa
acagccccac
agaaactgaa
agaagaatcc
tcatcaagct
cttctgeegg
tcectgtacct
aacagctgtt
agttctccaa
acaagcaccg
tgaccaacct
ggtacaccag
tgtacgagac

tg

gctggeccegg
tggggggcge
ttcgagcgeg
ctgatgctge
cccgeecgceg
agcgccccece

atcctcectte

caacaactac
caaaaagtac
gcggaagatg
ctacagcaac
aaagcggcct
ggattttgce
cgaggtgcag
gctgatcgee
cgtggectac
gagtgtgaaa
catcgacttt
gcctaagtac
cgaactgcag
ggccagccac
tgtggaacag
gcgcgtgatce
ggataagccce
gggagcccct
caccaaagag

acggatcgac

gggcggcggce
gggcgggcgce
ccgecgagtt
gcgecgecga
ccgtgetgga
gcccggegte

cccgttgeca

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4122

60

120

180

240

300

360

420



gtctegatcce
cccagtecce
tggecectggg
cttcgaccta
tgctgaccca
gceccectecag
gccagctecce
tgcectecte
gcegtetcete
cccactgttt
gcctgtgecg
cctteectge
gctgtgttge
tgatgteccte
cacccaacce
gtgccatcte
tccecttett
tcecetggett
tgtggattcg
ctctagtctg
tcagctagtc
tgccteccagg
tgtggctcetg
gacaggattg
ttgggtctaa
cctggageca
ggatcctggg
ccggttetceca
ccegtetggtg
agcagtttgg
cctttectagt

ccagtagcca

gcceegtegt
cttaccattc
cttageccact
ctctetteceg
tgcagtcctce
ccggtectgg
atagctcagt
tcgececcecega
tcetgagtcee
ccccttecca
ctttctgtct
cgecctectte
tgcccaagga
tgagcggatce
catgececgtet
tcgtttcetta
gtaggectge
tagccaccte
ggtcacctct
tgctagcectcet
ttctteectce
gatcctgtgt
gttctgggta
gtgacagaaa
cccccaccte
tctctetect
agggagagct
gtggeccacce
cgtttecactg
aaaaacaaaa
ccccaattta

gcccegtect
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tcetggecect
ccettegace
ctgtgctgac
cattggagtc
cttaccatcce
actttgtctce
ctggtctatce
gtgcecettge
ggaccacttt
ggcaggtcct
gcagcttgtg
aggttecegte
tgctetttece
cteccegtgt
tcactecgetg
ggatggccett
atcatcaccg
tccatcctct
cactccttte
tccagecece
aacccgggcece
ccecegagcetg
cttttatetg
agccccatcce
ctgttaggca
tgccagaacce
tggcaggggg
tgcgctaccece
atcctggtge
tcagaataag

tattgttect

ggcagggctyg

gggctttgee
accccacttc
cactctgceccec
gctttaactg
ctcectegac
cttecetgee
tgecctggece
tgtgecegecg
gagctctact
gctttcetcetg
gcectgggtca
ttecctccact
ggagcacttce
ctgggtectce
ggttcecettt
cteccgacgga
tttttetgga
tgectttettt
atttgggcag
tgtcatggca
cctatgtcca
ggaccacctt
tcecectecac
ttaggcctece
gattccttat
tctaaggttt
tgggagggaa
tctececcagaa
tgcagcecttece
ttggtcctga
ccgtgegtea

tggtgaggag

37

accctatget
cgaattggag
caggcctcect
gcectggett
ttccectett
ctgecccetcete
tggccattgt
gaactctgce
ggcttetgeg
acctgcattc
cctctacgge
ccctettece
ctteteggeg
tecegggceate
tccttetect
tgtcteccett
caaccccaaa
gcctggacac
ctcecectace
tettecaggg
cttcaggaca
atattcccag
cccacagtgg
tcecttectag
ctggtgacac
gcttacgatg
gggggggatg
cctgagetge
ttacacttcc
gttctaactt

gttttacctg

gggggtgtcc

gacaccccegt
ccgcettecaac
taccattcce
tggcagcecectg
ccgatgttga
ctgaacctga
cactttgege
ctctaacgct
ccgectetgg
tcteccetgg
tggcccagat
cttgectetet
ctgcaccacg
tctectecct
tctggggect
gecgteccgee
gtacceccegte
cecegttetece
ccecttacct
gtccgagage
gcatgtttge
ggccggttaa
ggccactagg
tctectgata
acccccattt
gagccagaga
cgtgacctge
tectgacgegg
caagaggaga
tggctecttca
tgagataagg

gtgtggaaaa

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



ctcecetttgt
tttectettte
tcecgeccaga
cttggcaagce
atgccectgg
gceecgttee
cccaggccac
tgececttttgg
gggtatccca
ttctcaggtt
gtgaccagct
taggaaaaca
tccacectggg
cccectgetg
ggtgaggctg
gggggctaga
gggcctggge
gaggaggggc
cctgggtceeg
gggggcectgg
tggggagagg
tcctgggttg
aggcatcttt
tcteettgee
atccegttce
ttggceccteg
ttggggggta
ttcaggtccce
cctggacttce
tggcecegtgt

tgtgacagcc

gagaatggtg
tccatcctte
gcagggtccce
ccaggagagg
ctecteectgee
cctgcatcecce
ctacttggce
gtggattctc
ggaggcctgg
acgtggccaa
tatgetgttt
gggatggttg
gctgtgtttce
tggctgttce
gtacccetgee
gtaggagggg
tecctgggttt
tggggcctgg
agggaggagg
acttctgggt
ctgggggcct

aatggggagg

cacagggatg
cccctececcet
cagggcacgt
tagctccecte
atttatcceg
ggagcccacc
ggcttttgtce
cagccectgg

tggggcccag
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cgtectaggt
tttccttaaa
gcttecectaa
cgctcaggcet
cctteectac
cgttcecectg
tggaccccac
ctccaactgt
agcattgggg

gaagcagggg

gcccaggaca
gtcactgtct
tegtectgea
caagttctta
cccattectg
ctggagccag
gagagaggag
actcctgggt
ggctggggee
cttagggagg
ggactccttc
ggttgggcct
cctgtactgg
atcgccatga
gcggceccectt
ccgectecte
tggatctagg
cagtgtccac
cccccaagtt
ctgcagggcc

gcacacaggt

gttcaccagg
gagtccccag
ggccctgete
tcecetgtece
aggggttecct
catcccecett
gagaggccac
ggggtgactg

tgggctgggg

agctgggttt
gcctagtttt
ctgggtgact
tcecttcecteca
gggtacccca
caccccaatt
gattcttagg
gggctgggge
ctgagggtgg
tggactcgtyg
cggggctggyg
atctgaggge
ggactctgga
gcaggtcctt
caactgggtg
cacagcccga
cagatgggca
agtttagcett
aaggcctggg
ttggaccecct
ccgtgcagag

gtgcagctgt

38

tegtggeege
tgctatctgg
tgggcttetg
ccttectegt
ggctctgetce
ccectgeate
cccagecectg
cttggcaaac
ttcagagagg
gggtcaggtce
agcactgaaa
cttgattccce
ggcaggtccce
cgtgggttta
gccttagtgg
gctgaacaga
ctggactcect
agggactggg
ggtctgaggg
cctggaccce
ggaagggctg
gtcecetggtg
gaaagggaaa
gaaataaacg
gtttccatga
gctttggaga
cactccttcc
gcaagtccct
aagggaagaa

ggggcctcag

ctcaccecte

ctctactece
gacatattcc
ggtttgagtc
ccaccatctc
ttcagactga
ccccagaggce
tctaccagge
tcactcttceg
agggattccce
tgggtgtggg
ccctcagtece
ggccagtttc
caagcatcgce
tcaaccactt
ctagggggtt
gaagagctgg
gggtccgagg
ggcctggact
aggaggggct
tgggtctgaa
gggcctggee
cccaggecte
ggcccattge
agccgagttce
cctecatgcete
ggtgagggac
tcagctccag
cctecgaccee
tgagaaacgg
tgaactggag

tgggagtccce

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



10

15

20

25

30

35

40
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gcccaggcecce ctgagtctgt cccagcacag ggtggectte
ggcccacggce ttcgttcectg cagagtatct getggggtgg
aaggacctgg ctgggtttaa ggcaggaggg gctgggggcc
aggaggggct ggaacctctt ccctagtcectg agcactggaa
cgggggtttt gccgtgtcta acaggtacca tgtggggttce
ccecteecette cecegttcact tectgtttge agatagceccag
ctgagcactg aaggcctggc cggcctgacc actgggcaac
agtggccaga ggctgttggg tcattttccc cactgtcecta

ttttegtgge tccectectgga gtecccgactt getgggacac

ctgacggctg tttcccacce ccag

<210> 12

<211> 42

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 12
accccacagu ggggecacua guuuuagage uaugcuguuu ug

<210> 13

<211> 86

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 13

42

ctccacccectg
tttcecgagcet
aggactcctg
gcgccacctg
ccgcacccag
gagtccttte
caggcgtatc
gcaccgtgtce

cgtggctggyg

catagccecctg
tgacccttgg
gctctgaagg
tgggtggtga
atgagaagcc
gtggtttcca
ttaaacagcc

cctggatcetg

gtaggtgcgg

ggaaccauuc aaaacagcau agcaaguuaa aauaaggcua guccguuauc aacuugaaaa

aguggcaccg agucggugcu uuuuuu

<210> 14

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 14

accccacagu ggggccacua guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aaggcuaguc

cg

<210> 15

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

39

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4764

60

86

60

62



10

15

20

25

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 15

ctgacctctt ctettectee cacag

<210> 16
<211> 1009
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 16
gccaccatgg
gagagcggcc
gagttcgagce
atgaagagca
tacggecttcet
atcaacaacg
cacgtgagct
ggcaccggct
accgtggagce
ttcagecctge
agcgccatcce
gaggaggatc
ccggatgcag
ttgtttgecece
cctaataaaa
gtggggtggg
atgcggtggyg

<210> 17

<211> 355
<212> PRT

actacaaaga
tgccecgecat
tggtgggcegg
ccaaaggcgce
accacttcgg
gcggctacac
tcagctaccg
tccececgagga
acctgcaccc
gcgacggcgg
accccagcat
acagcaacac
atgccggtga
ctcececeegtg
tgaggaaatt
gcaggacagc

ctctatggac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 17
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25

cgatgacgac
ggagatcgag
cggagagggc
cctgaccttce
cacctacccce
caacacccgce
ctacgaggcce
cagcgtgatc
catgggcgat
ctactacagc
cctgcagaac
cgagctgggce
agaatgaaga
ccttecettga
gcatcgcatt

aagggggagg

tcgaggttta

aaggtcgact
tgccgecatca
acccccgagce
agcccctacce
agcggctacg
atcgagaagt
ggccgegtga
ttcaccgaca
aacgatctgg
tcegtggtgg
gggggccccea
atcgtggagt
tctectgtgee
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga

aacgtcgacg

40

ctagagctgce
ccggcaccect
agggccgcat
tgctgagcecca
agaacccctt
acgaggacgg
tcggegactt
agatcgtccg
atggcagctt
acagccacat
tgttcgectt
accagcacgc
ttctagttge
tgccactcce
gtgtcattct

caatagcagg

cggccgegt

agagagcgac
gaacggcgtg
gaccaacaag
cgtgatgggce
cctgcacgcece
cggcgtgetg
caaggtgatg
cagcaacgcc
cacccgcacce
gcacttcaag
ccgecgegtg
cttcaagacc
cagccatctg
actgtccttt
attctggggg

catgctgggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1009



Met

Ala

Ala

Phe

Asp

Glu

Thr

Lys

Ser

Asn

145

Gln

Phe

Phe

Asn

Gly

225

Ile

Ser

Ala

Gly

Glu

50

Glu

Leu

Asn

Asp

Gly

130

Gly

Gly

Ser

Gly

Asn

210

val

Gly

Gly

Arg

Ala

35

Arg

Ala

Asp

Ala

Asp

115

Leu

vVal

Arg

Pro

Thr

195

Gly

Leu

Asp

Glu

Glu

20

Glu

Ala

Arg

Pro

Asp

100

Asp

Pro

Glu

Met

Tyr

180

Tyr

Gly

His

Phe

Asp

Arg

Pro

Ala

Leu

Ala

85

Gly

Asp

Ala

Phe

Thr

165

Leu

Pro

Tyr

val

Lys
245

ES 2713243 T3

Gly

Arg

Gly

Glu

Met

70

Ala

Ile

Lys

Met

Glu

150

Asn

Leu

Ser

Thr

Ser

230

Val

Pro

Arg

Pro

Phe

55

Leu

Pro

Ser

vVal

Glu

135

Leu

Lys

Ser

Gly

Asn

215

Phe

Met

Ala

Glu

Gly

40

Leu

Arg

Pro

Ala

Asp

120

Ile

vVal

Met

His

Tyr

200

Thr

Ser

Gly

41

Ala

Gln

25

Glu

Ala

Ala

Pro

Leu

105

Ser

Glu

Gly

Lys

vVal

185

Glu

Arg

Tyr

Thr

Gly

10

Leu

Arg

Ala

Ala

Ala

90

His

Arg

Cys

Gly

Ser

170

Met

Asn

Ile

Arg

Gly
250

Pro

Arg

Arg

Cys

Asp

75

Arg
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ctgagccaga

ggctgttttg
agggagctgce
agtgttgcaa
ggcctgggag
gatgggcggg
caggggaatt
gtcgggaagt
gttttatgca
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tacagtatga

<210> 21
<211> 42
<212> ARN

ggggcegggtyg

cctccatege

gaggcaggaa
agtggagtag
tacctttctg
aatcccttce
agtcttectgg
gaacaggtgt
tttttaatag
gcaaaactac
ttaaagacat

aattacagtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 21
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caagcacgtt

gcactccggg

gcacttgctce
gcggggagaa
ggagttctct
ccctettece
gcaggcttaa
aaaattggag
gggcaaataa
aggttattat
gctcacccga

tcgcgagtta

tccgacttga

gagtggaggg

tcccaaagtce
ggccgcaccce
gctgectcect
tcgtgatctg
aggctaacct
ggacaagact
ggaaaatggg
tgcttgtgat
gttttatact

gactatgtaa

cuccagucuu ucuagaagau guuuuagagc uaugcuguuu ug 42

<210> 22
<211> 42
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 22

ugaacaggug Uaaaauugga guuuuagagc uaugcuguuu ug 42

<210> 23
<211> 42
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 23

ugucgggaag uuuuuuaaua guuuuagagc uaugcuguuu ug 42

<210> 24
<211> 642
<212> ADN

<213> Rattus rattus
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gtattttcca
agatccttac
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ggcactgagg
tggggctcag
gttatcatta
g9999agggg
gaccgcecectg
tctttetgga
ggcgttgtcece
attttcgatt
tcacctgggg
aatttttcac
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tcgggttgta
agggagctgce
agtgttgcaa
ggcctggaag
agataggcgg
tgcagaggaa
gtgttgttaa
ttttatgcag
cgaggtagat

tacagtatga

<210> 25

<211> 42

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 25
agggggaagg gaaucuucca guuuuagage uaugcuguuu ug

<210> 26

<211> 42

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 26
ucugcaacug gagucuuucu guuuuagage uaugcuguuu ug

<210> 27

<211> 42

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SINTETIZADO

<400> 27
aggcgggagu cuucugggca guuuuagage uaugecuguuu ug
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42
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acaagaccta
ttggagacaa
agtggagtag
tacctttetg
attcccttcee
gagtcttctg
ttgaacaggt
gtattgtaat
caaaactaca
tgaagacatg

aa

cattgcactc
gaagcacttg
gcggagaaaa
ggagttctct
cccttettec
ggcaggctta
gtaaaattgg
aggggcaaat
ggttattatt

cccacccaaa
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para modificar una secuencia cromosémica en una célula eucariota, comprendiendo el
procedimiento:

a) Introducir en la célula eucariota dos sistemas de nickasa guiados por ARN o acido nucleico que codifica
dichos sistemas, y, opcionalmente, un polinucleétido donador, en el que cada sistema de nickasa guiado por
ARN comprende

(i) Una endonucleasa guiada por ARN que se modifica para escindir una cadena de una secuencia de
cadena doble; y

(i)  Un ARN guia que comprende una primera region que tiene complementariedad con un sitio diana en
la secuencia cromosémica y una segunda region que interactia con la endonucleasa guiada por ARN,

en la que cada sitio diana esta seguido inmediatamene por un motivo adyacente de protoespaciador (PAM), y los
sitios diana de las dos endonucleasas guiadas por ARN estan en cadenas opuestas de la secuencia
cromosomica; y

b) Cultivar la célula eucariética de manera que las dos endonucleasas guiadas por ARN escinden cadenas
opuestas de la secuencia cromosoémica en estrecha cercania, lo suficiente como para introducir una rotura de
cadena doble en la secuencia cromosOmica, y reparar la rotura de cadena doble mediante un proceso de
reparacion de ADN que lleva a la modificacion de la secuencia cromosémica, en la que

el procedimiento no comprende un procedimiento para modificar la identidad genética de la linea germinal de un
ser humano y, en el que el procedimiento no comprende un procedimiento para el tratamiento del cuerpo
humano o animal mediante cirugia o terapia.

2. Un procedimiento ex vivo o in vitro para modificar una secuencia cromosdémica en una célula eucariota,
comprendiendo el procedimiento:

a) introducir en la célula eucariota dos sistemas de nickasa guiados por ARN o acido nucleico que codifica dichos
sistemas, y, opcionalmente, un polinucleétido donador, en el que cada sistema de nickasa guiado por ARN
comprende

(i) una endonucleasa guiada por ARN que se modifica para escindir una cadena de una secuencia de cadena
doble; y

(ii) un ARN guia que comprende una primera region que tiene complementariedad con un sitio diana en la
secuencia cromosomica y una segunda region que interacciona con la endonucleasa guiada por ARN,

en el que cada sitio diana esta seguido inmediatamente por un motivo adyacente de protoespaciador (PAM) y los
sitios diana de las dos endonucleasas guiadas por ARN estan en cadenas opuestas de la secuencia
cromosomica; y

b) cultivar la célula eucariota, de manera que las dos endonucleasas guiadas por ARN escindan cadenas
opuestas de la secuencia cromosoémica en estrecha cercania, lo suficiente como para introducir una rotura de
cadena doble en la secuencia cromosOmica, y reparar la rotura de cadena doble mediante un proceso de
reparacion de ADN que lleva a la modificacion de la secuencia cromosémica, en el que

el procedimiento no comprende un procedimiento para modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser
humano.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion 2, en el que cada endonucleasa guiada por ARN
deriva de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y espaciadas de forma regular (CRISPR)/sistema proteico de
(Cas) asociado a CRISPR (CRISPR/Cas) de tipo II.

4. El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que la proteina del sistema CRISPR/Cas de tipo Il es una proteina
Cas9.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que la proteina Cas9 comprende una mutacién en el dominio RuvC o
HNH.

6. El procedimiento de cualquier reivindicacion previa, en el que cada endonucleasa guiada por ARN comprende
adicionalmente al menos un dominio adicional elegido de una sefial de localizacién nuclear, un dominio de
penetracion celular, o un dominio marcador.

7. El procedimiento de cualquier reivindicacion previa, en el que el sitio diana es un locus Rosa26, un locus HPRT o
un locus AAVS1.

8. El procedimiento de cualquier reivindicacion previa, en el que el polinucleétido donador comprende una secuencia

donadora que tiene al menos un cambio de nucledtido en relacién con la secuencia cromosémica cerca de los sitios
diana en la secuencia cromosémica.
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9. El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que la secuencia donadora esta flanqueada por secuencias que
tienen identidad de secuencia sustancial con secuencias localizadas agua arriba y aguas debajo del sitio diana en la
secuencia cromosomica.

10. El procedimiento de la reivindicacién 8 o de la reivindicacion 9, en el que la secuencia donadora esta flanqueada
por proyecciones cortas que son compatibles con proyecciones generadas por la endonucleasa guiada por ARN.

11. El procedimiento de cualquier reivindicacién previa, en el que el acido nucleico que codifica cada endonucleasa
guiada por ARN es ARNm y el acido nucleico que codifica cada ARN guia es ADN.

12. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el acido nucleico que codifica cada
endonucleasa guiada por ARN es ADN y el acido nucleico que codifica cada ARN guia es ADN.

13. El procedimiento de la reivindicaciéon 12, en el que el ADN es parte de un vector que comprende adicionalmente
una secuencia de control del promotor que esta operativamente unida al acido nucleico que codifica la endonucleasa
guiada por ARN y una secuencia de control del promotor que esta operativamente unida al acido nucleico que
codifica el ARN guia.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que la célula eucariota es una célula humana,
una célula de mamifero no humano, o un embriéon de mamifero no humano.

15. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que la célula eucariota es una célula de
invertebrado, una célula de insecto, una célula de planta, una célula de levadura o un organismo eucariota
unicelular.

16. El procedimiento de la reivindicacién 15, en el que la célula eucariota es una célula de planta.

17. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que la célula humana o la célula de mamifero no humano es un
linfocito T.

18. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en el que la célula eucariota esta in vitro.

19. El procedimiento de cualquier reivindicacién previa, en el que el polinucleétido donador no se introduce en la
célula eucariota, y la reparacion de la rotura de cadena doble mediante un proceso de reparacion de union de
extremos no homélogos da como resultado la inactivacion de la secuencia cromosomica.

20. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-18, en el que el polinucleétido donador se introduce en
la célula eucariota, y la reparacion de la rotura de cadena doble da como resultado un cambio de al menos un
nucledtido en la secuencia cromosdmica.

21. El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que el cambio comprende una integracién de una secuencia
exogena.

22. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o 14-21, en el que el al menos uno ARN guia se
sintetiza quimicamente.

23. Una composicién que comprende al menos dos sistemas de nickasa guiados por ARN, comprendiendo cada
sistema de nickasa guiado por ARN (i) una endonucleasa guiada por ARN que se modifica para escindir una cadena
de una secuencia de cadena doble, y (ii) un ARN guia que comprende una primera regiéon que tiene
complementariedad con un sitio diana en una secuencia cromosémica y una segunda region que interactia con la
endonucleasa guiada por ARN, en la que cada sitio diana esta seguido inmediatamente por un motivo adyacente de
protoespaciador (PAM), y los sitios diana de dos endonucleasas guiadas por ARN estan en cadenas opuestas de la
secuencia cromosomica y en estrecha cercania, lo suficiente como para introducir una rotura de cadena doble en la
secuencia cromosomica.

24. La composicion de la reivindicacion 23, en la que cada endonucleasa guiada por ARN deriva de repeticiones
palindromicas cortas agrupadas y espaciadas de forma regular (CRISPR)/sistema proteico de (Cas) asociado a
CRISPR (CRISPR/Cas) de tipo II.

25. La composicion de la reivindicacidn 24, en la que la proteina del sistema CRISPR/Cas de tipo Il es una proteina
Cas9.

26. La composicioén de la reivindicacion 25, en la que la proteina Cas9 comprende una mutacion en el dominio RuvC
o HNH.

27. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 23-26, en la que cada endonucleasa guiada por ARN
comprende adicionalmente al menos un dominio adicional elegido de una sefial de localizacion nuclear, un dominio
de penetracion celular, o un dominio marcador.
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28. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 23-27, en la que el sitio diana es un locus Rosa26, un locus
HPRT, o un locus AAVS1.

29. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 23-28, en la que el al menos uno ARN guia se sintetiza
quimicamente.

30. Un acido nucleico que codifica la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 23-28.

31. El acido nucleico de la reivindicacion 30, en el que el acido nucleico que codifica cada endonucleasa guiada por
ARN es ARNm y el acido nucleico que codifica cada ARN guia es ADN.

32. El acido nucleico de la reivindicacion 30, en el que el acido nucleico que codifica cada endonucleasa guiada por
ARN es ADN vy el acido nucleico que codifica cada ARN guia es ADN.

33. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 32, en el que el acido nucleico que codifica cada
endonucleasa guiada por ARN esta unido de manera operativa a una secuencia de control del promotor para la
expresion en una célula eucariota, y el acido nucleico que codifica cada ARN guia esta unido de forma operativa a
una secuencia de control del promotor para la expresién en una célula eucariota.

34. Un kit que comprende al menos dos sistemas de nickasa guiados por ARN o acido nucleico que codifica dichos
sistemas, comprendiendo cada sistema de nickasa guiado por ARN (i) una endonucleasa guiada por ARN que se
modifica para escindir una cadena de una secuencia de cadena doble y (ii) un ARN guia que comprende una
primera region que tiene complementariedad con un sitio diana en una secuencia cromosdmica y una segunda
region que interacciona con la endonucleasa guiada por ARN, en la que cada sitio diana estd seguido
inmediatamente por un motivo adyacente de protoespaciador (PAM) y los sitios diana de dos endonucleasas guiadas
por ARN estan en cadenas opuestas de la secuencia cromosomica y en estrecha cercania, lo suficiente como para
introducir una rotura de cadena doble en la secuencia cromosomica.

35. El kit de la reivindicacién 34, que comprende adicionalmente al menos un polinucleétido donador.

36. El kit de la reivindicacion 34 o la reivindicacion 35, en la que cada endonucleasa guiada por ARN deriva de
repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y espaciadas de forma regular (CRISPR)/sistema proteico de (Cas)
asociado a CRISPR (CRISPR/Cas) de tipo Il.

37. El kit de la reivindicacién 36, en el que la proteina del sistema CRISPR/Cas de tipo Il es una proteina Cas9.
38. El kit de la reivindicacién 37, en el que la proteina Cas9 comprende una mutacién en el dominio RvC o HNH.

39. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 34-38, en el que cada endonucleasa guiada por ARN comprende
adicionalmente al menos un dominio adicional elegido de una sefial de localizacién nuclear, un dominio de
penetracion celular, o un dominio marcador.

40. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 34-39, en el que el acido nucleico que codifica cada endonucleasa
guiada por ARN es ARNm y el acido nucleico que codifica cada ARN guia es ADN.

41. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 34-39, en el que el acido nucleico que codifica cada endonucleasa
guiada por ARN es ADN vy el acido nucleico que codifica cada ARN guia es ADN.

42. El kit de la reivindicacion 41, en el que el acido nucleico que codifica cada endonucleasa guiada por ARN esta
unido de manera operativa a una secuencia de control de promotor para la expresidon en una célula eucariota, y el
acido nucleico que codifica cada ARN guia esta unido de manera operativa a una secuencia de control del promotor
para la expresion en una célula eucariota.

43. El kit de la reivindicacion 35, en el que el polinucleétido donador comprende una secuencia donadora.

44. El kit de la reivindicacion 43, en el que la secuencia donadora esta flanqueada por secuencias que tienen
identidad de secuencia sustancial con secuencias en cualquiera de los lados de los sitios diana en la secuencia
cromosomica.

45. El kit de la reivindicacion 43, en el que la secuencia donadora esta flanqueada por proyecciones cortas que son
compatibles con proyecciones generadas por la endonucleasa guiada por ARN.

46. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 34-39 o 43-45, en el que el al menos uno ARN guia se sintetiza
quimicamente.
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