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VARIANTES DE LA MEGANUCLEASA I-CREI CON ESPECIFICIDAD MODIFICADA,
METODO DE PREPARACION Y USOS DE LAS MISMAS.

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un método para preparar variantes de meganucleasa I-
Crel que tienen una especificidad de escision modificada. La invencion se refiere también a las variantes
de meganucleasa I-Crel que pueden obtenerse mediante dicho método y a sus aplicaciones tanto para la
escision de una nueva diana de ADN como para ingenieria genética e ingenieria gendmica para propositos
no terapéuticos.

La invencion también se refiere a acidos nucleicos que codifican dichas variantes, a los
casetes de expresion que comprenden dichos acidos nucleicos, a los vectores que comprenden dichos
casetes de expresion, a células u organismos, plantas o animales excepto seres humanos, transformados
mediante dichos vectores.

Las meganucleasas son endonucleasas especificas de secuencia que reconocen sitios de
escision de ADN grandes (>12pb; habitualmente 14-40 pb) (Thierry y Dujon, 1992). En la naturaleza, las
meganucleasas estdn representadas esencialmente por endonucleasas de movimiento dirigido,
generalmente codificadas por elementos genéticos moviles tales como inteinas e intrones de clase |
(Belfort y Roberts, 1997; Chevalier y Stoddard, 2001). El movimiento dirigido se refiere a la movilizacion
de estos elementos, que se basa en la reparacion de una ruptura de doble cadena de ADN (DSB), iniciada
por la actividad endonucleasa de la meganucleasa. Estudios tempranos de las proteinas HO (Haber, 1998;
Klar et al., 1984; Kostriken et al., 1983), 1-Scel (Colleaux et al., 1988; Jacquier y Dujon, 1985; Perrin et
al., 1993; Plessis et al., 1992) e I-Tevl (Bell-Pedersen et al., 1990; Bell-Pedersen et al., 1989; Bell-
Pedersen et al., 1991; Mueller et al., 1996) han ilustrado la biologia del proceso de movimiento dirigido.
Por otro lado, estos estudios también han proporcionado un paradigma para el estudio de la reparacion de
DSB en células vivas.

La asimetria general de las secuencias diana de endonucleasa de movimiento dirigido
contrasta con la simetria de diada caracteristica de la mayoria de los sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccion. Se ha demostrado que varias endonucleasas de movimiento dirigido codificadas por ORF de
intrones o inteinas promueven el movimiento dirigido de sus elementos genéticos respectivos a sitios
alélicos sin intrones o sin inteinas. Al realizar una rotura de doble cadena especifica de sitio en los alelos
sin intrén y sin inteina, estas nucleasas crean extremos recombinantes, que entablan un proceso de
conversion génica que duplica la secuencia codificante y conduce a la inserciéon de un intron o una
secuencia intercalada a nivel de ADN.

Las endonucleasas de movimiento dirigido se incluyen en 4 familias separadas en base a
motivos aminoacidicos muy bien conservados [para revision, véase Chevalier y Stoddard (Nucleic Acids
Research, 2001, 29, 3757-3774)]. Una de ellas es la familia de los dodecapéptidos (dodecamero, DOD, D1-
D2, LAGLIDADG, P1-P2). Esta es la familia mds grande de proteinas agrupadas por su motivo de

secuencia conservada mas general: una o dos copias (amplia mayoria) de una secuencia de doce restos: el
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dodecapéptido. Las endonucleasas de movimiento dirigido con un dodecapéptido (D) tienen alrededor de

20 kDa de masa molecular y funcionan como homodimeros. Las que tienen dos copias (DD) varian desde

25 kDa (230 aminoacidos) a 50 kDa (HO, 545 aminoacidos) con de 70 a 150 restos entre cada motivo y

actuan como un monoémero. La escision se da dentro del sitio de reconocimiento, dejando un corte

escalonado de 4 nucledtidos con salientes 3°’OH. Las enzimas que contienen una copia unica del motivo

LAGLIDADG, tales como I-Ceul e I-Crel actian como homodimeros y reconocen un sitio de movimiento

dirigido casi palindrémico.

La secuencia y la estructura de la endonucleasa de movimiento dirigido I-Crel (cddigo de
acceso pdb 1g9y) se ha determinado (Rochaix JD et al., NAR, 1985, 13, 975-984; Heath PJ et al., Nat.
Struct. Biol., 1997, 4, 468-476; Wang et al., NAR, 1997, 25, 3767-3776; Jurica et al. Mol. Cell, 1998, 2,
469-476) y se han generado modelos estructurales usando cristalografia de rayos X (Heath et al., 1997).

I-Crel comprende 163 aminoacidos (codigo de acceso pdb 1g9y); dicha endonucleasa se
corta como un dimero. El motivo LAGLIDADG corresponde a los restos 13 a 21; a cada lado de las a-
hélices LAGLIDADG, ldmina B cuadruple (posiciones 21-29; 37-48; 66-70 y 73-78) proporciona una
interfaz de union a ADN que dirige la interaccion de la proteina con el semisitio de la secuencia de ADN
diana. La interfaz de dimerizacion implica a las dos hélices LAGLIDADG asi como otros restos.

El sitio de movimiento dirigido reconocido y escindido por I-Crel es de 22-24 pb de
longitud y es un palindromo degradado (véase figura 2 de Jurica MS et al, 1998 y SEC ID N°65). De
manera mas precisa, el sitio de movimiento dirigido de dicha I-Crel es una secuencia semi-palindrémica de
22 pb, con 7 de 11 pb idénticos en cada semisitio (Seligman LM et al., NAR, 2002, 30,3870-3879).

La interfaz de endonucleasa-ADN también se ha descrito (véase figura 4 de Jurica MS et
al, 1998) y ha conducido a varias predicciones acerca de contactos especificos proteina-ADN (Seligman
LM et al., Genetics, 1997, 147, 1653-1664; Jurica MS et al., 1998; Chevalier B. et al., Biochemistry, 2004,
43, 14015-14026).

Surge de dichos documentos que:

- los restos G19, D20, Q47, R51, K98 y D137 son parte del sitio endonucleolitico de I-Crel;

- las secuencias de sitio de movimiento dirigido deben tener al menos 20 pb para conseguir una
afinidad de enlace maxima de 0,2 nM;

- los contactos especificos de secuencia se distribuyen a lo largo de la longitud completa del sitio
de movimiento dirigido;

- las sustituciones de pares de bases pueden tolerarse en muchas posiciones diferentes del sitio de
movimiento dirigido, sin perturbar seriamente la unién o escision del sitio de movimiento
dirigido;

- R51 y K98 se localizan en el sitio de activo de la enzima y son candidatos para actuar como acido
de Lewis o para activar un donante de protones en la region de escision; las mutaciones en cada
uno de estos restos se ha observado que reducen en gran medida la actividad endonucleolitica de
I-Crel (R51G, K98Q);
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- cinco restos adicionales, que cuando mutan suprimen la actividad endonucleasa de I-Crel se
localizan en o cerca del sitio activo de enzima (R70A, L39R, L9IR, D75G, Q47H).

Estos estudios han preparado el terreno para un uso general de meganucleasa para
ingenieria genomica. La direccion génica homologa es la forma mas precisa para modificar de forma
estable un locus cromosomico en células vivas, pero su baja eficacia sigue siendo un inconveniente
principal. Puesto que la DSB inducida por meganucleasa estimula la recombinacion homologa hasta
10.000 veces, las meganucleasas son actualmente la mejor manera para mejorar la eficacia de la insercion
génica dirigida en células mamiferas (Choulika et al., 1995; Cohen-Tannoud;ji et al., 1998; Donoho et al.,
1998; Elliott et al., 1998; Rouet et al., 1994), y para llevarlas a eficacias viables en organismos tales como
plantas (Puchta ef al., 1993; Puchta et al., 1996) e insectos (Rong y Golic, 2000; Rong y Golic, 2001; Rong
et al., 2002).

Las meganucleasas se han usado para inducir diversos tipos de sucesos de recombinacion
homologa, tales como recombinacion de repeticion directa en células de mamifero (Liang et al., 1998),
plantas (Siebert y Puchta, 2002), insectos (Rong et al., 2002), y bacterias (Posfai et al., 1999), o
recombinacidn intercromosomica (Moynahan y Jasin, 1997; Puchta, 1999; Richardson ef al., 1998).

Sin embargo, esta tecnologia aun esta limitada por el bajo numero de sitios diana naturales
potenciales para meganucleasas: aunque se han identificado varios cientos de endonucleasas de
movimiento dirigido naturales (Belfort y Roberts, 1997; Chevalier y Stoddard, 2001), la probabilidad de
tener una meganucleasa natural que escinda un gen de interés es extremadamente baja. La realizacion de
meganucleasas artificiales con especificidades dedicadas evitaria esta limitacion.

Se han hecho endonucleasas artificiales con nuevas especificidades, basandose en la fusion
de dominios de endonucleasas a dominios de union a ADN de dedo de cinc (Bibikova et al., 2003;
Bibikova et al., 2001; Bibikova et al., 2002; Porteus y Baltimore, 2003).

Las endonucleasas de movimiento dirigido también se han usado como armazones para
realizar endonucleasas nuevas, bien mediante fusion de diferentes dominios de proteinas (Chevalier ef al.,
2002; Epinat et al., 2003) o bien mediante mutacion de restos de aminoacidos especificos unicos (Seligman
et al., 1997, 2002; Sussman et al., 2004; Solicitud Internacional PCT WO 2004/067736).

La Solicitud Internacional PCT WO 2004/067736 describe un método general para
producir una meganucleasa a medida derivada de una meganucleasa inicial, siendo capaz dicha variante de
meganucleasa de escindir una secuencia diana de ADN que es diferente del sitio de reconocimiento y de
escision de la meganucleasa inicial. Este método general comprende los pasos de preparar una biblioteca
de variantes de meganucleasa que tienen mutaciones en posiciones que contactan con la secuencia diana de
ADN o que interactuan directa o indirectamente con dicho ADN diana y seleccionan las variantes capaces
de escindir la secuencia diana de ADN. Cuando la meganucleasa inicial es la proteina I-Crel N75 una
biblioteca, en la que los restos 44, 68 y 70 se han mutado, se construyé y se exploro contra una serie de seis
dianas cercanas al sitio diana natural de I-Crel; los mutantes explorados tienen perfiles de union alterados
en comparacion con la proteina de armazon I-Crel N75; sin embargo, escinden el sitio diana natural de I-
Crel.
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Seligman et al., 2002, describe mutaciones que alteran la especificidad de escision de I-
Crel. Mas especificamente, han estudiado el papel de nueve aminoacidos de I-Crel que se predice que
contactan directamente con la diana de ADN (Q26, K28, N30, S32, Y33, Q38, Q44, R68 y R70). Entre
estos nueve aminoacidos, se cree que siete interactiian con nucledtidos en posiciones simétricas (S32, Y33,
N30, Q38, R68, Q44 y R70). Se construyeron mutantes que tienen cada uno de dichos nueve aminoacidos
y un décimo (T140), que se predice que participan en interacciéon mediada por agua, convertidos a alanina,
y se ensayaron en un ensayo basado en E. coli.

Los mutantes I-Crel resultantes se incluyen en cuatro clases fenotipicas definidas en
relacion con el sitio de movimiento dirigido de tipo silvestre:

- los contactos de S32A y T140A parecen ser los menos importantes para el reconocimiento de
sitio de movimiento dirigido,

- N30A, Q38A y Q44A presentaron niveles intermedios de actividad en cada ensayo,

- Q26A, R68A y Y33A estan inactivos,

- K28A y R70A estan inactivos y no son toxicos.

Surge de los resultados que los mutantes de I-Crel en las posiciones 30, 38, 44, 26, 68, 33,
28 y 70 tienen un comportamiento modificado en relacién con el sitio de movimiento dirigido de I-Crel
tipo silvestre.

Con respecto a las mutaciones que alteran las siete posiciones simétricas en el sitio de
movimiento dirigido de I-Crel, surge de los resultados obtenidos que cinco de las siete posiciones
simétricas de cada semisitio parece ser esencial para un reconocimiento de sitio eficaz in vivo mediante I-
Crel de tipo silvestre: 2/21, 3/20, 7/16, 8/15 y 9/14 (correspondientes a las posiciones -10/+10, -9/+9,
-5/+5, -4/+4 y -3/+3 en SEC ID N°:65). Todos los mutantes alterados en estas posiciones eran resistentes a
escision por [-Crel de tipo silvestre in vivo; sin embargo, el ensayo in vitro usando E. coli parecié ser mas
sensible que el ensayo in vivo y permitid la deteccion de sitios de movimiento dirigido de I-Crel de tipo
silvestre de forma mas eficaz que el ensayo in vivo; asi pues el ensayo in vitro muestra que la diana de
ADN de I-Crel de tipo silvestre puede ser la siguiente: el triplete gtc (sitio de movimiento dirigido
reconocido en todos los documentos citados), gcc o gtt en las posiciones -5 a -3, en referencia a la SEC ID
N°:65.

Seligman et al. también han estudiado la interaccion entre la posicion 33 de I-Crel y las
bases 2 y 21 del sitio de movimiento dirigido (+10) o entre la posicion 32 de I-Crel y las bases 1 y 22 del
sitio de movimiento dirigido (x11); se descubrié que los mutantes Y33C, Y33H, Y33R, Y33L, Y33S e
Y33T escindian un sitio de movimiento dirigido modificado en las posiciones +10 que no se escinde
mediante [-Crel (Tabla 3). Por otro lado, se descubrio que S32K y S32R escindian un sitio de movimiento
dirigido modificado en las posiciones =11 que se escinde por I-Crel (Tabla 3).

Sussman et al., 2004, presenta estudios en los que la endonucleasa de movimiento dirigido
de LAGLIDADG homodimérica I-Crel esta alterada en las posiciones 26, y eventualmente 66, o en la
posicion 33, en contacto con las bases del sitio de movimiento dirigido de las posiciones +6 y =10,
respectivamente. Las construcciones enzimaticas resultantes (Q26A, Q26C, Y66R, Q26C/Y66R, Y33C,
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Y33H) conducen una eliminacion especifica de ADN diana seleccionadas in vivo y muestran
especificidades cambiadas de union y escision a ADN in vitro.

El resultado global de la seleccion y caracterizacion de mutantes puntuales enzimaticos
contra variantes del sitio diana individual es tanto un cambio como una ampliacion de la especificidad de
union y de la cinética de la escision del sustrato.

Cada mutante presenta una constante de disociacion mas alta (menor afinidad) contra el
sitio diana de tipo silvestre original que la enzima de tipo silvestre y cada mutante presenta una constante
de disociacion menor (mayor afinidad) contra su nueva diana que la enzima de tipo silvestre.

Los mutantes enzimaticos presentan una cinética similar de escisiéon de sustrato, con
cambios y ampliacion en las preferencias de sustratos similares a las descritas para afinidades de enlace.

Para alcanzar un mayor nimero de secuencias diana de ADN, seria extremadamente
valioso generar nuevas variantes de I-Crel con nueva especificidad, es decir capaz de escindir dianas de
ADN a las que no escinde I-Crel o las pocas variantes que se han aislado hasta el momento.

Dichas variantes serian de interés particular para ingenieria genética y gendomica.

Aqui los inventores han descubierto mutaciones en las posiciones 44, 68 y 70 de I-Crel
que dan como resultado variantes capaces de escindir al menos un sitio de movimiento dirigido modificado
en las posiciones +3 a 5.

Por lo tanto, el tema de la presente invencidon es un método para preparar una variante de
meganucleasa [-Crel que tenga una especificidad de escision modificada, comprendiendo dicho método:

(a) reemplazar los aminoacidos Q44, R68 y/o R70 en referencia al codigo de acceso pdb de I-Crel
1g9y, con un aminoécido seleccionado del grupo que consiste en A, D, E, G, H, K, N, P, Q, R, S,
TeY,;

(b) seleccionar las variantes de meganucleasa I-Crel obtenidas en el paso (a) que tienen al menos
uno de los siguientes perfiles de escision de tripletes R; en referencia a las posiciones -5 a -3 en
una diana de ADN bicatenario, correspondiendo dichas posiciones -5 a -3 a R; de la siguiente
formula I:

5’- RiICAAARR:R4R’R’RTTTGR -3,
en la que:

R, estd ausente o presente; y cuando esta presente representa un fragmento de acido nucleico que
comprende de 1 a 9 nucledtidos que corresponden a una secuencia de acidos nucleicos aleatoria 0 a un
fragmento de un sitio de movimiento dirigido de meganucleasa I-Crel situado desde la posicion -20 a la
-12 (de 5* a 3”), correspondiendo R, al menos a la posicion -12 de dicho sitio de movimiento dirigido,

R, representa el doblete de acido nucleico ac o ct y corresponde a las posiciones -7 a -6 de dicho sitio de
movimiento dirigido,

R; representa un triplete de acido nucleico que corresponde a dichas posiciones -5 a -3, seleccionadas de
entre g, t, ¢ y a, excepto los siguientes tripletes: gtc, gce, gtg, gtt y get; por lo tanto dicho triplete de acido
nucleico se selecciona preferiblemente de entre los siguientes tripletes: ggg, gga, ggt, ggc, gag, gaa, gat,

gac, gta, gcg, gca, tgg, tga, tgt, tgc, tag, taa, tat, tac, ttg, tta, ttt, ttc, tcg, tca, tct, tcc, agg, aga, agt, agc, aag,
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aaa, aat, aac, atg, ata, att, atc, acg, aca, act, acc, cgg, cga, cgt, cgc, cag, caa, cat, cac, ctg, cta, ctt, ctc, ccg,
cca, cct y ccc y mas preferiblemente entre los siguientes tripletes: ggg, ggt, ggc, gag, gat, gac, gta, gcg, gca,
tag, taa, tat, tac, ttg, ttt, ttc, tcg, tct, tcc, agg, aag, aat, aac, att, atc, act, acc, cag, cat, cac, ctt, ctc, ccg, ccty
cce,

R4 representa el doblete de acido nucleico gt o tc y corresponde a las posiciones -2 a -1 de dicho sitio de
movimiento dirigido,

R’, esta ausente o presente; y cuando estd presente representa un fragmento de acido nucleico que
comprende de 1 a 9 nucledtidos que corresponden a una secuencia de acidos nucleicos aleatoria 0 a un
fragmento de un sitio de movimiento dirigido de meganucleasa I-Crel situado desde la posicion +12 a +20
(de 5* a 3”), correspondiendo R’; al menos a la posicion +12 de dicho sitio de movimiento dirigido,

R’, representa el doblete de acido nucleico ag o gt y corresponde a las posiciones +7 a +6 de dicho sitio de
movimiento dirigido,

R’; representa un triplete de acido nucleico que corresponde a dichas posiciones +3 a +5, seleccionadas de
entre g, t, ¢ y a; siendo R’; diferente de gac, ggc, cac, aac y agc, cuando R; y R’; no son palindrémicos,

R’ representa el doblete de acido nucleico ga o ac y corresponde a las posiciones +1 a +2 de dicho sitio de
movimiento dirigido.

Definiciones

- Los restos de aminoacidos en una secuencia polipeptidica se designan en el presente documento de
acuerdo con el codigo de una letra, en el que, por ejemplo, Q se refiere a Gln o resto de Glutamina, R se
refiere a Arg o resto de Arginina y D se refiere a Asp o resto de acido aspartico.

- En la presente invencidn, a no ser que se mencione lo contrario, los nimeros de resto se refieren a
la numeracion del aminoacido de la secuencia de I-Crel SWISSPROT P05725 o el codigo de acceso pdb
1g9y. De acuerdo con esta definicion, una variante denominada “ADR” es la meganucleasa [-Crel en la
que los restos de aminoacido Q44 y R68 se han reemplazado por alanina y acido aspartico,
respectivamente mientras que R70 no se ha reemplazado. Otras mutaciones que no alteran actividad de
escision de la variante no se indican y la nomenclatura adoptada aqui no limita las mutaciones a solo las
tres posiciones 44, 68 y 70.

- Los nucledtidos se designan como sigue: el codigo de una letra se usa para designar la base de un
nucleodsido: a es adenina, t es timina, ¢ es citosina y g es guanina. Para los nucleétidos degradados, r
representa g o a (nucleétidos de purina), k representa g o t, s representa g o ¢, w representa a o t, m
representa a o ¢, y representa t o ¢ (nucledtidos de pirimidina), d representa g, a o t, v representa g, ao c, b
representa g, t o ¢, h representa a, t o ¢ y n representa g, a, t o c.

- En la presente solicitud, cuando se da una secuencia para ilustrar un sitio de reconocimiento o de
movimiento dirigido, debe entenderse que representa, desde 5’ a 3°, solamente una cadena del
polinucledtido de doble cadena.

- La expresion “secuencia parcialmente palindrémica”, “secuencia parcialmente simétrica”,
“palindromo degradado”, “secuencia pseudo-palindromica” se usan indiscriminadamente para designar una

secuencia palindromica que tiene una simetria rota. Por ejemplo, la secuencia de 22 pb: c.j1a.10a.0a.58.7C.6Z st
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4C3Zot1gnangiauCisasgitistiotingin (SEC ID N°: 71) es una secuencia parcialmente palindromica en la
que la simetria estd rota en los pares de bases +/- 1, 2, 6 y 7. De acuerdo con otra formulacion, las
secuencias de nucledtidos de las posiciones +/- 8 a 11 y +/- 3 a 5 son secuencias palindromicas. El eje de
simetria se situa entre los pares de bases de las posiciones - 1 y +1. Usando otra numeracion, desde el
extremo 5’al extremo 3°, las secuencias palindrémicas estan en las posiciones
lady19a22,y7a9y14al6,serompe la simetria en los pares de bases 5, 6, 10, 11, 12,13, 17y 18,y
el eje de simetria se sitiia entre los pares de bases de las posiciones 11y 12.

- Como se usa en el presente documento, la expresion “I-Crel de tipo silvestre” designa una
meganucleasa [-Crel que tiene la secuencia SWISSPROT P05725 o codigo de acceso pdb 1g9y.

- Las expresiones “sitio de reconocimiento”, “secuencia de reconocimiento”, “diana”, “secuencia
diana”, “diana de ADN”, “sitio de reconocimiento de movimiento dirigido”, “sitio de movimiento
dirigido”, “sitio de escision” se usan indiscriminadamente para designar una secuencia de 14 a 40 pb de
doble cadena, palindromica, no palindromica o parcialmente palindromica que se reconoce y se escinde
mediante una meganucleasa. Estas expresiones se refieren a una localizacion de ADN especifica,
preferiblemente una localizacion cromosdmica, en la que se va a inducir una rotura de doble cadena
(escision) mediante la meganucleasa.

Por ejemplo, el sitio de reconocimiento de movimiento dirigido de I-Crel de tipo silvestre se representa
mediante la secuencia de 22 pb 5’- caaaacgtcgtgagacagtttg-3’ (SEC ID N°: 71) o la secuencia de 24 pb 5°-
tcaaaacgtcgtgagacagtttgg-3’ presentada en la figura 2A (denominada aqui C1234, SEC ID N°: 65; gtc en
las posiciones -5 a -3 y gac en las posiciones +3 a +5). Este sitio particular se denomina también en lo
sucesivo “sitio diana natural de I-Crel”. De la diana natural pueden derivarse dos secuencias palindromicas
mediante mutacion de los nucleotidos en las posiciones +1,+2, +6 y +7 0 -1,-2,-6 y -7: C1221 (SEC ID N*:
12) y C4334 (SEC ID N°®:66), presentados en la figura 2A. Ambas tienen gtc en las posiciones -5 a -3y
gac en las posiciones +3 a +5, y se cortan mediante [-Crel, in vitro y en levadura.

- La expresion “especificidad modificada” se refiere a una variante de meganucleasa capaz de
escindir un sitio de movimiento dirigido que no estd escindido, en las mismas condiciones mediante la
meganucleasa inicial (proteina de armazon) de la que deriva; dicha proteina inicial o de armazon puede ser
la meganucleasa de tipo silvestre o un mutante de la misma.

De hecho, cuando se usa un ensayo iz vivo en una cepa de levadura, los inventores han descubierto que la
I-Crel de tipo silvestre no sélo escinde los sitios de movimiento dirigido en los que la secuencia
palindrémica de las posiciones -5 a -3 es gtc (como en C1234, C1221 o C4334), sino también gcc, gac,
ggc, ate, ctc y ttc (figura 9a).

El mutante D75N de I-Crel (I-Crel N75) que también puede usarse como una proteina de armazon para
realizar variantes con nueva especificidad, escinde no sdlo los sitios de movimiento dirigido en los que la
secuencia palindromica de las posiciones -5 a -3 es gtc, sino también gcc, gtt, gtg, o get (figura 8 y 9a).

- La forma heterodimérica puede obtenerse por ejemplo mediante el avance hacia la fusion de los
dos mondmeros. La meganucleasa heterodimérica resultante es capaz de escindir al menos un sitio diana

que no se escinde mediante la forma homodimérica. Por lo tanto una variante de meganucleasa es aun parte
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de la invencion cuando se usa en forma heteromérica. El otro mondmero seleccionado para la formacion de
la meganucleasa heterodimérica puede ser otro mondmero variante, pero también puede ser un monoémero
de tipo silvestre, por ejemplo un monémero de I-Crel o un mondémero de I-Dmol.

Asi pues, los inventores construyeron una biblioteca de variantes de I-Crel a partir de una
proteina de armazon de I-Crel (I-Crel D75N), presentando cada una de ellas al menos una mutacién en los
restos aminoacidos de las posiciones 44, 68 y/o 70 (codigo pdb 1g9y) y siendo capaz cada una de ellas de
escindir al menos un sitio diana no escindido por la proteina de armazén de I-Crel.

En este enfoque particular, la mutacion consiste en el reemplazo de al menos un resto de
aminoacido en la posicion 44, 68 y/o 70 por otro resto seleccionado del grupo que comprende A, D, E, G,
H, K, N,P,Q,R, S, TeY. Cada resto de aminoacido mutado se cambia independientemente de los otros
restos y los restos de aminoacidos seleccionados pueden ser los mismos o pueden ser diferentes de los
otros restos de aminoacidos en las posiciones 44, 68 y/o 70. En este enfoque, el sitio de movimiento
dirigido, escindido por la variante de meganucleasa I-Crel de acuerdo con la invencién pero que no se
escinde por la proteina de armazon de I-Crel, es la misma que se ha descrito anteriormente y que se ilustra
en la figura 2, excepto que la secuencia triplete de las posiciones -5 a -3 (correspondiente a R; en la
formula I) y/o secuencia de triplete de las posiciones +3 a +5 (correspondientes a R’; de la formula I)
difiere de la secuencia de triplete en las mismas posiciones en los sitios de movimiento dirigido escindidos
por la proteina de armazoén de I-Crel.

Inesperadamente, las variantes de meganucleasa [-Crel, obtenibles por el método descrito
anteriormente, es decir con una “especificidad modificada” son capaces de escindir al menos una diana que
difiere de la diana de proteina de armazon I-Crel en las posiciones -5 a -3 y/o en las posiciones +3 a +5.
Debe observarse que dicha diana de ADN no es necesariamente palindromica en las posiciones +/- 3 a 5. I-
Crel esta activa en su forma homodimérica, pero puede estar activa en una forma heterodimérica. Por lo
tanto las variantes de I-Crel de acuerdo con la presente invencion pueden estar activas no s6lo en forma
homodimérica, sino también en una forma heterodimérica y en ambos casos, podrian reconocer una diana
tanto con secuencia palindromica como no palindromica en la posicion +/-3 a 5, con tal que cuando la
proteina I-Crel N75 se usa como armazon, el triplete en la posicion -5 a -3 y/o +3 a +5 difiere de gtc, gec,
gtg, gtt y get y de gac, ggc, cac, aac y age, respectivamente. Puesto que cada mondmero de la variante de I-
Crel se une a una mitad del sitio de movimiento dirigido, una variante capaz de escindir una pluralidad de
dianas también pueden escindir una diana cuya secuencia en la posicién +/- 3 a 5 no es palindromica.
Adicionalmente, una variante puede actuar tanto en forma homodimérica como en una forma
heterodimérica. La variante de I-Crel podria formar una meganucleasa heterodimérica, en la que la otra
variante puede ser un mondmero de I[-Crel de tipo silvestre, otro mondmero de meganucleasa de tipo
silvestre, tal como I-Dmol, otro mondomero variante de I-Crel o un mondmero de una variante de otra
meganucleasa que no sea [-Crel.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de dicho método, la variante de meganucleasa I-
Crel obtenida en el paso (b) se selecciona del grupo que consiste en: A44/A68/A70, A44/A68/G70,
A44/A68/H70, A44/A68/K70, A44/A68/N70, A44/A68/Q70, A44/A68/R70, A44/A68/S70, A44/A68/T70,
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A44/D68/H70, A44/D68/K70, A44/D68/R70, A44/G68/HT0, Ad4/G68/K70, A44/G68/NT0, 44/G68/P70,
A44/G68/R70,  A44/H68/AT0, A44/H68/G70, A44/H68/HT0, A44/H68/K70,  Ad4/H68/N7T0,
A44/H68/Q70,  A44/H68/R70,  A44/H68/ST0,  A44/H68/T70, A44/K68/AT0,  A44/K68/GT0,
44/K68/H70,A44/K68/K70, A44/K68/NT0, A44/K68/Q70, A44/K68/RT0, A44/K68/S70, A44/K68/TT0,
A44/N68/AT0, A44/NGS/ET0, A44/N63/G70, A44/N68/HT0, A44/N68/KT0, Ad4/N68/NT0,A44/N68/Q70,
A44/N68/R70, A44/N68/S70, A44/N68/T70, A44/Q68/AT0, A44/Q68/D70, A44/Q68/GT0, 44/Q68/HT0,
A44/Q68/N70, Ad4/Q68/R70, Ad4/Q68/ST0, A44/R68/AT0, A44/R68/D70, A44/R68/ET0, Ad4/R68/GT0,
A44/R68/HT0, A44/R68/K70, A44/R68/LT0, A44/R68/NT0, A44/R68/R70, A44/R68/S70, A44/R68/T70,
A44/S68/A70, Ad4/S68/GT0, Ad4/S68/KT0, Ad4/S68/NT0, Ad4/S68/Q70, Ad4/S68/RT0, A44/S68/S70,
A44/S68/T70, A44/T68/A70, A44/T68/G70, A44/T68/HT0, A44/T68/K70, A44/T68/NT0, Ad4/T68/Q70,
A44/T68/R70, A44/T68/S70, A44/T68/T70, DA4/D68/HT0, DA4/N68/570, DA4/R68/AT0, D44/R68/K 70,
D44/R68/N70, D44/R68/Q70, D44/R68/R70, D44/R68/S70, D44/R68/T70, E44/H68/H70, E44/R68/A70,
E44/R68/H70, E44/R68/N70, EA4/R68/S70, E44/R68/T70, E44/S68/T70, G44/H68/K70, G44/Q68/HT0,
G44/R68/Q70, G44/R68/R70, G44/T68/D70, G44/T68/P70, G44/T68/R70, HA4/A68/S70, HA4/A68/T70,
H44/R68/A70, H44/R68/D70, H44/R68/E70, H44/R68/G70, H44/R68/N70, H44/R68/R70, HA4/R68/S70,
H44/R68/T70, H44/S68/G70, H44/S68/S70, HA4/S68/T70, HA4/T68/S70, H44/T68/T70, KA44/A68/A70,
K44/A68/D70, K44/A68/E70, K44/A68/G70, K44/A68/H70, K44/A68/N70, K44/A68/Q70, K44/A68/S70,
K44/A68/T70, K44/D68/A70, K44/D68/T70, K44/E68/G70, K44/E68/N70, K44/E68/S70, K44/G68/AT0,
K44/G68/G70, K44/G68/N70, K44/G68/S70, K44/G68/T70, K44/H68/D70, K44/H68/E70, K44/H68/G70,
K44/H68/N70, K44/H68/570, K44/H68/T70, K44/K68/A70, K44/K68/D70, K44/K68/H70, K44/K68/T70,
K44/N68/A70, KA44/N68/D70, KA44/NG8/E70, KA44/N68/G70, KA4/N68/H70, KA44/N68/N7T0,
K44/N68/Q70, K44/N68/S70, K44/N68/T70, K44/P68/H70, K44/Q68/A70, K44/Q68/D70, K44/Q68/E70,
K44/Q68/S70, K44/Q68/T70, K44/R68/A70, K44/R68/D70, K44/R68/E70, K44/R68/G70, K44/R68/HT0,
K44/R68/N70, K44/R68/Q70, K44/R68/S70, K44/R68/T70, K44/S68/A70, K44/S68/D70,

K44/S68/H70, K44/S68/N70, K44/S68/S70, K44/S68/T70, K44/T68/A70, K44/T68/D70, K44/T68/E70,
K44/T68/G70, K44/T68/H70, K44/T68/N70, K44/T68/Q70, K44/T68/S70, K44/T68/T70, N44/A68/HT0,
N44/A68/R70, N44/H68/N70, N44/H68/R70, N44/K68/G70, N44/K68/H70, N44/K68/R70, N44/K68/S70,
N44/N68/R70, N44/P68/D70, N44/Q68/H70, N44/Q68/R70, N44/R68/A70, N44/R68/D70, N44/R68/ET0,
N44/R68/G70, N44/R68/H70, N44/R68/K 70, N44/R68/N70,

N44/R68/R70, N44/R68/S70, N44/R68/T70, N44/S68/G70, N44/S68/H70, N44/S68/K70, N44/S68/R70,
N44/T68/H70, N44/T68/K70, N44/T68/Q70, N44/T68/R70, N44/T68/S70, P44/N68/D70, P44/T68/T70,
Q44/A68/A70, Q44/A68/H70, Q44/A68/R70, Q44/G68/KT70, Q44/G68/R70, Q44/K68/G70,
Q44/N68/A70, Q44/N68/H70, Q44/N68/S70, Q44/P68/P70,Q44/Q68/G70, Q44/R68/A70, Q44/R68/D70,
Q44/R68/E70, Q44/R68/G70, Q44/R68/HT0, Q44/R68/NT0, Q44/R68/Q70, Q44/R68/S70, Q44/S68/HT0,
Q44/S68/R70, Q44/S68/S70, Q44/T68/A70, Q44/T68/G70, Q44/T68/HT0,

Q44/T68/R70, R44/A68/G70, R44/A68/T70, R44/G6870, R44/H68/D70, R44/H68/T70, R44/N68/T70,
R44/R68/A70, R44/R68/D70, R44/R68/E70, R44/R68/G70, R44/R68/NT0, R44/R68/Q70, R44/R68/S70,
R44/R68/T70, R44/S68/G70, R44/S68/N70, R44/S68/S70, R44/S68/T70, S44/D68/K70, S44/H68/RT0,
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S44/R68/G70, S44/R68/N70, S44/R68/R70, S44/R68/S70, T44/A68/K70, T44/A68/R70, T44/H68/R70,
T44/K68/R70, T44/N68/P70, T44/N68/R70, T44/Q68/K70, T44/Q68/R70, T44/R68/A70, T44/R68/D70,
T44/R68/E70, T44/R68/G70, T44/R68/H70, T44/R68/K70, T44/R68/N70, T44/R68/Q70, T44/R68/R70,
T44/R68/570, T44/R68/T70, T44/S68/K70, T44/S68/R70, T44/T68/K70 y T44/T68/R70.

De acuerdo con otra realizacidon ventajosa de dicho método, el paso (b) de seleccionar
dicha variante de meganucleasa I-Crel se realiza in vivo en células de levadura.

La materia objeto de la presente invencion es también el uso de una variante de
meganucleasa [-Crel como se ha definido anteriormente en el presente documento, es decir obtenible por
el método que se ha descrito anteriormente, in vitro o in vivo para propdsitos no terapéuticos, para la
escision de una diana de acido nucleico bicatenario que comprende al menos una secuencia parcialmente
palindromica de 20-24 pb, en la que al menos la secuencia de las posiciones +/- 8 a 11 es palindromica, y
el triplete de nucledtidos de las posiciones -5 a -3 y/o el triplete de nucledtidos de las posiciones +3 a +5
difiere de gtc, gee, gtg, gtt y get, y de gac, ggc, cac, aac y age, respectivamente. La formula I describe una
diana tal de ADN.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de dicho uso, dicha variante de meganucleasa I-
Crel se selecciona del grupo que consiste en: A44/A68/A70, A44/A68/G70, A44/A68/H70, A44/A68/K70,
A44/A68/N70, A44/A68/Q70,A44/A68/R70, A44/A68/S70, A44/A68/T70, A44/D68/H70, A44/D68/K70,
A44/D68/R70, A44/G68/HT0, A44/G68/K70, A44/G68/N70, A44/G68/P70, A44/G68/R70, A44/H68/AT0,
A44/H68/G70,  A44/H68/H70, A44/H68/K70, A44/H68/N70, A44/H68/Q70, A44/H68/R70,
A44/H68/S70, A44/H68/T70, A44/K68/A70, A44/K68/G70, A44/K68/HT70, A44/K68/K70, A44/K68/N70,
A44/K68/Q70, A44/K68/R70, A44/K68/S70, A44/K68/T70, A44/N68/AT0, A44/N68/E70, A44/N68/G70,
A44/N68/H70, A44/N68/K70, A44/N68/N70, A44/N68/Q70, A44/N68/R70, A44/N68/S70, A44/N68/T70,
A44/Q68/A70, A44/Q68/D70,  A44/Q68/G70,  A44/Q68/H70, A44/Q68/N70,  A44/Q68/R70,
A44/Q68/S70, A44/R68/A70, A44/R68/D70, A44/R68/ET70, A44/R68/G70, A44/R68/H70, A44/R68/K70,
A44/R68/L70, A44/R68/N70, A44/R68/R70, A44/R68/570, A44/R68/T70, A44/S68/A70, A44/S68/G70,
A44/S68/K70, A44/S68/N70, A44/S68/Q70, A44/S68/R70, A44/S68/S70,

A44/S68/T70, A44/T68/AT70, A44/T68/G70, A44/T68/H70, A44/T68/K70, A44/T68/N70, A44/T68/Q70,
A44/T68/R70, A44/T68/S70, A44/T68/T70, D44/D68/H70, D44/N68/S70, D44/R68/A70, D44/R68/K70,
D44/R68/N70, D44/R68/Q70, D44/R68/R70, D44/R68/S70, D44/R68/T70, E44/H68/H70, E44/R68/A70,
E44/R68/H70, E44/R68/N70, E44/R68/S70, E44/R68/T70, E44/S68/T70, G44/H68/K70, G44/Q68/H70,
G44/R68/Q70, G44/R68/R70, G44/T68/D70, G44/T68/P70, G44/T68/R70, H44/A68/S70, H44/A68/T70,
H44/R68/A70, H44/R68/D70, H44/R68/E70, H44/R68/G70, H44/R68/N70, H44/R68/R70, H44/R68/570,
H44/R68/T70, H44/S68/G70, H44/S68/S70, H44/S68/T70, H44/T68/S70, H44/T68/T70,

K44/A68/A70, K44/A68/D70, K44/A68/E70, K44/A68/G70, K44/A68/H70, K44/A68/N70,
K44/A68/Q70, K44/A68/S70, K44/A68/T70, K44/D68/A70, K44/D68/T70, K44/E68/G70, K44/E68/N70,
K44/E68/S70, K44/G68/A70, K44/G68/G70, K44/G68/N70, K44/G68/S70, K44/G68/T70, K44/H68/D70,
K44/H68/E70, K44/H68/G70, K44/H68/N70, K44/H68/S70,
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K44/H68/T70, K44/K68/A70, K44/K68/D70, K44/K68/H70, K44/K68/T70, K44/N68/A70,
K44/N68/D70, K44/N68/E70, K44/N68/G70, K44/N68/H70, K44/N68/N70, K44/N68/Q70, K44/N68/S70,
K44/N68/T70, K44/P68/H70, K44/Q68/A70, K44/Q68/D70, K44/Q68/E70, K44/Q68/S70, K44/Q68/T70,
K44/R68/A70, K44/R68/D70, K44/R68/E70, K44/R68/G70,

K44/R68/H70, K44/R68/N70, K44/R68/Q70, K44/R68/S70, K44/R68/T70, K44/S68/A70, K44/S68/D70,
K44/S68/H70, K44/S68/N70, K44/S68/S70, K44/S68/T70, K44/T68/A70, K44PT68/D70, K44/T68/E70,
K44/T68/G70, K44/T68/H70, K44/T68/N70, K44/T68/Q70, K44/T68/S70, K44/T68/T70, N44/A68/H70,
N44/A68/R70, N44/H68/N70, N44/H68/R70, N44/K68/G70, N44/K68/H70, N44/K68/R70, N44/K68/570,
N44/N68/R70, N44/P68/D70, N44/Q68/H70, N44/Q68/R70,

N44/R68/A70, N44/R68/D70, N44/R68/E70, N44/R68/G70, N44/R68/H70, N44/R68/K70, N44/R68/N70,
N44/R68/R70, N44/R68/S70, N44/R68/T70, N44/S68/G70, N44/S68/H70, N44/S68/K70, N44/S68/R70,
N44/T68/H70, N44/T68/K70,N44/T68/Q70, N44/T68/R70, N44/T68/570, P44/N68/D70, P44/T68/T70,
Q44/A68/A70, Q44/A68/H70, Q44/A68/R70, Q44/G68/K70, Q44/G6S/R70, Q44/K68/G70,
Q44/N68/A70, Q44/N68/H70, Q44/N68/S70, Q44/P68/P70, Q44/Q68/G70, Q44/R68/A70, Q44/R68/D70,
Q44/R68/E70, Q44/R68/G70, Q44/R68/H70, Q44/R68/N70,

Q44/R68/Q70, Q44/R68/S70, Q44/S68/H70, Q44/S68/R70, Q44/S68/S70, Q44/T68/A70, Q44/T68/G70,
Q44/T68/H70, Q44/T68/R70, R44/A68/G70, R44/A68/T70, R44/G68/T70, R44/H68/D70, R44/H68/T70,
R44/N68/T70, R44/R68/A70, R44/R68/D70, R44/R68/E70, R44/R68/G70, R44/R68/N70, R44/R68/Q70,
R44/R68/S70, R44/R68/T70, R44/S68/G70, R44/S68/N70, R44/S68/S70, R44/S68/T70, S44/D68/K70,
S44/H68/R70, S44/R68/G70, S44/R68/N70, S44/R68/R70, S44/R68/S70, T44/A68/K70, T44/A68/R70,
T44/H68/R70, T44/K68/R70, T44/N68/P70, T44/N68/R70, T44/Q68/K70, T44/Q68/R70, T44/R68/A70,
T44/R68/D70, T44/R68/E70, T44/R68/G70, T44/R68/H70, T44/R68/K70, T44/R68/N70, T44/R68/Q70,
T44/R68/R70, T44/R68/S70, T44/R68/T70, T44/S68/K70, T44/S68/R70, T44/T68/K70, y T44/T68/R70.

De acuerdo con otra realizaciéon ventajosa de dicho uso, la variante de meganucleasa I-
Crel es un homodimero.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa de dicho uso, dicha variante de meganucleasa I-
Crel es un heterodimero.

Dicho heterodimero puede ser una molécula quimérica monocatenaria que consiste en la
fusion de dos variantes de [-Crel diferentes como se ha definido en la presente invencion o de una proteina
de armazén I-Crel con una variante de I-Crel como se ha definido en la presente invencion. Como
alternativa, dicho heterodimero puede consistir en dos monomeros separados seleccionados de dos
variantes de I-Crel diferentes como se ha definido en la presente invencion o una proteina de armazén I-
Crel y una variante de I-Crel como se ha definido en la presente invencion.

De acuerdo con dicho uso:

- o bien la variante de meganucleasa I-Crel es capaz de escindir una diana de ADN cuya secuencia
en las posiciones +/- 3 a 5 es palindromica,
- o bien dicha variante de meganucleasa I-Crel es capaz de escindir una diana de ADN cuya

secuencia en las posiciones +/- 3 a 5 no es palindromica
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De acuerdo con otra realizacién ventajosa de dicho uso la diana de acido nucleico
escindida es una diana de ADN en la que las secuencias palindromicas en las posiciones -11 a -8 y +8 a
+11 son caaa y tttg, respectivamente.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa de dicho uso, dicha variante de meganucleasa I-
Crel comprende adicionalmente una mutacion en la posicion 75, preferiblemente una mutacion en un
aminoacido no cargado, mas preferiblemente una asparagina o una valina (D75N o D75V).

De acuerdo con otra realizaciébn ventajosa mas de dicho uso, dicha variante de
meganucleasa [-Crel tienen una alanina (A) o una asparagina (N) en la posicion 44, para escindir una diana
de ADN que comprende un nucledtido a en la posicién -4 y/o t en la posicion +4.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa mas de dicho uso, dicha variante meganucleasa
I-Crel tiene una glutamina (Q) en la posicion 44, para escindir una diana de ADN que comprende un
nucledtido t en la posicion -4 o a en la posicion +4.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa mas de dicho uso, dicha variante de
meganucleasa [-Crel tiene una lisina (K) en la posicion 44, para escindir una diana que comprende un
nucleotido ¢ en la posicion -4 y/o g en la posicion +4.

La materia objeto de la presente invencién también son las variantes de meganucleasa I-
Crel:

- obtenibles por el método de preparacién como se ha definido anteriormente;

- que tienen una mutacion de al menos uno de los restos de aminodcidos en las posiciones 44, 68 y
70 de I-Crel; dichas mutaciones pueden ser las tnicas dentro de los aminoacidos que contactan
directamente con la diana de ADN; y

- Que tienen una especificidad de escision modificada en las posiciones £3 a 5.

Dichas meganucleasas I-Crel nuevas pueden usarse como endonucleasas muy especificas
en digestion in vitro, para su uso en restriccidn o mapeo, tanto in vivo como ex vivo como herramientas
para ingenieria gendmica. Ademads, cada una puede usarse como un nuevo armazén para un segundo ciclo
de mutagénesis y seleccion/exploracion, con el proposito de realizar nuevas endonucleasas de movimiento
dirigido de segunda generacion.

Las variantes de meganucleasa I-Crel de acuerdo con la invencidn se mutan solamente en
las posiciones 44, 68 y/o 70 del dominio de unién a ADN. Sin embargo, la presente invencion también
incluye diferentes proteinas capaces de formar heterodimeros: la heterodimerizacion de dos diferentes
proteinas de la lista anterior da como resultado también una escision de secuencias no palindréomicas,
hechas de dos mitades de los sitios escindidos mediante las proteinas parentales solamente. Esto puede
obtenerse in vitro mediante la adicion de dos variantes de I-Crel diferentes en el tampdn de reaccion e in
vivo o ex vivo mediante co-expresion. Otra posibilidad es construir una molécula monocatenaria, como se
describe en Epinat ef al. (Epinat ef al., 2003). Esta molécula monocatenaria seria la fusién de dos variantes
de I-Crel diferentes y también deberia dar como resultado la escisidn de secuencias quiméricas no

palindromicas.
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De acuerdo con una realizacion ventajosa de dicha variante de meganucleasa I-Crel, el
resto de aminoacido seleccionado para el reemplazo del aminoacido en las posiciones 44, 68 y/o 70 se
selecciona del grupo que comprende A, D, E, G, H, K, M, P,Q,R,S, Te Y.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa, dicha variante de meganucleasa I-Crel se
selecciona del grupo que consiste en: A44/A68/A70, A44/A68/G70, A44/A68/H70, A44/A68/K70,
A44/A68/N70, A44/A68/Q70, A44/A68/S70, A44/A68/T70, A44/D68/H70, A44/D68/K70, A44/D68/R70,
A44/G68/H70,  A44/G68/K70,  A44/G68/N70, A44/G68/P70, A44/H68/A70, A44/H68/G70,
A44/H68/H70, A44/H68/K70, A44/H68/N70, A44/H68/Q70, A44/H68/570, A44/H68/T70, A44/K68/A70,
A44/K68/G70, A44/K68/H70, A44/K68/N70, A44/K68/Q70, A44/K68/R70, A44/K68/S70, A44/K68/T70,
A44/N68/A70,  A44/N68/E70, A44/N68/G70, A44/N68/H70, A44/N68/K70, A44/N68/N70,
A44/N68/Q70, A44/N68/R70,A44/N68/S70, A44/N68/T70, A44/Q68/A70, A44/Q68/D70, A44/Q68/G70,
A44/Q68/H70, A44/Q68/N70, A44/Q68/S70, A44/R68/ET70, A44/R68/K70, A44/R68/L70, A44/S68/A70,
A44/S68/G70, A44/S68/NT0, A44/S68/Q70, A44/S68/R70, A44/S68/S70, A44/S68/T70, A44/T68/A70,
A44/T68/G70, A44/T68/H70, A44/T68/N70, A44/T68/Q70, A44/T68/S70, A44/T68/T70, D44/D68/H70,
D44/N68/S70, D44/R68/A70, D44/R68/N70, D44/R68/Q70, D44/R68/R70, D44/R68/S70, D44/R68/T70,
E44/H68/H70, E44/R68/A70, E44/R68/H70, E44/R68/N70, E44/R68/S70, E44/R68/T70, E44/S68/T70,
G44/H68/K70, G44/Q68/H70, G44/R68/Q70, G44/T68/D70, G44/T68/P70, G44/T68/R70, H44/A68/S70,
H44/A68/T70, H44/R68/D70, H44/R68/E70, H44/R68/G70, H44/R68/N70, H44/R68/R70, H44/R68/S70,
H44/S68/G70, H44/S68/S70, H44/S68/T70, H44/T68/S70, H44/T68/T70, K44/A68/A70, K44/A68/D70,
K44/A68/E70, K44/A68/G70, K44/A68/H70, K44/A68/N70, K44/A68/Q70, K44/D68/A70,
K44/D68/T70, K44/E68/G70, K44/E68/S70, K44/G68/A70, K44/G68/G70, K44/G68/N70, K44/G68/S70,
K44/G68/T70, K44/H68/D70, K44/H68/E70, K44/H68/G70, K44/H68/N70, K44/H68/S70, K44/H68/T70,
K44/K68/A70, K44/K68/D70, K44/K68/HT70, K44/K68/T70, K44/N68/AT70, K44/N68/D70,
K44/N68/E70, K44/N68/G70, K44/N68/H70, K44/N68/N70, K44/N68/Q70, K44/N68/S70, K44/N68/T70,
K44/P68/H70, K44/Q68/A70, K44/Q68/D70, K44/Q68/E70, K44/Q68/S70, K44/Q68/T70, K44/R68/A70,
K44/R68/D70, K44/R68/E70, K44/R68/G70, K44/R68/H70, K44/R68/N70, K44/R68/S70, K44/S68/A70,
K44/S68/D70, K44/S68/H70, K44/S68/N70, K44/S68/S70,

K44/S68/T70, K44/T68/A70, K44/T68/D70, K44/T68/E70, K44/T68/G70, K44/T68/H70, K44/T68/N70,
K44/T68/Q70, K44/T68/S70, K44/T68/T70, N44/A68/H70, N44/H68/N70, N44/H68/R70, N44/K68/G70,
N44/K68/H70, N44/K68/R70, N44/K68/S70, N44/P68/D70, N44/Q68/H70, N44/R68/AT70, N44/R68/D70,
N44/R68/E70, N44/R68/K70, N44/S68/G70, N44/S68/H70, N44/S68/K70, N44/S68/R70, N44/T68/H70,
N44/T68/K70, N44/T68/Q70, N44/T68/S70, P44/N68/D70, P44/T68/T70, Q44/G68/K70, Q44/G68/R70,
Q44/K68/G70, Q44/N68/A70, Q44/N68/H70, Q44/N68/S70, Q44/P68/P70, Q44/Q68/G70, Q44/R68/D70,
Q44/R68/E70, Q44/R68/G70, Q44/R68/Q70, Q44/S68/S70, Q44/T68/A70, Q44/T68/G70, Q44/T68/H70,
R44/A68/G70, R44/A68/T70, R44/G68/T70, R44/H68/D70, R44/H68/T70, R44/N68/T70, R44/R68/A70,
R44/R68/D70, R44/R68/E70, R44/R68/G70, R44/R68/Q70, R44/R68/S70, R44/R68/T70, R44/S68/G70,
R44/S68/N70, R44/S68/S70, R44/S68/T70, S44/D68/K70, S44/R68/R70, S44/R68/S70, T44/A68/K70,
T44/N68/P70, T44/N68/R70, T44/R68/E70, T44/R68/Q70 y T44/S68/K70; dicha variante de
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meganucleasa [-Crel es capaz de escindir al menos una diana, como se ha definido anteriormente, que no
se escinde mediante la proteina de armazon de I-Crel N75.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa mas la variante de meganucleasa I-Crel tiene
una alanina (A) o una asparagina (N), en la posicion 44 y escinde una diana que comprende el nucledtido a
en una posicion -4 y/o t en una posicion +4, con la exclusion de las variantes presentadas en la Tabla 4 y
Tabla 5 de la Solicitud Internacional PCT WO 2004/067736, preferiblemente dicha variante tiene una
alanina o una asparagina.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa mas, la variante de meganucleasa I-Crel tiene
glutamina (Q) y escinde una diana que comprende el nucledtido t en una posicion -4 y/o a en una posicion
+4 en la posicion 44, con la exclusion de las variantes presentadas en la Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5 de la
Solicitud Internacional PCT WO 2004/067736.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa mas, la variante de meganucleasa I-Crel de la
invencion tiene una lisina (K) en la posicion 44 y escinde una diana que comprende ¢ en una posicion -4
y/o g en una posicion +4, con la exclusién de la variante presentada en la Tabla 5 de la Solicitud
Internacional PCT WO 2004/067736.

Como se ha especificado anteriormente en el presente documento, en el marco de la
definicion de la variante de meganucleasa [-Crel en la solicitud en uso, dicha variante de meganucleasa I-
Crel puede ser un homodimero o un heterodimero. Puede ser capaz de escindir una diana de ADN
palindrémica o no palindromica. Puede comprender adicionalmente una mutacion en la posicion 75, como
se ha especificado anteriormente en el presente documento.

La materia objeto de la presente invencidén también es un polinucledtido, caracterizado
por que codifica una variante de meganucleasa I[-Crel de acuerdo con la invencion.

Adicionalmente, la materia objeto de la presente invencion es un casete de expresion que
comprende dicho polinucledtido y secuencias de regulacion tal como un promotor y un vector de expresion
que comprende dicho casete de expresion. Cuando dicha variante es un heterodimero que consiste en dos
diferentes monomeros, cada monomero puede expresarse de un vector Unico (vector de expresion dual) o
de dos vectores diferentes.

La materia objeto de la presente invencion también es un vector de expresion, como se ha
descrito anteriormente, que comprende adicionalmente una construccién de ADN diana.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro
acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector preferido es un episoma, es decir, un acido nucleico
capaz de replicacidon extra-cromosomica. Son vectores preferidos los capaces de replicacion autdbnoma y/o
expresion de acidos nucleicos a los que estan unidos. Los vectores capaces de dirigir la expresion de genes
a los que estan unidos operativamente se conocen en el presente documento como “vectores de expresion”.
Un vector de acuerdo con la presente invencion comprende, pero no se limita a, un YAC (cromosoma
artificial de levadura), un BAC (artificial de bacteria), un vector de baculovirus, un fago, un fagémido, un
c6ésmido, un vector viral, un plasmido, un vector de ARN o una molécula de ADN o ARN lineal o circular

que puede consistir en ADN cromosomico, no cromosdmico, semi-sintético o sintético. En general, los
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vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan con frecuencia en forma de
“plasmidos” que generalmente se refiere a bucles de ADN bicatenario circular que, en su forma de vector
no estan unidos al cromosoma. Los expertos en la materia conocen un gran numero de vectores adecuados
y disponibles en el mercado, tal como los siguientes vectores bacterianos: pQE70, pQE60, pQE-9
(Qiagen), pbs, pDIO, phagescript, psiX174. Pbluescript SK, pbsks, pNHSA, pNHI16A, pNHI18A, pNH46A
(Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia);

pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXTI, pSG (Stratagene); pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia); pQE-
30 (QIAexpress), pET (Novagen).

Los vectores virales incluyen retrovirus, adenovirus, parvovirus (por ejemplo virus
adenosociados), coronavirus, virus de ARN de cadena negativa tales como ortomixovirus (por ejemplo,
virus de la gripe), rabdovirus (por ejemplo, virus de la rabia y estomatitis vesicular), para-mixovirus (por
ejemplo, sarampion y Sendai), virus de ARN de cadena positiva tales como picornavirus y alfavirus y virus
de ADN bicatenario incluyendo adenovirus, herpesvirus (por ejemplo, virus Herpes Simplex tipos 1y 2,
virus de Epstein-Barr, citomegalovirus) y poxvirus (por ejemplo, vaccinia, viruela aviar y viruela del
canario). Otros virus incluyen el virus Norwalk, togavirus, flavivirus, reovirus, papovavirus, hepadnavirus
y virus de la hepatitis, por ejemplo.

Los vectores pueden comprender marcadores seleccionables, por ejemplo: neomicin
fosfotransferasa, histidinol deshidrogenasa, dihidrofolato reductasa, higromicin fosfotransferasa, timidina
quinasa de virus de herpes simplex, adenosina desaminasa, glutamina sintetasa e hipoxantina-guanina
fosforibosil transferasa para cultivo de células eucariotas; TRP1 para S. cerevisiae; resistencia a
tetraciclina, rifampicina o ampicilina en E. coli.

Preferiblemente dichos vectores son vectores de expresion, en los que las secuencias que
codifican los polipéptidos de la invencidn se sittian bajo el control de elementos de control transcripcional
y traduccional apropiados para permitir la produccion de sintesis de dichos polipéptidos. Por lo tanto,
dichos polinucledtidos estdn comprendidos en un casete o casetes de expresion. Mas particularmente, el
vector comprende un origen de replicacion, un promotor unido operativamente a dicho polinucleétido
codificante, un sitio de union a ribosoma, un sitio de corte y empalme de ARN (cuando se usa ADN
genoémico), un sitio de poliadenilacién y un sitio de terminacion de la transcripcion. También puede
comprender un potenciador. La seleccién del promotor dependera de la célula en la que se expresa el
polipéptido.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de dicho vector de expresion, dicha construccion
de ADN diana comprende una secuencia que comparte homologias con la regioén circundante del sitio de
escision de la variante de meganucleasa I-Crel de la invencion.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de dicho vector de expresion, dicha construccion
de ADN diana comprende:

a) secuencias que comparten homologias con la regidn circundante del sitio de escision

de la variante de meganucleasa I-Crel de acuerdo con la reivindicacion, y

b) secuencias a introducir flanqueadas por la secuencia de a).
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La materia objeto de la presente invencion también es una célula, caracterizada por que
estd modificada por un polinucledtido como se ha definido anteriormente o por un vector como se ha
definido anteriormente.

La materia objeto de la presente invencién también es una planta transgénica,
caracterizada por que comprende un polinucledtido como se ha definido anteriormente o un vector como
se ha definido anteriormente.

La materia objeto de la presente invencion también es un mamifero transgénico no
humano, caracterizado por que comprende un polinucledtido como se ha definido anteriormente o un
vector como se ha definido anteriormente.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican los polipéptidos como se han definido en la
presente invencién pueden prepararse por cualquier método conocido por el experto en la materia. Por
ejemplo, se amplifican a partir de un molde de ADNc, mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa con
cebadores especificos. Preferiblemente los codones de dicho ADNc se dirigen para favorecer la expresion
de dicha proteina en el sistema de expresion deseado.

El vector recombinante que comprende dichos polinucleétidos puede obtenerse e
introducirse en una célula hospedadora mediante las técnicas bien conocidas de ingenieria genética y ADN
recombinante.

La meganucleasa heterodimérica de la invencion se produce mediante la expresion de dos
polipéptidos como se ha definido anteriormente; preferiblemente dichos polipéptidos estan co-expresados
en una célula hospedadora modificada por dos vectores de expresion, comprendiendo cada uno un
fragmento polinucleotidico que codifica un polipéptido diferente como se ha definido anteriormente o
mediante un vector de expresion dual que comprende ambos fragmentos polinucleotidicos como se ha
definido anteriormente, en condiciones adecuadas para la co-expresion de los polipéptidos y la
meganucleasa heterodimérica se recupera del cultivo celular hospedador.

La materia objeto de la presente invencidon es el uso adicional de una variante de
meganucleasa [-Crel, uno o dos polinucleétido o polinucledtidos, preferiblemente ambos incluidos en un
vector de expresion (vector de expresion dual) o incluido cada uno en un vector de expresion diferente, una
c€lula, una planta transgénica, un mamifero transgénico no humano, como se ha definido anteriormente,
para biologia molecular, para ingenieria genética in vivo o in vitro y para ingenieria gendmica in vivo o in
vitro, para propdsitos no terapéuticos.

Los propdsitos no terapéuticos incluyen por ejemplo (i) fijacién de objetivos génicos de
locus especificos en lineas de empaquetamiento celular para produccion proteinica, (ii) fijacion de
objetivos génicos de locus especificos en plantas de cultivo, para mejoras en cepas € ingenieria metabolica,
(iii) recombinacion dirigida para la retirada de marcadores en plantas de cultivo modificadas
genéticamente, (iv) recombinacion dirigida para la retirada de marcadores en cepas de microorganismos

modificados genéticamente (para produccion de antibioticos por ejemplo).



10

15

20

25

30

35

ES 2347 684 T3
17

De acuerdo con una realizacion ventajosa de dicho uso, éste es para inducir una rotura de
doble cadena en un sitio de interés que comprende una secuencia diana de ADN, induciendo de este modo
un suceso de recombinacion de ADN, una pérdida de ADN o muerte celular.

De acuerdo con la invencion, dicha rotura de doble cadena es para: reparar una secuencia
especifica, modificar una secuencia especifica, restaurar un gen funcional en lugar de uno mutado, atenuar
o activar un gen endogeno de interés, introducir una mutacién en un sitio de interés, introducir un gen
exogeno o una parte del mismo, inactivar o suprimir un gen endégeno o una parte del mismo, traslocar un
brazo cromosomico o dejar el ADN sin reparar y degradado.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa de dicho uso, dicha variante de meganucleasa I-
Crel, polinucleodtido, vector, célula, planta transgénica o mamifero transgénico no humano se asocia con
una construccion de ADN diana como se ha definido anteriormente.

La materia objeto de la presente invencion también es un método de ingenieria genética,
caracterizado por que comprende un paso de rotura de 4cido nucleico de doble cadena en un sitio de
interés localizado en un vector, que comprende una diana de ADN de una variante de meganucleasa [-Crel
como se ha definido anteriormente en el presente documento, mediante el contacto de dicho vector con una
variante de meganucleasa [-Crel como se ha definido anteriormente, induciendo de este modo una
recombinacion homologa con otro vector que representa homologia con la secuencia que rodea el sitio de
escision de dicha variante de meganucleasa [-Crel.

La materia objeto de la presente invencién también es un método de ingenieria gendmica,
caracterizado por que comprende los siguientes pasos: 1) rotura de doble cadena de un locus gendémico
que comprende al menos un sitio de reconocimiento y escision de una variante de meganucleasa I-Crel
como se ha definido anteriormente, mediante el contacto de dichos sitio de escision con dicha variante de
meganucleasa [-Crel; 2) mantener dicho locus gendmico roto en condiciones apropiadas para la
recombinacion homologa con una construccion de ADN diana que comprende la secuencia a introducir en
dicho locus, flanqueada por secuencias que comparten homologias con el locus diana.

La materia objeto de la presente invencion también es un método de ingenieria gendmica,
caracterizado por que comprende los siguientes pasos: 1) rotura de doble cadena de un locus gendémico
que comprende al menos un sitio de reconocimiento y escision de una variante de meganucleasa I-Crel
como se ha definido anteriormente, mediante el contacto de dicho sitio de escision con dicha variante de
meganucleasa [-Crel; 2) mantener dicho locus gendmico roto en condiciones apropiadas para la
recombinacion homologa con ADN cromosoémico que comparte homologias con regiones circundantes del
sitio de escision.

La materia objeto de la presente invencion también es una composicion caracterizada por
que comprende al menos una variante de meganucleasa I-Crel, un polinucleétido o un vector como se ha
definido anteriormente.

En una realizacion preferida de dicha composicion, ésta comprende una construccion de
ADN diana que comprende la secuencia que repara el sitio de interés flanqueado por secuencias que

comparten homologias con el locus diana.
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La materia objeto de la presente invencion también es el uso de al menos una variante de
meganucleasa I-Crel, un polinucledtido o un vector, como se ha definido para la preparacion de un
medicamento para la prevencidon, mejora o cura de una enfermedad genética en un individuo que lo
necesite, administrandose dicho medicamento por cualquier medio a dicho individuo.

La materia objeto de la presente invencion también es el uso de al menos una variante de
meganucleasa [-Crel, un polinucledtido o un vector como se ha definido para la preparacion de un
medicamento para la prevencion, mejora o cura de una enfermedad causada por un agente infeccioso que
presenta un intermedio de ADN, en un individuo que lo necesite, administrandose dicho medicamento por
cualquier medio a dicho individuo.

La materia objeto de la presente invencion también es el uso de al menos una variante de
meganucleasa I-Crel, un polinucleétido o un vector, como se ha definido anteriormente, in vitro, para
inhibir la propagacion, inactivar o suprimir un agente infeccioso que presenta un intermedio de ADN, en
productos derivados bioldgicos o productos que se pretenden para usos biologicos o para desinfectar un
objeto.

En una realizacion particular, dicho agente infeccioso es un virus.

Ademds de las caracteristicas precedentes, la invencion comprende ademas otras
caracteristicas que surgirdn de la descripcion a continuacidn, que se refiere a ejemplos que ilustran las
variantes de meganucleasa [-Crel y sus usos de acuerdo con la invencidn, asi como los dibujos anexos en
los que:

- La figura 1 ilustra el fundamento de los experimentos. (a) Estructura de I-Crel unida a su diana de
ADN. (b) Ampliacién de la estructura que muestra los restos 44, 68, 70 elegidos para seleccion aleatoria,
D75 y pares de bases que interactuan. (c) disefio de la biblioteca y las dianas. Las interacciones de los
restos de I-Crel Q44, R68 y R70 con dianas de ADN estan indicadas (parte superior). Otros restos de
aminoacidos que interactiian directa o indirectamente con la diana de ADN no se muestran. El resto de
arginina (R) en la posiciéon 44 de un monomero I-Crel directamente interactua con la guanina de la
posicién -5 de la secuencia diana, mientras que el resto de glutamina (Q) de la posicion 44 y el resto de
arginina (R) de la posicion 70 interactia directamente con adenina en la posicion +4 y guanina en la
posicion +3 de la cadena complementaria, respectivamente. La diana descrita aqui (C1221, SEC ID N°:

12) es un palindromo derivado de la diana natural de I-Crel (C1234, SEC ID N°:65) y escindido mediante
I-Crel (Chevalier et al., 2003, citado anteriormente). Las posiciones de escisidn se indican mediante
flechas. En la biblioteca, los restos 44, 68 y 70 se reemplazan con ADEGHKNPQRST. Puesto que I-Crel
es un homodimero, la biblioteca se explord con dianas palindrémicas. Se generaron 64 dianas
palindréomicas resultantes de sustituciones en las posiciones +3, +4 y +5. Se muestran varios ejemplos de
dichas dianas (parte inferior; SEC ID N°: 1 a 7).

- La figura 2 ilustra la diana usada en el estudio. A. Dos dianas palindrémicas derivadas de la diana
natural de I-Crel (denomina aqui C1234, SEC ID N° 65). La diana natural de I-Crel contiene dos
palindromos, marcados en cajas grises: los nucledtidos -8 a -12 y +8 a +12 por un lado, y los nucleotidos -5

a -3 y +3 a +5 por otro. La linea punteada vertical, de la que estan numeradas las bases nucleotidicas,
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representa el eje de simetria para las secuencias palindromicas. Desde la diana natural pueden derivarse dos
secuencias palindromicas, C1221 (SEC ID N°: 12) y C4334 (SEC ID N°:66). Ambas se cortan mediante -
Crel, in vitro y en levaduras. Solamente una cadena de cada sitio diana se muestra. B. Las 64 dianas. Las
64 dianas (SEC ID N°: 1 a 64) se derivan de C1221 (SEC ID N°: 12) un palindromo derivado de la diana
natural de I-Crel (C1234, SEC ID N°®65) y escindido por [-Crel (Chevalier et al., 2003, citado
anteriormente). Corresponden a todos los palindromos de 24 pares de bases resultantes de las sustituciones
en las posiciones -5, -4, -3, +3, +4 y +5.

- La figura 3 ilustra la exploracion de las variantes. (a) Se transforman levaduras con el vector de
expresion de meganucleasa, marcado con el gen LEU2 y se cruzan individualmente con levadura
transformada con el plasmido informador, marcado mediante el gen TRPI. En el plasmido informador, un
gen informador LacZ estd interrumpido con un inserto que contiene el sitio de interés, flanqueado por dos
repeticiones directas. En diploides (LEU2 TRPI), la escisién del sitio diana mediante la meganucleasa
(6valo blanco) induce una recombinacion homologa entre las dos repeticiones LacZ, dando como resultado
un gen de beta galactosidasa funcional (0valo gris), que puede controlarse mediante tincion con X-Gal. (b)
Esquema del experimento. Una biblioteca de variantes de I-Crel se construye usando PCR, se clona en un
vector de expresion replicativo de levadura y se transforma en la cepa FYC2-6A de S. cerivisiae (MATo,
trplA63, leu2Al, his34200). Las 64 dianas palindromicas se clonan en un vector informador de levadura
basado en LacZ y los clones resultantes se transforman en la cepa FYBL2-7B (MATo, ura3A851, trplA63,
leu241, lys24202). El entramado asistido por robot en membrana de filtro se usa para realizar cruzamiento
entre clones individuales que expresan variantes de la meganucleasa y clones individuales que albergan un
pldsmido informador. Después de la exploracion primaria de alto rendimiento, el ORF de los clones
positivos se amplifica mediante PCR y se secuencia. Se identificaron 410 variables diferentes entre los
2100 positivos y se ensayaron a densidad baja para establecer patrones concretos y se validaron 350 clones.
También se reclonaron 294 mutantes en vectores de levadura y se ensayaron en una exploracion secundaria
y los resultados confirmaron los obtenidos sin reclonacion. Los clones elegidos se ensayaron después con
respecto a su actividad de escision en un ensayo similar basado en CHO y eventualmente in vitro.

- La figura 4 representa la secuencia de ADNc que codifica la proteina de armazon [-Crel N75 y los
cebadores degenerados usados para la construccion de la biblioteca Ulib2. A. La secuencia codificante
(CDS) de la proteina de armazon (SEC ID N° 69) es desde el par de bases 1 al par de bases 501 y el codon
de terminacion TGA (no mostrado) sigue al par de bases 501. Ademds de la mutacién D75N, la proteina
contiene mutaciones adicionales que no alteran su actividad; en la secuencia de proteina (SEC ID N° 70),
los dos primeros restos N terminales son metionina y alanina (MA) y los tres restos C terminales alanina,
alanina y acido aspartico (AAD). B. Cebadores degenerados (SEC ID N° 67, 68).

- La figura 5 representa el mapa del vector de expresion de meganucleasa pCLS0542. El vector de
expresion de la meganucleasa estd marcado con LEU2. Los ADNc que codifican las variantes de
meganucleasa I-Crel se clonan en este vector digerido con Neol y Eagl, para tener la expresion de la

variante conducida por el promotor Gal 10 inducible.
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- La figura 6 representa el mapa del vector informador pCLS0042. El vector informador esta
marcado con TRPI y URA3. Las repeticiones en tindem LacZ comparten 800 pb de homologia y estan
separadas por 1,3 kb de ADN. Estan rodeadas por secuencias promotoras ADH y terminadoras. Los sitios
diana se clonan en el sitio Smal.

- La figura 7 ilustra el perfil de escision de 292 variantes de meganucleasa I-Crel con una
especificidad modificada. Las variantes derivan de la proteina de armazon I-Crel N75. Las proteinas se
definen mediante el aminoacido presente en las posiciones 44, 68 y 70 (tres primeras columnas). La
numeracion de los aminoacidos es de acuerdo con el cddigo de acceso de pdb 1g9y. Las dianas se definen
mediante los nucledtidos en las posiciones -5 a -3. Para cada proteina, la escision observada (1) o la
escision no observada (0) se muestra para cada una de las 64 dianas.

- La figura 8 ilustra ocho ejemplos de patron de escision de variantes de I-Crel. Las meganucleasas
se ensayan 4 veces contra las 64 dianas descritas en la figura 2B. La posicion de las diferentes dianas se
indica en el panel superior izquierdo. Las variantes que derivan de la proteina de armazon I-Crel N75 se
identifican mediante los aminoacidos en las posiciones 44, 68 y 70 (ej: KSS es K44, S68, S70 y N75 o
K44/S68/S70). La numeracion de los aminodcidos es de acuerdo con el codigo pdb 1g9y. QRR
corresponde a I-Crel N75. Las dianas escindidas se indican junto a los paneles.

- La figura 9 ilustra los patrones de escision de las variantes. Los mutantes se identifican mediante
tres letras, correspondientes a los restos en las posiciones 44, 68 y 70. Cada mutante se ensaya contra las
64 dianas derivadas de las dianas naturales I-Crel y una serie de dianas de control. El mapa de la diana se
indica en el panel superior derecho. (a) Los patrones de escision en levadura (izquierda) y células de
mamifero (derecha) para las proteinas I-Crel de tipo silvestre (I-Crel) e I-Crel N75 (QRR) y 7 derivados
de la proteina I-Crel N75. Para la levadura se muestran los datos sin procesar iniciales (filtro). Para las
células CHO se muestran los datos sin procesar cuantitativos (medicion ONPG), los valores superiores a
0,25 estdn marcados con una caja, los valores superiores a 0,5 se destacan en gris medio, los valores
superiores a 1 en gris oscuro. LacZ: control positivo. 0: sin diana. U1, U2 y U3: tres controles diferentes no
escindidos. (b) Escision in vitro. I-Crel y cuatro mutantes se ensayan contra un conjunto de 2 6 4 dianas,
incluyendo la diana que da como resultado la sefial mas fuerte en levadura y CHO. Las digestiones se
realizan a 37°C durante 1 hora, con sustrato linearizado 2 nM, como se describe en Métodos. Se muestran
los datos sin procesar para [-Crel con dos dianas diferentes. Tanto con ggg como con cct, la escision no se
detecta con I-Crel.

- La figura 10 representa el analisis estadistico. (a) Dianas escindidas: las dianas escindidas con
variantes de I-Crel se colorean en gris. El nimero de proteinas que escinden cada diana se muestra debajo
y el nivel de coloracidn gris es proporcional a la intensidad de sefial media obtenida con estos cortadores
en levadura. (b) Analisis de tres de los siete grupos. Para cada grupo mutante (grupos 1, 3 y 7), se
calcularon las intensidades acumuladas para cada diana y un diagrama de barras (columna izquierda)
muestra en orden decreciente las intensidades normalizadas. Para cada grupo, el nimero de aminoacidos de
cada tipo en cada posicion (44, 68 y 70) se muestra como un histograma codificado en la columna derecha.

La leyenda del cédigo de colores de aminoacidos estd en la parte de abajo de la figura. (b) Agrupacion
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jerarquica de datos de mutante y diana en levadura. Tanto los mutantes como las dianas se agruparon
usando agrupamiento jerarquico con distancia euclidea y método de Ward (Ward, J.H.,
American statist. Assoc., 1963, 58, 236-244). La agrupacion se realizd con hclusp del paquete R. Los
dendogramas de los mutantes y dianas se reordenaron para optimizar las posiciones de los grupos y el
dendograma de mutantes se cort6 a una altura de 8 con los grupos deducidos. El mutante de QRR y la
diana de GTC se indican con una flecha. Los niveles de gris reflejan la intensidad de la sefial.
- La figura 11 ilustra un ejemplo de sitio hibrido o quimérico: gtt (SEC ID N°: 79) y cct (SEC ID N
77) son dos sitios palindromicos derivados del sitio I-Crel. El sitio hibrido gtt/cct (SEC ID N°: 80) presenta
la secuencia gtt en la cadena superior en -5, -4, -3 y la secuencia cct en la cadena inferior en 5, 4, 3.
- La figura 12 ilustra la actividad de escision de las variantes heterodiméricas. Las levaduras se co-
transformaron con las variantes KTG y QAN. La organizacion diana se muestra en el panel superior: diana
con un semisitio gtt, cct o gge Unico estan en negrita; las dianas con dos semisitios tales, que se espera que
se escindan mediante homo y/o heterodimeros estan en negrita y destacados en gris; 0: sin diana. Los
resultados se muestran en los tres paneles inferiores. Se observan sefiales tenues e inesperadas solamente
para gtc/cct y gtt/gtc, escindidas por KTG y QAN, respectivamente.
- La figura 13 representa el analisis cuantitativo de la actividad de escision de las variantes
heterodiméricas. (a) Co-transformacién de mutantes seleccionados en levadura. Para una mayor claridad,
solo se muestran los resultados de dianas hibridas relevantes. La diana aac/acc se muestra siempre como un
ejemplo de diana no relacionada. Para la pareja KTGxAGR, las dianas tac y tct palindromicas, aunque no
se muestran, se escinden mediante AGR y KTG, respectivamente. La escision de la diana cat mediante el
mutante RRN es muy baja y no pudo cuantificarse en levadura. (b) Co-transfeccion transitoria en células
CHO. Para (a) y (b), barras negras: sefial para el primer mutante solo; barras grises: sefial para el segundo
mutante solamente; barras a rayas: sefial obtenida mediante co-expresion o co-transfeccion.
- La figura 14 ilustra la actividad del heterodimero ensamblado ARS-KRE en la diana de ADN
seleccionada del cromosoma 17 de raton. La linea celular CHO-K1 se co-transfectd con equimolar de
plédsmido diana LagoZ, pldsmidos de expresion ARS y KRE y se midi6 la actividad beta galactosidasa. Las
células co-transfectadas con el plasmido LagoZ y el plasmido recombinante I-Scel, I-Crel, ARS o KRE o
un plasmido vacio se usaron como control.

Los siguientes ejemplos se presentan aqui solamente para ilustrar la invencidén y no para
limitar el ambito de la misma. Otras variantes, obtenidas de un ADNc, cuya secuencia difiere de la SEC ID

N°: 69 y que usan cebadores apropiados, aun son parte de la invencion.
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Ejemplo 1: exploracién para nuevas endonucleasas funcionales

El método para producir variantes de meganucleasa y los ensayos basados en la
recombinacion inducida por escision en células de mamifero o levadura, que se usan para variantes de
exploracion con especificidad alterada, se describen en la Solicitud Internacional PCT WO 2004/067736.
Estos ensayos dan como resultado un gen informador LacZ que puede controlarse mediante métodos
convencionales (figura 3a).
A) Material y métodos
a) Construccién de bibliotecas mutantes

Se sintetizaron marcos abiertos de lectura de I-Crel wt e I-Crel D75N (o I-Crel N75)
(SEC ID N®°:69, figura 4A), como se ha descrito anteriormente (Epinat et al., N.A.R., 2003, 31, 2952-

2962). La mutacion D75N se introdujo mediante el reemplazamiento del codon 75 con aac. La diversidad

de la biblioteca de meganucleasas se generé mediante PCR que usa cebadores degenerados de Sigma que
albergan el codéon VVK (18 codones, aminoacidos ADEGHKNPQRST) en las posiciones 44, 68 y 70 que
interactuan directamente con las bases de las posiciones 3 a 5 y como molde de ADN, el gen I-Crel D75N.
Dichos cebadores permiten la mutacion de los restos 44, 68 y 70 con una diversidad teodrica de 12.
Brevemente, el cebador directo (5’-gtttaaacatcagctaagcttgacctttvvkgtgacttcaaaagacccag-3’, SEC ID N°: 67)
y el cebador reverso (5’-gatgtagttggaaacggatccmbbatcmbbtacgtaaccaacgec-3°, SEC ID N°:68) se usaron
para amplificar un fragmento de PCR en reacciones de PCR de 50 pl: los productos de PCR se agruparon,
se precipitaron con EtOH y se resuspendieron en 50 pl de Tris 10 mM. Los productos de PCR se clonaron
en un vector de expresion pET que contenia el gen I-Crel D75N, digerido con enzimas de restriccion
apropiadas. La digestion del ADN de vector y de inserto se llevd a cabo en dos pasos (digestion de enzima
sencilla) entre los que la muestra de ADN se extrajo (usando métodos clasicos basados en fenol;
cloroformo: isoamilalcohol) y se precipité con EtOH. Se usaron 10 ug de ADN del vector digerido para
ligacion, con un exceso 5:1 de ADN inserto. Las células de TG1 de E. coli se transformaron con el vector
resultante mediante electroporacion. Para producir varios clones celulares por encima de la diversidad
tedrica de la biblioteca, se produjeron 6x10* clones. Los clones bacterianos se rasparon de las placas y los
vectores plasmidicos correspondientes se extrajeron y se purificaron.

La biblioteca se reclond en el vector de levadura pCLS0542 (figura 5), mediante la sub-
clonacién de un fragmento de ADN de Ncol-Eagl que contenia el ORF de I-Crel D75N completo. En este
vector replicativo basado en 2 micrones marcado con el gen LEU2, las variantes de I-Crel estan bajo el
control de un promotor inducible por galactosa (Epinat et al., citado anteriormente). Después de la
electroporacion en E. coli, se obtuvieron 7x10* clones, que representan 12 veces la diversidad tedrica a
nivel de ADN (18’ = 5832). El ADN se extrajo y se transformé en la cepa FYC2-6A de S. cerevisiae
(MATo, trplA63, leu2Al, his34200). Se recogieron 13824 colonias usando un recolector de colonias
(QpixIl, GENETIX) y se cultivaron en placas de 144 microtitulos.

b) Construccién de clones diana

El palindromo de veinticuatro pb C1221 (tcaaaacgtcgtacgacgttttga, SEC ID N°: 12) es una

repeticion del semisitio de la diana natural de [-Crel casi palindromica (tcaaaacgtcgtgagacagtttgg, SEC ID
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N°: 65). C1221 se escinde tan eficazmente como la diana natural de I-Crel in vitro y ex vivo tanto en
células de levadura como de mamiferos. Las 64 dianas palindromicas se derivaron como sigue: 64 pares de
oligonucleotidos (ggcatacaagtttcaaaacnnngtacnnngttttgacaatcgtctgtca (SEC ID N° 72) y las secuencias
complementarias reversas) que corresponden a las dos cadenas de las 64 dianas de ADN, con 12 pb de
secuencia extra no palindromica en cada lado, se encargaron de Sigma, se hibridaron y se clonaron en
pGEM-T Easy (PROMEGA). A continuacion se escindi6 un fragmento de 400 pb de Pvull de cada uno de
los 64 vectores derivados de pGEM-T y se clonaron en un vector de levadura pFL39-ADH-LACURAZ,
descrito previamente (Epinat et al., citado anteriormente), también llamado pCLS0042 (Figura 6), dando
como resultado 64 vectores informadores de levadura. Los pasos de escision, digestion y ligacion se
realizaron usando métodos tipicos conocidos por los expertos en la materia. La insercion de la secuencia
diana se realiza en el sitio Smal de pCLS00402. Las 64 dianas palindromicas se describen en la figura 2B
(posiciones -5a-3y+3a+5, SECID N° 1aSEC ID N° 64).

c¢) Cepas de levadura y transformaciéon

La biblioteca de variantes de expresion de meganucleasa y la variante A44/R68/L70, se
transformaron en la cepa FYC2-6A (MATa, trp1463, leu2A1, his34200).

Los plasmidos diana se transformaron en la cepa de levadura FYBL2-7B: (MATo,
ura3A851, trplA63, leu2Al, lys24202).

Para la transformacion, puede usarse un protocolo clasico de choque quimico/térmico y
rutinariamente da 10° transformantes independientes por pg de ADN; los transformantes se seleccionaron
en medio sintético de separacidn de leucina (Gietz y Woods, 2002).

d)_Cruzamiento de clones de expresion de meganucleasa y exploracion en levadura

Los clones de variantes de I-Crel asi como las cepas informadoras de levadura se
reservaron en reserva de glicerol (20%) y se replicaron en nuevas micro placas. Los mutantes se reticularon
en filtros de nailon que cubrian placas YPD, usando una densidad de reticulacion alta (aproximadamente
20 puntos/cm’). Un segundo proceso de reticulacién se realizd en los mismos filtros para aplicar
puntualmente una segunda capa que consiste en 64 6 75 cepas diferentes de levadura que albergan
informador para cada variante. Brevemente, cada cepa informadora se aplicé puntualmente 13.824 veces
en una membrana de nailon y en cada uno de estos puntos se aplico puntualmente uno de los 13.824 clones
de levadura que expresan una variante de meganucleasa. Las membranas se colocaron en un medio de agar
solido rico en YPD y se incubaron a 30°C durante una noche, para permitir el cruzamiento. A continuacion,
se transfirieron los filtros a medio sintético, carente de leucina y triptéfano, con galactosa (1%) como
fuente de carbono (y con G418 para los experimentos de co-expresion) y se incubaron durante cinco dias a
37°C, para seleccionar los diploides que portan los vectores de expresion y diana. Después de 5 dias, se
colocaron los filtros en un medio de agarosa so6lida con X-Gal al 0,02% en tampon de fosfato de sodio 0,5
M, pH 7,0, SDS al 0,1%, dimetil formamida (DMF) al 6%, B-mercaptoetanol 7 mM, agarosa al 1% y se
incubaron a 37°C, para controlar la actividad de B-galactosidasa. Los clones positivos se identificaron
después de dos dias de incubacion, de acuerdo con la tincion. Los resultados se analizaron mediante

exploracion y se realizo la cuantificacion usando un software patentado. Para la exploracion secundaria, se
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siguio el mismo procedimiento con los 292 positivos seleccionados, excepto que cada mutante se ensayo 4
veces en la misma membrana (véase figura 8 y 9a).

e) Secuencia y Re-Clonacién de €xitos primarios.

El marco abierto de lectura (ORF) de clones positivos identificados durante la exploracion
primaria en levadura se amplifico mediante PCR y se secuencid. Después, los ORF se reclonaron usando el
protocolo Gateway (Invitrogen). Los ORF se amplificaron mediante PCR en colonias de levadura (Akada
et al., Biotechniques, 28, 668-670, 672-674), usando los cebadores:
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctticgaaggagatagaaccatggecaataccaaatataacaaagagttcc (SEC ID N°: 73) y
ggggaccactttgtacaagaaagetgggtttagtcggecgecggggaggatttettettctcge (SEC ID N°: 74) de PROLIGO. Los
productos de PCR se clonaron en: (i) vector de expresion Gateway de levadura que alberga un promotor
inducible por galactosa, LEU2 o KanR como marcador seleccionable y un origen de replicacion de 2
micrones y (ii) un vector pET 24d(+) de NOVAGEN. Los clones resultantes se verificaron mediante
secuenciacion (MILLEGEN).

B) Resultados

I-Crel es una endonucleasa de movimiento dirigido dimérica que escinde una diana
pseudo-palindromica de 22 pb. El andlisis de la estructura de I-Crel unida a su diana natural ha mostrado
que en cada monomero ocho restos establecen interacciones directas con siete bases (Jurica et al., 1998,
citado anteriormente). Los restos Q44, R68, R70 entran en contacto con tres pares de bases consecutivos en
las posiciones 3 a 5 (y -3 a -5, figura 1). Se llevo a cabo un enfoque exhaustivo de biblioteca de proteinas
contra biblioteca de dianas para desarrollar por ingenieria genética localmente esta parte de la interfaz de
union a ADN. Primero, el armazon de I-Crel se mutd de D75 a N para disminuir los probables esfuerzos
energéticos causados por el reemplazo de los restos basicos R68 y R70 en la biblioteca que satisface el
potencial aceptor de hidrégeno del D75 enterrado en la estructura de I-Crel. Los homodimeros del mutante
D75N (purificado de células E. coli en las que se sobre-expresaba usando un vector de expresion pET) se
mostrd que escindian el sitio de movimiento dirigido I-Crel. La mutacién D75N no afectd a la estructura
proteinica, pero disminuy6 la toxicidad de I-Crel en los experimentos de sobre-expresion. A continuacion,
la posiciones 44, 68 y 70 se seleccionaron aleatoriamente y se generaron las 64 dianas palindromicas
resultantes de sustituciones en las posiciones +3, +4 y £5 de una diana palindromica escindida por I-Crel
(Chevalier et al., 2003, citado anteriormente), como se describe en la figura 1 y 2B. Eventualmente,
mutantes de la biblioteca de proteinas correspondieron a combinaciones independientes de cualquiera de
los 12 aminoacidos codificados por el coddon vvk en posiciones de tres restos. En consecuencia, la
diversidad maxima (tedrica) de la biblioteca de proteinas era de 12° 6 1.728. Sin embargo, en términos de
acidos nucleicos, la diversidad es de 18° 6 5.832.

La biblioteca resultante se clond en un vector de expresion replicativo de levadura que
portaba un gen marcador auxotrofico LEU2 y se transformd en una cepa de levadura haploide mutante leu2
(FYC2-6A). Las 64 dianas se clonaron en el vector informador de levadura apropiado y se transformaron

en una cepa haploide (FYBL2-7B), dando como resultados 64 cepas de ensayo.
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Un protocolo de cruzamiento asistido por robot se uséd para explorar un gran nimero de
meganucleasas de nuestra biblioteca. La estrategia de exploracion general se describe en la figura 3B. Se
aplicaron puntualmente 138.247 clones de expresion de meganucleasa (aproximadamente 2,3 veces la
diversidad tedrica) a alta densidad (20 puntos/cm’) en filtros de nailon y se ensayaron individualmente
contra cada uno de las 64 cepas diana (884.608 puntos). Se aislaron 2.100 clones que mostraron una
actividad contra al menos una diana (figura 3b) y el ORF que codifica la meganucleasa se amplificd por
PCR y se secuencid. Se identificaron 410 secuencias diferentes y un nimero similar de clones
correspondientes se seleccionaron para analisis adicional. La densidad de puntos se redujo a 4 puntos/cm’ y
cada clon se ensayd contra las 64 cepas informadoras por cuadruplicado, creando de este modo perfiles
completos (como en la figura 8 y 9a). Se pudieron confirmar 350 positivos. A continuacion, para evitar la
posibilidad de cepas que contuvieran mas de un clon, se amplificaron los ORF mutantes mediante PCR y
se reclonaron en el vector de levadura. Los plasmidos resultantes se transformaron individualmente de
nuevo en levadura. Se obtuvieron 294 de tales clones y se ensayaron a densidad baja (4 puntos/cm’). Se
observaron diferencias con la exploracidon primaria principalmente para sefiales débiles, apareciendo ahora
28 cortadores débiles como negativos. Solo un clon positivo presentd un patrén diferente del que se
observo en el perfil primario.

Ejemplo 2: variantes de meganucleasa I-Crel con diferentes perfiles de escision

Los clones validados del ejemplo 1 mostraron patrones muy diversos. Algunos de estos
nuevos perfiles compartian alguna similitud con el armazon inicial mientras que muchos otros eran
totalmente diferentes. Se muestran diversos ejemplos de perfiles, incluyendo I-Crel de tipo silvestre e I-
Crel N75 en las figuras 8 y 9a. Los resultados globales (sélo para las 292 variantes con especificidad
modificada) se resumen en la figura 7.

Las endonucleasas de movimiento dirigido pueden habitualmente alojar algo de
degeneracion en sus secuencias diana y uno de nuestros primeros hallazgos fue que la proteina I-Crel
original en si misma escinde 7 dianas diferentes en levadura. Muchos de nuestros mutantes siguieron esta
regla también, variando el numero de secuencias escindidas de 1 a 21 con una media de 5,0 secuencias
escindidas (desviacion tipica = 3,6). De manera interesante, en 50 mutantes (14%), la especificidad se
alterd de tal modo que escindian exactamente una diana. 37 (11%) escindian 2 dianas, 61 (17 %) escindian
3 dianas y 58 (17 %) escindian 4 dianas. Para 5 dianas y mas, los porcentajes eran menores del 10 %. En
total, los mutantes escindieron 38 dianas (Figura 10a). Es digno de atencién que la escisidn apenas se
observaba en dianas con una A en posicidon +3 y nunca con dianas con tgn y cgn en posicion £5, £4 y +3.

Estos resultados no limitan el &mbito de la invencion, puesto que la figura 7 s6lo muestra
resultados obtenidos con 292 variantes (291 de las 1.728 (6 12°) variantes de meganucleasa I-Crel

obtenibles en una biblioteca completa).
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Ejemplo 3: Nuevas meganucleasas pueden escindir nuevas dianas mientras que mantienen una alta
actividad y una especificidad estrecha
A) Material y métodos
a) Construccion de clones diana
Las 64 dianas palindromicas se clonaron pGEM-T Easy (PROMEGA), como se ha

descrito en el ejemplo 1. A continuacion, un fragmento de 400 pb de Pvull se escindio y clon6 en el vector
de mamifero pcDNA3.1-LACURAZ-AURA, descrito anteriormente (Epinat et al., citado anteriormente).
Las 75 secuencias diana hibridas se clonaron como sigue: se designaron oligonucledtidos que contenian
dos semisitios diferentes para cada palindromo mutante (PROLIGO).

b) Reclonacion de éxitos primarios

El marco abierto de lectura (ORF) de clones positivos identificados durante la exploracion
primaria en levadura se reclonaron en: (i) un vector de expresion gateway CHO pCDNAG6.2, siguiendo las
instrucciones del proveedor (INVITROGEN) y ii) un vector pET 24d(+) de NOVAGEN. Los clones
resultantes se verificaron mediante secuenciacion (MILLEGEN).

c¢) Ensayo de células de mamifero

La linea celular CHO-K1 de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (American Type
Culture Collection) (ATCC) se cultivo en medio F12K de Ham suplementado con suero bovino fetal al
10%. Para ensayos de hibridacion de cadena sencilla transitorios (SSA), se sembraron las células en placas
de doce pocillos a 13.10° células por pocillo un dia antes de la transfeccion. La co-transfeccion se llevé a
cabo el dia siguiente con 400 ng de ADN usando el kit de transfeccion EFFECTENE (QIAGEN). Se
usaron cantidades equimolares del plasmido diana LagoZ y plasmido de expresion. El dia siguiente, se
reemplazé el medio y las células se incubaron durante otras 72 horas. Las monocapas celulares CHO-K1 se
lavaron una vez con PBS. Las células se alisaron después con 150 ul de tampdn de lisis/revelado afiadido
para un ensayo liquido de B-galactosidasa (100 ml de tampon de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 150
mM, Triton X100 0,1 %, BSA 0,1 mg/ml, inhibidores de proteasa) y 900 ml de tampon de revelado (10 ml
de tampén Mg 100X (MgCl, 100 mM, (B-mercaptoetanol 35 %), 110 ml de ONPG (8 mg/ml) y 780 ml de
fosfato de sodio 0.1 M pH 7,5), 30 minutos en hielo. La actividad de Beta-galactosidasa se ensayo
mediante la medicién de la densidad optica a 415 nm. El proceso completo se realizé en una plataforma
automatizada Velocityll BioCel. La actividad de beta-galactosidasa se calcula como unidades relativas
normalizadas para concentracion de proteina, tiempo de incubacion y eficacia de transfeccion.

d) Expresion de purificacion de proteinas

Las proteinas marcadas con His se sobre-expresaron en células BL21 (DE3) pLysS de E.
coli usando vectores pET-24d(+) (NOVA-GEN). La induccién con IPTG (0,3 mM), se realizd a 25°C. Las
células se sometieron a ultrasonidos en una solucién de fosfato de sodio 50 mM (pH 8), cloruro de sodio
300 mM que contenia inhibidores de proteasa (Comprimidos completos sin EDTA, Roche) y glicerol al 5
% (v/v). Los lisados celulares se centrifugaron a 100.000 g durante 60 min. Las proteinas marcadas con
His se purificaron después por afinidad, usando columnas HP quelantes Hi-Trap de 5 ml (Amersham

Biosciences) cargadas con cobalto. Se recogieron varias fracciones durante la elucion con un gradiente
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lineal de imidazol (hasta imidazol 0,25 M, seguido de meseta de imidazol 0,5 M, NaCl 0,3 M y fosfato de
sodio 50 mM pH 8). Se aplicaron fracciones ricas en proteinas (determinadas por SDS-PAE) a la segunda
columna. Las muestras purificadas en bruto se tomaron a pH 6 y se aplicaron a una columna de HP de
Heparina HiTrap de 5Sml (Amersham Biosciences) equilibrada con fosfato de sodio 20 mM pH 6,0. Las
proteinas unidas se eluyen con un gradiente continuo de cloruro de sodio con fosfato de sodio 20 mM y
cloruro de sodio 1M. Las fracciones purificadas se sometieron a SDS-PAGE y se concentraron (Sistema
Amicon Ultra centriprep con punto de corte de 10 kDa), congelado en nitrégeno liquido y almacenado a
-80°C. Se desalaron las proteinas purificadas usando columnas PD10 (Sephadex G-25M, Amersham
Biosciences) en PBS o tampdn Tris-HCl 10 mM (pH 8).

¢) Ensayos de escision in vitro

Los plasmidos pGEM con sitios de corte diana de ADN de meganucleasas sencillos se
linealizaron primero con Xmnl. Los ensayos de escision se realizaron a 37°C en Tris-HCI 10 mM (pH 8),
NaCl 50 mM, MgCI2 10mM, DTT 1mM y BSA 50 pg/ml. Se usé 2 nM como concentracion de sustrato
diana. Se us6 un intervalo de dilucion entre 0 y 85 nM para cada proteina en volumen de reaccion final de
25 ml. Las reacciones se detuvieron después de 1 hora mediante la adicion de Syl de glicerol al 45%,
EDTA 95mM (pH 8), SDS 1,5 % (p/v), proteinasa K 1,5 mg/ml y azul de bromofenol al 0,048 % (p/v) (6X
tampon de parada) y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Los productos de digestion se analizaron en
gel de electroforesis de agarosa y se cuantificaron los fragmentos después de tincién con bromuro de
etidio, para calcular el porcentaje de escision.
B) Resultados

Se seleccionaron ocho mutantes representativos (que pertenecen a 6 grupos diferentes,
véase abajo) para una caracterizacion adicional (Figura 9). Primero, los datos en la levadura se confirmaron
en las células de mamifero, mediante el uso de un ensayo basado en la co-transfeccion transitoria de un
vector que expresa meganucleasa y un vector diana, como se ha descrito en un informe anterior. Los 8
ORF mutantes y las 64 dianas se clonaron en vectores apropiados y se us6é un protocolo basado en
microtitulos asistido por robot para co-transfectar en células CHO cada variante seleccionada con cada uno
de los 64 plasmidos informadores diferentes. La recombinacidon inducida por meganucleasa se midid
mediante un ensayo de ONPG cuantitativo convencional que controla la restauracion de un gen funcional
de B-galactosidasa. Se descubrid que los perfiles eran reproducibles cualitativa y cuantitativamente en
cinco experimentos independientes. Como se muestra en la figura 9a casi siempre se observaron sefiales
fuertes y medias tanto con células de levadura como CHO (con la excepcion de ADK), validandose de este
modo la relevancia del proceso HTS de levadura. Sin embargo, no se detectaron con frecuencia sefiales
observadas débiles en levadura en las células CHO, probablemente debido a una diferencia en el nivel de
deteccion (véase QRR y dianas gtg, gct, y ttc). También se produjeron cuatro mutantes en E. Coli y se
purificaron mediante cromatografia de afinidad metdlica. Se determindé que sus eficacias de escision
relativas in vitro contra el sitio de tipo silvestre y sus sitios afines. El alcance de la escision en condiciones
convencionales se evalud a través de un amplio intervalo de concentraciones para los mutantes (Figura 9b).

De forma similar, se analiz6 la actividad de I-Crel wt en estas dianas. En muchos casos, no se pudo
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alcanzar un 100% de escision del sustrato, reflejando probablemente el hecho de que estas proteinas
pueden tener una renovacion baja o nula (Perrin et al, EMBO ., 1993, 12, 2939-2947; Wang et al.,
Nucleic Acids Res., 1997, 25, 3767-3776). En general, el ensayo in vitro confirmo los datos obtenidos en
levadura y células CHO, pero sorprendentemente, la diana gtt se escindio eficazmente por I-Crel.

Los cambios de especificidad fueron obvios a partir de los perfiles obtenidos en levadura y
CHO: la diana gtc favorita de [-Crel no se escindio o se escindié escasamente, mientras que se observaron
sefiales con nuevas dianas. Este cambio de especificidad se confirmo para QAN, DRK, RAT y KTG
mediante analisis in vifro, como se muestra en la figura 9b. Ademas, estos cuatro mutantes, que presentan
diversos niveles de actividad en levadura y CHO (Figura 9a) mostraron que escindian el 17-60% de su
diana favorita in vitro (Figura 9), con cinética similar a I-Crel (la mitad de la escision maxima mediante
13-25 nM). Asi pues, la actividad se conservo mayoritariamente mediante ingenieria genética. Tercero, el
niamero de dianas escindidas vari6 entre los mutantes: cortadores fuertes tales como QRR, QAN, ARL y
KTG tienen un espectro de escision en el intervalo de lo que se observa con I-Crel (5-8 sefiales detectables
en levadura, 3-6 en CHO). La especificidad es mas dificil de comparar con mutantes que escinden
débilmente. Por ejemplo, una sefial unica débil se observa con DRK pero podria representar la Uinica sefial
detectable que resulta de la atenuacidon de un patrén mas complejo. Sin embargo, el comportamiento de las
variantes que escinden fuertemente muestra que el desarrollo por ingenieria genética conserva una
especificidad muy estrecha.

Ejemplo 4: La agrupacion jerarquica define siete familias de variantes de I-Crel.
A) Material y métodos.

La agrupacion se realizé usando hclust del paquete R. Usamos datos cuantitativos de la
exploraciéon primaria de baja densidad. Tanto las variantes como las dianas se agruparon usando
agrupacion jerarquica convencional con distancia Euclidea y método de Ward (Ward, J.H., American Stat.
Assoc., 1963, 58, 236-244). Los dendrogramas de mutantes y dianas se reordenaron para optimizar las
posiciones de los grupos y el dendrograma mutante se corto a la altura 8 para definir el grupo.

B) Resultados

A continuacidn, la agrupacion jerdrquica se uso para determinar si las familias podian
identificarse entre los numerosos y diversos patrones de escision de las variantes. Puesto que la
exploracién primaria y secundaria dio resultados concluyentes, se usaron datos cuantitativos del primer
ciclo de exploracion de baja densidad de levadura para el andlisis, para permitir un mayor tamafio de
muestra. Tanto las variantes como las dianas se agruparon usando la agrupacion jerarquica convencional
con distancia Euclidea y método de Ward (Ward, J.H., citado anteriormente) y se definieron siete grupos
(Figura 10b). Se muestra el andlisis detallado para los 3 (Figura 10c) y los resultados se resumen en la
Tabla I.
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Tabla I: Anélisis de grupos

2

grupo ejemplos Tres dianas preferidas Nucledtido en aminoacidos preferidos
(Fig. 3a) 1 posicion 4 (%)’
secuencia % escision 44 68 70
1 QAN gtt 46,2 g 0,5 Q
gtc 18,3 2,0  80,5%
77 proteinas gtg 13,6 t 82,4 (62/77)
>=178,1 c 15,1
2 QRR gtt 13,4 g 0 Q R
gtc 11,8 a 4,9  100,0% 100,0%
8 proteinas tet 11,4 t 56,9 (8/8) (8/8)
>=36,6 c 38,2
3 ARL gat 27,9 g 24 A R
tat 23,2 a 88,9 63,0% 33,8%
65 proteinas gag 15,7 t 5,7  (41/65) (22/65)
>= 66,8 c 3,0
4 AGR gac 22,7 g 0,3 A&N R R
51,6% &
tac 14,5 a 91,9 35,4% 48,4%  67,7%
31 proteinas gat 13,4 t 6,6 (16&11/31) 15/31  21/31
E=50,6 c 1,2
5 ADK gat 29,21 g 1,6
DRK tat 15,4 a 73,8
81 proteinas gac 11,4 t 13,4
E=56.059 ¢ 11,2
6 KTG cct 30,1 g 0 K
RAT tct 19,6 a 4,0 62,7%
51 proteinas tce 13,9 t 6,3 (32/51)
= 63,6 c 89,7
7 cct 20,8 g 0 K
tct 19,6 a 0,2 91,9%
37 proteinas tce 15,3 t 14,4 (34/37)
>=55,7 c 85,4

'frecuencias de acuerdo con el indice de escision, como se ha descrito en la figura 10c

*en cada posicion, se indican los restos presentes en mas de un tercio de los grupos.
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Para cada grupo, se puede identificar un conjunto de dianas preferidas en base a la
frecuencia e intensidad de la sefial (Figura 10c). Las tres dianas preferidas para cada grupo se indican en la
Tabla 1, con sus frecuencias de escision. La suma de estas frecuencias es una medida de la especificidad
del grupo. Por ejemplo, en el grupo 1, las tres dianas preferidas (gtt/c/g), representan el 78,1% de la
escision observada, con un 46,2% solo para gtt lo que revela una especificidad muy estrecha. De hecho,
este grupo incluye varias proteinas que, como QAN, que escinde principalmente gtt (Figura 9a). Por el
contrario, las tres dianas preferidas del grupo 2 representan solo el 36,6% de todas las sefiales observadas.
De acuerdo con los patrones relativamente amplios y diversos observados en este grupo, QRR escinde 5
dianas (figura 9a), mientras que la actividad de otros miembros del grupo no esta restringida a estas cinco
dianas.

El analisis de los restos encontrados en cada grupo mostrd fuertes sesgos para la posicion
44: Q esta abundantemente representada en los grupos 1 y 2, mientras que A y N son mas frecuentes en los
grupos 3 y 4 y K en los grupos 6 y 7. Mientras tanto, estos sesgos se correlacionan con fuertes preferencias
de bases para las posiciones de ADN +4, con una gran mayoria de pares de bases t:a en los grupos 1 y 2, a:t
en los grupos 3,4 y 5y t:g en los grupos 6 y 7 (véase tabla 1). La estructura de I-Crel unida a su diana
muestra que el resto Q44 interactua con la cadena inferior en la posicion -4 (y la cadena superior de la
posicion +4, véase figura 1b y Ic). Estos resultados sugieren que esta interaccion estd ampliamente
conservada en nuestros mutantes y revela un "codigo", en el que Q44 estableceria contacto con adenina,
A44 (o menos frecuentemente N44) con timina y K44 con guanina. Dicha correlacion no se observd para
las posiciones 68 y 70.

Ejemplo 5: las variantes pueden ensamblarse en heterodimeros funcionales para escindir nuevas
secuencias diana de ADN
A) Material y Métodos

Las 75 secuencias diana hibridas se clonaron como sigue: los oligonucledtidos se
disefiaron para contener dos semisitios diferentes de cada palindromo mutante (PROLIGO). Se clon¢ el
ADN diana bicatenario, generado por amplificacion de PCR de los oligonucle6tidos monocatenarios,
usando el protocolo Gateway (INVITROGEN) en vectores informadores de levadura y mamifero. Los
vectores informadores de levadura se transformaron en la cepa FYBL2-7B de S. cerevisiae (MATo,
ura3A851, trplA63, leu2Al, lys2A202).

B) Resultados

Las variantes son homodimeros capaces de escindir sitios palindrémicos. Para ensayar si la
lista de dianas escindibles puede extenderse mediante la creacion de heterodimeros que escindirian sitios
de escision hibridos (como se describe en la figura 11), se seleccioné un subconjunto de variantes de I-Crel
con perfiles definidos y se clond en dos vectores diferentes de levadura marcados con genes LEU2 o KAN.
Las combinaciones de mutantes que tienen mutaciones en las posiciones 44, 68 y/o 70 y N en la posicidon
75, se co-expresaron después en levadura con un conjunto de dianas de ADN quiméricas, palindromicas y
no palindromicas. Se muestra un ejemplo en la figura 12: la co-expresion de los mutantes K44, T68, G70,
N75 (KTG) y Q44, A68, N70, N75 (QAN) dio como resultado la escision de dos dianas quiméricas gtt/gcc
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y gtt/cct, que no se escindian por ninguno de los mutantes por si mismos. Las dianas gtt, cct y gcc
palindromicas (y otras dianas de KTG y QAN) también se escindieron, probablemente como resultado de
la formacion de especies homodiméricas pero las dianas no relacionadas no se escindieron. Ademas, un
semisitio gtt, cct o gcc no era suficiente para permitir la escision, puesto que dichas dianas eran
completamente resistentes (véase ggg/gec, gat/gee, gec/tac y muchos otros, en la Figura 12). La escision
inesperada se observo solamente con gtc/cct y gtt/gtc, con homodimeros KTG y QAN, respectivamente,
pero la sefial permanecidé muy débil. Asi pues, la escision eficaz requiere la unidon cooperativa de dos
mondmeros mutantes. Estos resultados demuestran un buen nivel de especificidad para las especies
heterodiméricas.

En total, un total de 112 combinaciones de 14 proteinas diferentes se ensayaron en
levadura y el 37,5% de las combinaciones (42/112) reveld una sefial positiva en su diana quimérica
predicha. Los datos cuantitativos se muestran para seis ejemplos en la figura 13a y para las mismas seis
combinaciones los resultados se confirmaron en células CHO en experimentos de co-transfeccion
transitoria, con un subconjunto de dianas relevantes (Figura 13 b) Como regla general, los heterodimeros
funcionales se obtuvieron siempre cuando una de las dos proteinas expresadas daba una sefial fuerte como
homodimero. Por ejemplo DRN y RRN, dos mutantes de actividad baja, dieron heterodimeros funcionales
con cortadores fuertes tales como KTG o QRR (Figura 13a y 113b) mientras que no se pudo detectar
escision de dianas quiméricas mediante la co-expresion de los mismos mutantes débiles.

Ejemplo 6: Escision de una diana de ADN natural mediante heterodimero ensamblado
A) Materiales y Métodos

a) Examen gendmico

Una diana natural potencialmente escindida por una variante de I-Crel, se identifico
mediante exploracion de las bases de datos publicas para secuencias genomicas que coinciden con el
patrén caaaacnnnnnnnnnngttttg, en el que nes a, t, ¢, o g (SEC ID N° 78). La secuencia de ADN diana
natural caaaactatgtagagggtttte (SEC ID N°: 75) se identificd en el cromosoma 17 de raton.

Esta secuencia de ADN se escinde potencialmente por una combinacion de dos variantes
de I-Crel que escinde las secuencias tcaaaactatgtgaatagttttga (SEC ID N°: 76) y tcaaaaccctgtgaagggttttga
(SEC ID N°: 77), respectivamente.

b) Aislamiento de variantes de meganucleasa

Las variantes se seleccionaron del ensayo de recombinacidon inducido por escisién en
levadura, como se ha descrito en el ejemplo 1, usando la secuencia tcaaaactatgtgaatagttttga (SEC ID N°:
76) o la secuencia tcaaaaccctgtgaagggttttga (SEC ID N°: 77) como dianas.

¢) Construccion del pldsmido diana

Se disefiaron Oligonucledtidos que contenian dos semisitios diferentes de cada palindromo
mutante (PROLIGO). El ADN diana bicatenario, generado por amplificacion por PCR de los
oligonucleotidos monocatenarios, se cloné usando el protocolo Gateway (INVITROGEN) en el vector
informador de mamiferos pcDNA3.1-LACURAZ-AURA, descrito anteriormente (Epinat et al., citado

anteriormente), para generar el plasmido diana LagoZ.
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d) Construccién del vector de expresion de meganucleasa

Los marcos abiertos de lectura (ORF) de los clones identificados durante la exploracion en
levadura se amplificaron mediante PCR en una colonia de levaduras y se clonaron individualmente en el
vector de expresion de CHO pCDNAG6.2 (INVITROGEN), como se ha descrito en el ejemplo 1. Las
variantes de I-Crel se expresaron bajo el control de un promotor CMV.,

¢) Ensayo de células de mamifero

La linea celular CHO-K1 se co-transfecto transitoriamente con cantidades equimolares del
plasmido diana LagoZ y los plasmidos de expresion y se midio la actividad beta galactosidasa como se ha
descrito en los ejemplos 3y 5.

B) Resultados

Una diana de ADN natural, escindida potencialmente por variantes de I-Crel se identifico
mediante la realizacion de un examen genomico de secuencias que coinciden con el patrén
caaaacnnnnnnnnnngtritg (SEC ID N°: 78). Una secuencia de ADN seleccionada aleatoriamente (SEC ID
N°: 78) identificada en el cromosoma 17 del raton se clond en un plasmido informador. Esta diana de ADN
se escindia potencialmente por una combinacion de variantes de I -Crel A44,R68,S70,N75 (ARS) y
K44,R68,E70,N75 (KRE).

La co-expresion de estas dos variantes en células CHO conduce a la formacion de proteina
heterodimérica funcional como se muestra en la figura 14. Es mas, cuando las variantes de I-Crel se
expresaron individualmente, virtualmente no se pudo detectar ninguna actividad de escision en la diana de
ADN de raton aunque la proteina KRE mostrd una actividad residual. Por el contrario, cuando estas dos
variantes se co-expresaron junto con el plasmido que porta la diana potencial, se pudo medir una actividad
de la galactosidasa fuerte. Todos estos datos juntos revelaron que se produjo heterodimerizacion en las
células CHO y que los heterodimeros eran funcionales.

Estos datos demuestran que las proteinas heterodiméricas creadas mediante el ensamblaje
de variantes homodiméricas, extiende la lista de secuencias diana de ADN de origen natural a todas las
dianas escindibles hibridas potenciales que resultan de todas las posibles combinaciones de las variantes.

Ademas, estos datos demostraron que es posible predecir las secuencias de ADN que
pueden escindirse por una combinacion de variantes conociendo su diana individual de ADN de
homodimero. Ademas, los nucleotidos de las posiciones 1y 2 (y -1y -2) de la diana pueden ser diferentes
de gtac, lo que indica que juegan un papel pequefio en la interaccion ADN/proteina.
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50 55

gtt g?t tac gta cgt gat cgc g?a
val Gly Tyr val Arg ?gp Arg Gly
65

gaa atc aag ccg Cctg cac aac ttc
Glu Ile Lys Pro Leu His Asn Phe
85
aaa ctg aaa cag aaa cag gca aac
Lys Leu Lys GIn Lys GIn Ala Asn
100
Ctg CCg tCt gca aaa gaa tcc CcCg
iLeu Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro
115 120

tgg gtg gat cag att gca gct ctg

Trp Val Asp GIn Ile Ala Ala Leu
130 135

act tct gaa acc gtt cgt gct gt

Thr ser Glu Thr val Arg Ala va

145 15

aaa tcc tcc ccg geg gec gac

Lys Ser Ser Pro Ala Ala Asp
165

<210>70
<211>167
<212>PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Proteina de armazon I-Crel N75

<400> 70

ES 2347 684 T3

gag
Glu

atc
Ile
25

agc
Ser

gac
Asp

tcc
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu
105

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

ttc
Phe
10

gct
Ala

ttg
Leu

aaa
Lys

gtt
val

act
Thr
20

gtt
val

aaa
Lys

gat
Asp

gac
Asp

56

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

cta
Leu

tcc
Ser
75

caa
Gln

ctg
Leu

ttc
Phe

tct
Ser

agc
Ser
155

ctg
Leu

att
Ile

Tttt
Phe

gt
va
60

aac
ASn

ctg
Leu

aaa
Lys

ctg
Leu

aag
Lys
140

ctg
Leu

tac
Tyr

aaa
Lys

cag
Gln
45

gat
Asp

tac
Tyr

cag
Gln

att
Ile

gaa
Glu
125

acg
Thr

agc
ser

ctg
Leu

cca
Pro
30

gt
va

aa
g1u

atc
Ile

ccg
Pro

atc
Ile
110

gtt
val

cgt
Arg

qcc
Ala
15

daac
Asn

act
Thr

att
Ile

tta
Leu

Tttt
Phe

95

gaa
Glu

tgt
Cys

aaa
LySs

aag
Lys

oty

cag
Gln

Cad
Gln

ety

agc
ser
80

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

acc
Thr

aag
Lys
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

501
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Met Ala Asn Thr Lys Tyr Asn Lys
5

Phe val Asp géy Asp Gly Ser Ile

Ser Tyr Lys Phe Lys His GlIn Leu

Lys Thr GIn Arg Arg Trp Phe Leu
50 55

val Gly Tyr val Arg Asp Arg Gly
65 70

Glu Ile LysS Pro Leu His Asn Phe
85

Lys Leu Lys Gln Lys GIn Ala Asn
100

Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro
115 120

Trp val Asp GIn Ile Ala Ala Leu
130 135

Thr ser Glu Thr val Arg Ala val
145 150

Lys Ser Ser Pro Ala Ala Asp
165

<210>71
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sitio de movimiento dirigido I-Crel

<400> 71
caaaacgtcg tgagacagtt tg 22

<210>72
<211>49
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

Glu

Ile

ser

Asp

ser

Leu

Leu

105

AsSp

AsSn

Leu

Phe

10

Ala

teu

Lys

val

Thr

90

val

Lys

Asp

Asp

57

Leu

Gln

Thr

Leu

ser

75

Gln

Leu

Phe

Ser

Leu

Ile

Phe

val

60

ASn

Leu

Lys

Leu

Lys

140

ser
155

Leu

Tyr

Lys

GlIn

45

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

125

Thr

Ser

Leu

Pro

30

val

Glu

Ile

Pro

Ile

110

val

Arg

Glu

Ala

15

AsSn

Thr

Ile

Leu

Phe

95

Glu

Cys

Lys

Lys

Gly

Gln

Gly

ser

80

Leu

GIn

Thr

Thr

Lys
160
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<220>

<223> oligonucleotido

<220>
<221> misc_feature
<222>(20)..(22)

<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc_feature
<222>(27)..(29)

<223>nesa,c,got

<400> 72

ggcatacaag tttcaaaacn nngtacnnng tittgacaat cgtctgtca

<210>73
<211>77
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 73

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgaaggagat agaaccatgg ccaataccaa

atataacaaa gagttcc

<210> 74
<211> 64
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 74

58

49
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ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtt tagtcggccg ccggggagga tttcttcttce

tcge

<210>75
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 75
caaaactatg tagagggttt tg 22

<210>76
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 76
tcaaaactat gtgaatagtt ttga 24

<210>77
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 77
tcaaaaccct gtgaaggatt tiga 24

<210>78
<211>22
<212> ADN

ES 2347 684 T3

59

60
64
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<220>
<221> misc_feature
<222>(7)..(16)

<223>nesa,c,got

<400> 78
caaaacnnnn nnnnnngttt tg 22

<210>79
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 79
tcaaaacgtt gtacaacgtt ttga 24

<210> 80
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleotido

<400> 80
tcaaaacgtt gtacagggtt ttga 24

<210> 81
<211>163
<212>PRT
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<213> chlamydomonas reinhardtii

<400> 81
Tet Asn Thr Lys Tyr Asn Lys Glu Phe Lau Leu Tyr Leu Ala Gly Phe
S 1 15

val Asp Gly Asp Gly Ser Ile Ile Ala Gln Ile Lys Pro Asn GIn Ser
20 25 30

Tyr Lys Phe Lys His GIn Leu Ser Leu Thr Phe GIn val Thr GIn Lys
35 40 45

Thr GIn Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu val Asp Glu Ile Gly val
50 55 60

Gly Tyr val Arg Asp Arg Gly Ser val Ser Asp Tyr Ile Leu Ser Glu
65 70 75 80

Ile Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr GIn Leu GIn Pro Phe Leu Lys
85 90 95

Leu Lys GIn Lys GIn Ala Asn Leu val Leu Lys Ile Ile Glu GIn Leu
100 105 110

Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu val Cys Thr Trp
115 120 125

val Asp GIn ITe Ala Ala Leu Asn Asp Ser LyS Thr Arg Lys Thr Thr
130 135 140

Ser Glu Thr val Arg Ala val Leu Asp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys
145 150 155 160

Ser Ser Pro
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REIVINDICACIONES

1. Método de preparacion de una variante de meganucleasa [-Crel que tiene una
especificidad de escision modificada, comprendiendo dicho método:
(a) reemplazar los aminoacidos Q44, R68 y/o R70, en referencia al codigo de acceso pdb
de I-Crel 1g9y, con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en A, D, E, G, H,
K,N,P,Q,R,S, TeY;
(b) seleccionar las variantes de meganucleasa I-Crel obtenidas en el paso (a) que tienen al
menos uno de los siguientes perfiles de escision de tripletes R; en referencia a las
posiciones -5 a -3 en una diana de ADN bicatenario, correspondiendo dichas posiciones -5
a -3 a R; de la siguiente formula I:
5’- RiICAAARLR;RRR’ R TTTGR, -3,
en la que:
R, estd ausente o presente; y cuando esta presente representa un fragmento de acido nucleico que
comprende de 1 a 9 nucledtidos que corresponden a una secuencia de acido nucleico aleatoria o a un
fragmento del sitio de movimiento dirigido de meganucleasas I-Crel situado desde la posicion -20 a -12
(de 5* a 3”), correspondiendo R; al menos a la posicion -12 de dicho sitio de movimiento dirigido,
R, representa el doblete de acido nucleico ac o ct y corresponde a las posiciones -7 a -6 de dicho sitio de
movimiento dirigido,
R; representa un triplete de acido nucleico que corresponde a dichas posiciones -5 a -3, seleccionadas de
entre g, t, ¢ y a, excepto los siguientes tripletes: gtc, gce, gtg, gtt y get,
R4 representa el doblete de acido nucleico gt o tc y corresponde a las posiciones -2 a -1 de dicho sitio de
movimiento dirigido,
R’, esta ausente o presente; y cuando esta presente representa un fragmento de acido nucleico que
comprende de 1 a 9 nucledtidos que corresponden a una secuencia de acido nucleico aleatoria o a un
fragmento de un sitio de movimiento dirigido de meganucleasa I-Crel situado desde la posicion +12 a +20
(de 5* a 3”), correspondiendo R’; al menos a la posicion +12 de dicho sitio de movimiento dirigido,
R’; representa el doblete de acido nucleico ag o gt y corresponde a las posiciones +6 a +7 de dicho sitio de
movimiento dirigido,
R’; representa un triplete de acido nucleico que corresponde a dichas posiciones +3 a +5, seleccionadas de
entre g, t, ¢ y a; siendo R’; diferente de gac, ggc, cac, aac y agc, cuando R; y R’; no son palindromicos,
R’ representa el doblete de acido nucleico ga o ac y corresponde a las posiciones +1 a +2 de dicho sitio de

movimiento dirigido.

2. Método de acuerdo con la reivindicacidon 1, caracterizado por que dicho triplete R; de
acido nucleico se selecciona preferiblemente de entre los siguientes tripletes: ggg., gga, ggt, ggc, gag, gaa,

gat, gac, gta, gcg, gca, tgg, tga, tgt, tge, tag, taa, tat, tac, ttg, tta, ttt, ttc, tcg, tca, tct, tcc, agg, aga, agt, agc,
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aag, aaa, aat, aac, atg, ata, att, atc, acg, aca, act, acc, cgg, cga, cgt, cgc, cag, caa, cat, cac, ctg, cta, ctt, ctc,
ccg, cca, cct 'y ccc 'y mas preferiblemente de entre los siguientes tripletes: ggg., ggt, ggc, gag, gat, gac, gta,
gcg, gca, tag, taa, tat, tac, ttg, ttt, ttc, tcg, tct, tcc, agg, aag, aat, aac, att, atc, act, acc, cag, cat, cac, ctt, ctc,

ccg, ccty ccc.

3. M¢étodo de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, caracterizado por que la variante
de meganucleasa [-Crel obtenida en el paso (b) se selecciona del grupo que consiste en::

A44/A68/A70,
A44/A68/G70,A44/A68/H70,A44/A68/K70,A44/A68/N70,A44/A68/Q70,A44/G68/H70,A44/H68/H70,A4
4/K68/A70,A44/K68/570,A44/N68/N70,A44/Q68/G70,A44/R68/E70,A44/R68/S70,A44/S68/R70,A44/T6
8/N70,D44/R68/A70,E44/H68/H70,G44/H68/K70,H44/A68/S70,H44/R68/R70,H44/T68/T70,K44/A68/Q
70,K44/E68/S70,K44/H68/E70,K44/K68/H70,K44/N68/N70,K44/Q68/E70,K44/R68/H70,K44/S68/H70,
K44/T68/G70,N44/A68/R70,N44/N68/R70,N44/R68/G70,N44/S68/G70,N44/T68/R70,Q44/G68/K70,A44
/A68/R70,A44/G68/K70,A44/H68/K70,A44/K68/G70,A44/K68/T70,A44/N68/Q70,A44/Q68/H70,A44/R
68/G70,A44/R68/T70,A44/S68/S70,A44/T68/Q70,D44/R68/K70,E44/R68/A70,G44/Q68/H70,H44/A68/T
70H44/R68/S70,K44/A68/A70,K44/A68/S70,K44/G68/A70,K44/H68/G70,K44/K68/T70,K44/N68/Q70;
K44/Q68/S70,K44/R68/N70,K44/S68/N70,K44/T68/H70,N44/H68/N70,N44/P68/D70,N44/R68/H70,N44
/S68/H70,N44/T68/S70,Q44/G68/R70,A44/A68/S70, A44/G68/N70, A44/H68/N70, A44/K68/H70,
A44/N68/AT0, A44/N68/R70, A44/Q68/NT70, A44/R68/H70, A44/S68/AT70, Ad4/S68/T70, Ad4/T68/R70,
D44/R68/N70, E44/R68/H70, G44/R68/Q70, H44/R68/A70, H44/R68/T70, K44/A68/D70, K44/A68/T70,
K44/G68/G70, K44/H68/N70, K44/N68/A70, K44/N68/S70, K44/Q68/T70, K44/R68/Q70, K44/S68/S70,
K44/T68/N70, N44/H68/R70, N44/Q68/H70, N44/R68/K70, N44/S68/K70, P44/N68/D70,
Q44/K68/G70,A44/A68/T70, A44/G68/P70, A44/H68/Q70, A44/K68/K70, A44/N68/ET0, A44/N68/S70,
A44/Q68/R70, A44/R68/K70, A44/S68/G70, A44/T68/AT70, A44/T68/S70, D44/R68/Q70, E44/R68/N70,
G44/R68/R70, H44/R68/D70, H44/S68/G70, K44/A68/E70, K44/D68/A70, K44/G68/N70, K44/H68/S70,
K44/N68/D70, K44/N68/T70, K44/R68/A70, K44/R68/S70, K44/S68/T70, K44/T68/Q70, N44/K68/G70,
N44/Q68/R70, N44/R68/N70, N44/S68/R70, P44/T68/T70,A44/D68/H70, A44/G68/R70, A44/H68/R70,
A44/K68/N70, A44/N68/G70, A44/N68/T70, A44/Q68/S70, A44/R68/L70, A44/S68/K70, A44/T68/G70,
A44/T68/T70, D44/R68/R70, E44/R68/S70, G44/T68/D70, H44/R68/E70, H44/S68/S70, K44/A68/G70,
K44/D68/T70, K44/G68/S70, K44/H68/T70, K44/N68/E70, K44/P68/H70, K44/R68/D70, K44/R68/T70,
K44/T68/A70, K44/T68/S70, N44/K68/H70, N44/R68/A70, N44/R68/R70, N44/T68/H70,
Q44/A68/A70,Q44/N68/A70, Q44/N68/H70,A44/D68/K70, A44/H68/A70, A44/H68/S70, A44/K68/Q70,
A44/N68/H70, A44/Q68/A70, A44/R68/AT0, A44/R68/N70, A44/S68/N70, A44/T68/H70, D44/D68/HT0,
D44/R68/S70, E44/R68/T70, G44/T68/P70, H44/R68/G70, H44/S68/T70, K44/A68/H70, K44/E68/G70,
K44/G68/T70, K44/K68/A70, K44/N68/G70, K44/Q68/A70, K44/R68/E70, K44/S68/A70, K44/T68/D70,
K44/T68/T70, N44/K68/R70, N44/R68/D70, N44/R68/S70, N44/T68/K70, Q44/A68/H70,
Q44/N68/S70,A44/D68/R70, A44/H68/G70, A44/H68/T70, A44/K68/R70, A44/N68/K70, A44/Q68/D70,
A44/R68/D70, A44/R68/R70, A44/S68/Q70, A44/T68/K70, D44/N68/S70, D44/R68/T70, E44/S68/T70,
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G44/T68/R70, H44/R68/N70, H44/T68/S70, K44/A68/N70, K44/E68/N70, K44/H68/D70, K44/K68/D70,
K44/N68/H70, K44/Q68/D70, K44/R68/G70, K44/S68/D70, K44/T68/E70, N44/A68/H70, N44/K68/S70,
N44/R68/E70, N44/R68/T70, N44/T68/Q70, Q44/A68/R70, Q44/P68/P70,Q44/Q68/G70, Q44/R68/Q70,
Q44/T68/H70, R44/N68/T70, R44/R68/S70, S44/H68/R70, T44/H68/R70, T44/R68/D70,Q44/R68/A70,
Q44/R68/S70,  Q44/T68/R70,  R44/R68/A70,  R44/R68/T70,  S44/R68/G70,  T44/K68/R70,
T44/R68/E70,Q44/R68/D70, Q44/S68/H70, R44/A68/G70, R44/R68/D70, R44/S68/G70, S44/R68/N70,
T44/N68/P70, T44/R68/G70,Q44/R68/E70, Q44/S68/R70, R44/A68/T70, R44/R68/E70, R44/S68/N70,
S44/R68/R70, T44/N68/R70, T44/R68/H70,Q44/R68/G70, Q44/S68/S70, R44/G68/T70, R44/R68/G70,
R44/S68/S70, S44/R68/S70, T44/Q68/K70, T44/R68/K70,Q44/R68/H70, Q44/T68/A70, R44/H68/D70,
R44/R68/N70, R44/S68/T70, T44/A68/K70, T44/Q68/R70, T44/R68/N70,Q44/R68/N70, Q44/T68/G70,
R44/H68/T70, R44/R68/Q70, S44/D68/K70, T44/A68/R70, T44/R68/A70, T44/R68/Q70,T44/R68/R70,
T44/R68/S70, T44/R68/T70, T44/S68/K70, T44/S68/R70, T44/T68/K70, y T44/T68/R70.

4. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por
que la etapa (b) de seleccion de dicha variante de meganucleasa I-Crel se realiza in vivo en células de

levadura.

5. Uso de una variante de meganucleasa I-Crel, obtenible por el método de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, in vitro o in vivo para propdsitos no terapéuticos, para la escision
de una diana de 4cido nucleico bicatenaria que comprende al menos una secuencia parcialmente
palindrémica de 20-24 pb, en la que al menos la secuencia en las posiciones +/- 8 a 11 es palindromica y el
triplete de nucledtidos en las posiciones -5 a -3 y/o el triplete de nucledtidos de las posiciones +3 a +5

difiere de gtc, gcc, gtg, gtt y gct y de gac, gge, cac, aac y agc, respectivamente.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que dicha variante de
meganucleasa [-Crel se selecciona del grupo que consiste en A44/A68/A70, A44/A68/G70, A44/A68/H70,
A44/A68/K70, A44/A68/N70, A44/A68/Q70, A44/A68/R70, A44/A68/S70, A44/A68/T70, A44/D68/HT0,
A44/D68/K70, A44/D68/R70, A44/G68/H70, A44/G68/KT70, A44/G68/NT70, A44/G68/P70, A44/G68/R70,
A44/H68/A70, A44/H68/G70, A44/H68/HT0, A44/H68/K70, A44/H68/N70, A44/H68/Q70,
A44/H68/R70, A44/H68/S70, A44/H6870, A44/K68/A70, A44/K68/G70, A44/K68/H70, A44/K68/K70,
A44/K68/N70, A44/K68/Q70, A44/K68/R70,
A44/K68/S70,A44/K68/T70,A44/N68/A70,A44/N68/K70,A44/Q68/D70,A44/R68/D70,A44/R68/R70,A4
4/S68/Q70,A44/T68/K70,D44/N68/S70,D44/R68/T70,A44/N68/E70,A44/N68/S70,A44/Q68/R70,A44/R6
8/K70,A44/568/G70,A44/T68/A70,A44/T68/S70,D44/R68/Q70,E44/R68/N70,G44/R68/R70,H44/R8/D70
,H44/S68/G70,K44/A68/E70,K44/D68/A70,K44/G68/N70,K44/H68/S70,K44/N68/D70,K44/N68/T70,K4
4/R68/A70,K44/R68/S70,K44/S68/T70,K44/T68/Q70,N44/K68/G70,N44/Q68/R70,N44/R68/N70,N44/S6
8/R70,P44/T68/T70,Q44/N68/A70,Q44/R68/E70,Q44/S68/R70,R44/A68/T70,R44/R68/E70,R44/S68/N70
,A44/N68/G70,A44/N68/T70,A44/Q68/S70,A44/R68/1L.70,A44/S68/K70,A44/T68/G70,A44/T68/T70,D44
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/R68/R70,E44/R68/S70,G44/T68/D70,H44/R68/E70,H44/S68/S70,K44/A68/G70,K44/D68/T70,K44/G68/
S70,K44/H68/T70,K44/N68/E70,K44/P68/H70,K44/R68/D70,K44/R68/T70,K44/T68/A70,K44/T68/S70,
N44/K68/H70,N44/R68/A70,N44/R68/R70,N44/T68/H70,A44/N68/H70, A44/Q68/A70, A44/R68/A70,
A44/R68/N70, A44/S68/N70, A44/T68/H70, D44/D68/H70, D44/R68/S70, E44/R68/T70, G44/T68/P70,
H44/R68/G70, H44/S68/T70, K44/A68/H70, K44/E68/G70, K44/G68/T70, K44/K68/A70, K44/N68/G70,
K44/Q68/A70, K44/R68/E70, K44/S68/A70, K44/T68/D70, K44/T68/T70, N44/K68/R70, N44/R68/D70,
N44/R68/S70, N44/T68/K70,A44/N68/Q70, A44/Q68/H70, A44/R68/G70, A44/R68/T70, A44/S68/S70,
A44/T68/Q70, D44/R68/K70, E44/R68/A70,Q44/A68/A70, Q44/A68/H70,Q44/N68/H70,
Q44/N68/S70,Q44/R68/G70,Q44/568/S70,R44/G68/T70,R44/R68/G70,R44/S68/S70,A44/N68/N70,A44/
Q68/G70,A44/R68/E70,A44/R68/S70,A44/S68/R70,A44/T68/N70,D44/R68/A70,E44/H68/H70,E44/568/
T70, G44/H68/K70, G44/Q68/H70,G44/T68/R70, H44/A68/S70, H44/A68/T70,H44/R68/N70,
H44/R68/R70, H44/R68/S70,H44/T68/S70, H44/T68/T70, K44/A68/A70,K44/A68/N70, K44/A68/Q70,
K44/A68/S70,K44/E68/N70, K44/E68/S70, K44/G68/A70,K44/H68/D70, K44/H68/E70,
K44/H68/G70,K44/K68/D70, K44/K68/H70, K44/K68/T70,K44/N68/H70, K44/N68/N70,
K44/N68/Q70,K44/Q68/D70, K44/Q68/E70, K44/Q68/S70,K44/R68/G70, K44/R68/H70,
K44/R68/N70,K44/S68/D70, K44/S68/H70, K44/S68/N70,K44/T68/E70, K44/T68/G70,
K44/T68/H70,N44/A68/H70, N44/A68/R70, N44/H68/N70,N44/K68/S70, N44/N68/R70,
N44/P68/D70,N44/R68/E70, N44/R68/G70, N44/R68/H70,N44/R68/T70, N44/S68/G70,
N44/S68/H70,N44/T68/Q70, N44/T68/R70, N44/T68/S70,Q44/A68/R70, Q44/G68/K70,
Q44/G68/R70,Q44/P68/P70, Q44/Q68/G70, Q44/R68/A70,Q44/R68/H70, Q44/R68/N70, Q44/R68/Q70,
Q44/R68/570,Q44/T68/A70, Q44/T68/G70, Q44/T68/H70, Q44/T68/R70,R44/H68/D70, R44/H68/T70,
R44/N68/T70, R44/R68/A70,R44/R68/N70, R44/R68/Q70, R44/R68/S70, R44/R68/T70,R44/S68/T70,
S44/D68/K70, S44/H68/R70, S44/R68/G70,A44/N68/R70, A44/Q68/N70, A44/R68/H70, A44/S68/A70,
A44/S68/T70, A44/T68/R70, D44/R68/N70, E44/R68/H70, G44/R68/Q70, H44/R68/A70, H44/R68/T70,
K44/A68/D70, K44/A68/T70, K44/G68/G70, K44/H68/N70, K44/N68/A70, K44/N68/S70, K44/Q68/T70,
K44/R68/Q70, K44/S68/S70, K44/T68/N70, N44/H68/R70, N44/Q68/H70, N44/R68/K70, N44/S68/K70,
P44/N68/D70, Q44/K68/G70, Q44/R68/D70, Q44/S68/H70, R44/A68/G70, R44/R68/D70, R44/S68/G70,
S44/R68/N70,S44/R68/R70, S44/R68/S70, T44/A68/K70, T44/A68/R70, T44/H68/R70, T44/K68/R70,
T44/N68/P70,T44/N68/R70, T44/Q68/K70, T44/Q68/R70, T44/R68/A70, T44/R68/D70, T44/R68/E70,
T44/R68/G70,T44/R68/H70, T44/R68/K70, T44/R68/N70, T44/R68/Q70, T44/R68/R70, T44/R68/S70,
T44/R68/T70, T44/S68/K70, T44/S68/R70, T44/T68/K70.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o con la reivindicacion 6 caracterizado por que

dicha variante de meganucleasa I-Crel es un homodimero.

8. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6, caracterizado por que

dicha variante de meganucleasa I-Crel es un heterodimero.
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9. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, caracterizado por que

la secuencia de posiciones +/- 3 a 5 de dicha diana de ADN es palindromica.

10. El uso, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, caracterizada por

que la secuencia en las posiciones +/- 3 a 5 de dicha diana de ADN es no palindrémica.

11. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, caracterizado por

que dichas secuencias palindromicas en las posiciones -11 a -8 y +8 a +11 son caaa y tttg, respectivamente.

12. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, caracterizado por

que dicha variante de meganucleasa I-Crel comprende adicionalmente una mutacién en la posicion 75.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizada por que dicha mutacién es
D75N o D75V.
14. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, caracterizado por

que dicha variante de meganucleasa I-Crel tiene una alanina (A) o una asparagina (N) en la posicion 44

para escindir una diana de ADN que comprende un nucledtido a en una posicion -4 y/o t en posicion +4.

15. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en el que dicha
variante de meganucleasa tiene una lisina (K) en la posicion 44 para escindir una diana que comprende un

nucleétido ¢ en la posicion -4 y/o g en la posicion +4.

16. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 13, en el que dicha
variante de meganucleasa tiene una glutamina (Q) en la posicion 44 para escindir una diana que comprende

un nucleotido t en la posicion -4 y/o a en la posicion +4.

17. Una variante de meganucleasa I-Crel, obtenible por el método de preparacion de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a 4; que se selecciona del grupo que consiste en: A44/A68/A70, A44/A68/G70,
A44/A68/H70, A44/A68/K70, A44/A68/N70, A44/A68/Q70, Ad4/A68/ST0, A44/A68/T70, A44/G68/N70,
A44/G68/P70, A44/H68/Q70, A44/H68/S70, A44/K68/Q70, A44/K68/R70, A44/N68/HT0, A44/N68/K70,
A44/Q68/A70, Ad4/Q68/D70, A44/R68/K70, A44/R68/1L70, Ad44/S68/S70, A44/S68/T70, A44/T68/S70,
A44/T68/T70, D44/R68/R70, D44/R68/S70, E44/R68/570, E44/R68/T70, G44/T68/P70, G44/T68/R70,
H44/R68/N70, H44/R68/R70, H44/T68/T70, K44/A68/A70, K44/A68/Q70, K44/D68/A70, K44/G68/N70,
K44/G68/S70, K44/H68/S70, K44/H68/T70, K44/N68/D70, K44/N68/E70, K44/N68/T70, K44/P68/H70,
K44/R68/A70, K44/R68/D70, K44/S68/A70, K44/S68/D70, K44/T68/D70, K44/T68/E70,A44/D68/H70,
A44/H68/A70, A44/H68/TT70, A44/K68/ST70, A44/N68/N70, A44/Q68/GT70, A44/S68/AT0, A44/T68/A70,
D44/D68/H70, D44/R68/T70, E44/S68/T70, H44/A68/S70, H44/R68/S70, K44/A68/D70, K44/D68/T70,
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K44/G68/T70, K44/K68/A70, K44/N68/G70, K44/Q68/A70, K44/R68/E70, K44/S68/H70,
K44/T68/G70,A44/D68/K70, A44/H68/G70, A44/K68/A70, A44/K68/T70, A44/N68/Q70, A44/Q68/H70,
A44/S68/G70, A44/T68/G70,A44/N68/S70, E44/H68/H70,G44/H68/K70, H44/A68/T70, H44/S68/G70,
K44/A68/E70, K44/E68/G70, K44/H68/D70, K44/K68/D70, K44/N68/H70, K44/Q68/D70, K44/R68/G70,
K44/S68/N70, K44/T68/H70,A44/D68/R70, A44/H68/H70, A44/K68/G70, A44/N68/AT70, A44/N68/R70,
A44/Q68/N70, A44/S68/N70, A44/T68/H70, D44/R68/A70, E44/R68/A70, G44/Q68/H70, H44/R68/D70,
H44/S68/S70, K44/A68/G70, K44/E68/S70, K44/H68/E70, K44/K68/H70, K44/N68/N70, K44/Q68/E70,
K44/R68/H70, K44/S68/S70, K44/T68/N70,A44/G68/H70, A44/H68/K70, A44/K68/H70, A44/N68/E70,
A44/N68/S70, A44/Q68/S70, A44/S68/Q70, A44/T68/N70, D44/R68/N70, E44/R68/H70, G44/R68/Q70,
H44/R68/E70, H44/S68/T70, K44/A68/H70, K44/G68/A70, K44/H68/G70, K44/K68/T70, K44/N68/Q70,
K44/Q68/S70, K44/R68/N70, K44/S68/T70, K44/T68/Q70,A44/G68/K70, A44/H68/N70, A44/K68/N70,
A44/N68/G70, A44/N68/T70, A44/R68/ET70, A44/S68/R70, A44/T68/Q70, D44/R68/Q70, E44/R68/N70,
G44/T68/D70, H44/R68/G70, H44/T68/S70, K44/A68/N70, K44/G68/G70, K44/H68/N70, K44/N68/A70,
K44/N68/S70, K44/Q68/T70, K44/R68/S70, K44/T68/A70, K44/T68/S70,K44/T68/T70, N44/A68/H70,
N44/K68/S70, N44/P68/D70, N44/S68/G70, N44/S68/H70, N44/T68/S70, P44/N68/D70, Q44/N68/H70,
Q44/N68/S70, Q44/R68/Q70, Q44/S68/S70, R44/G68/T70, R44/H68/D70, R44/R68/G70, R44/R68/Q70,
R44/S68/T70, S44/D68/K70, T44/R68/E70, T44/R68/Q70, y T44/S68/K70.

18. La variante de megaucleasa I-Crel de acuerdo con la reivindicaciéon 17, que tiene una
alanina (A) o una asparagina (N) en la posicion 44 y escinde una diana que comprende un nucledtido a en

la posicion -4 y/o t en la posicion +4.

19. La variante de megaucleasa I-Crel de acuerdo con la reivindicacion 17, que tiene una
lisina (K) en la posicién 44 y escinde una diana que comprende un nucleotido ¢ en la posicion -4 y /o g en

la posicion +4.

20. La variante de megaucleasa I-Crel de acuerdo con la reivindicacion 17, que tiene una
glutamina (Q) en la posicion 44 y escinde una diana que comprende un nucledtido t en la posicion -4 y/o a

en la posicion +4.

21. La variante de meganucleasa [-Crel de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

17 a 20, que es un homodimero.

22. La variante de meganucleasa [-Crel de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
17 a 20, que es un heterodimero que consiste en dos mondmeros, cada uno de una variante diferente como

se define en una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20.
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23. Un polinucleétido, caracterizado por que codifica una variante de meganucleasa I-Crel

de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22.

24, Un casete de expresion, que comprende un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion

23 y las secuencias de regulacion.

25. Un vector de expresion, caracterizado por que comprende un casete de expresion de

acuerdo con la reivindicacion 24.

26. Un vector de expresion, de acuerdo con la reivindicacidon 25, caracterizado por que

comprende adicionalmente una construccion de ADN diana.

27. Un vector de expresion, de acuerdo con la reivindicacion 26, caracterizado por que dicha
construccion de ADN diana comprende una secuencia que comparte homologias con la region que rodea el
sitio de escision de la variante de meganucleasa [-Crel de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 17 a 22.

28. El vector de expresion, de acuerdo con la reivindicacion 27 caracterizado por que dicha
construccion de ADN diana comprende:
a) secuencias que comparten homologias con la region que rodea el sitio de escision de la
variante de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 22,y

b) secuencias a introducir flanqueadas por una secuencia como en a).

29. Una célula, caracterizada por que esta modificada por un polinucledtido de acuerdo con

la reivindicacion 23 o por un vector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28.

30. Una planta transgénica, caracterizada por que comprende un polinucledtido de acuerdo

con la reivindicacion 23 o un vector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28.

31. Un mamifero transgénico no humano, caracterizado por que comprende un
polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 23 o un vector de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 25 a 28.

32. Uso de una variante de meganucleasa [-Crel de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 17 a 22, un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 23, un vector de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28, una célula de acuerdo con la reivindicacion 29, una planta

transgénica de acuerdo con la reivindicacion 30, un mamifero transgénico no humano de acuerdo con la
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reivindicacion 31, para biologia molecular, para ingenieria genética in vivo o in vitro y para ingenieria

gendmica in vivo 0 in vitro.

33. El uso de acuerdo con la reivindicacion 32, para inducir una ruptura de acido nucleico de
doble cadena en un sitio de interés que comprende una secuencia diana de ADN, induciendo de este modo

un suceso de recombinacion de ADN, una pérdida de ADN o muerte celular.

34. El uso, de acuerdo con la reivindicacion 32 o la reivindicacion 33, caracterizado por que
dicha rotura de acido nucleico de doble cadena es para: reparar una secuencia especifica, modificar una
secuencia especifica, restaurar un gen funcional en lugar de un gen mutado, atenuar o activar un gen
endogeno de interés, introducir una mutacion en un sitio de interés, introducir un gen exdgeno o una parte
del mismo, inactivar o suprimir un gen endégeno o una parte del mismo, traslocar un brazo cromosomico o

dejar el ADN sin reparacion y degradado.

3s. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 32 a 34, caracterizado por
que dicha variante de meganucleasa I-Crel, polinucleotido, vector, célula, planta transgénica o mamifero
transgénico no humano se asocia con una construccion de ADN diana como se ha definido en la

reivindicacion 26.

36. El método de ingenieria genética, caracterizado por que comprende un paso de rotura de
acido nucleico de doble cadena en un sitio de interés localizado en un vector, que comprende una diana de
ADN de una variante de meganucleasa de I-Crel de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 22 mediante el
contacto de dicho vector con una variante de meganucleasa [-Crel como se ha definido anteriormente,
induciendo de este modo una recombinaciéon homoéloga con otro vector que presenta homologia con la

secuencia que rodea el sitio de escision de dicha variante de meganucleasa I-Crel.

37. Un método de ingenieria genomica, caracterizado por que comprende los siguientes
pasos: 1) rotura de doble cadena de un locus gendmico que comprende al menos un sitio de reconocimiento
y escision de una variante de meganucleasa I-Crel de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 22, mediante el
contacto de dicho sitio de escision con dicha variante de meganucleasa I-Crel; 2) mantener dicho locus
genomico roto en condiciones apropiadas para recombinacion homdloga con una construccion de ADN
diana que comprende la secuencia a introducir en dicho locus, flanqueada por secuencias que comparten

homologias con el locus diana.

38. Un método de ingenieria gendmica, caracterizado por que comprende los siguientes
pasos: 1) rotura de doble cadena de un locus gendmico que comprende al menos un sitio de reconocimiento
y escision de una variante de meganucleasa I-Crel de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 22, mediante el

contacto de dicho sitio de escision con dicha variante de meganucleasa I-Crel; 2) mantener dicho locus
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genomico roto en condiciones apropiadas para recombinacion homodloga con ADN cromosémico que

comparte homologias con regiones que rodean el sitio de escision.

39. Una composicién caracterizada por que comprende al menos una variante de
meganucleasa [-Crel de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 22, un polinucledtido de acuerdo con la

reivindicacion 23 o un vector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28.

40. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 39, caracterizada por que dicha
composicion comprende adicionalmente una construcciéon de ADN diana que comprende la secuencia que

repara el sitio de interés flanqueado por secuencias que comparten homologias con el locus diana.

41. Uso de al menos una variante de meganucleasa [-Crel de acuerdo con las reivindicaciones
17 a 22, un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 23 o un vector de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 25 a 28 para la preparacion de un medicamento para la prevencion, mejora o cura
de una enfermedad genética en un individuo que lo necesite, administrandose dicho medicamento por

cualquier medio a dicho individuo.

42, Uso de al menos una variante de meganucleasa I-Crel de acuerdo con las reivindicaciones
17 a 22, un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 23 o un vector de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 25 a 28, para la preparacion de un medicamento para prevenir, mejorar o curar una
enfermedad causada por un agente infeccioso que presenta un intermedio de ADN en un individuo que lo

necesite, administrandose dicho medicamento mediante cualquier medio a dicho individuo.

43. Uso de al menos una variante de meganucleasa I-Crel de acuerdo con las reivindicaciones
17 a 22, un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 23 o un vector de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 25 a 28, in vitro, para inhibir la propagacidn, inactivar o suprimir un agente
infeccioso que presenta un intermedio de ADN, en productos derivados bioldgicos o productos dirigidos a

usos bioldgicos o para desinfectar un objeto.

44, El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 41 a 43, caracterizado por

que dicho agente infeccioso es un virus.
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Figura 3b



SEC ID N°: 69

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ATGGCCAATA
TGTGGACGGT
ATAAGTTTAA
CAGCGCCGTT
CGTACGTGAT
CGCTGCACAA
AAACAGGCAR
AGAATCCCCG
CAGCTCTGAR
GCTGTGCTGG
C

ES 2347 684 T3

CCAAATATAA
GACGGTAGCA
ACATCAGCTA
GGTTTCTGGA
CGCGGATCCG
CTTCCTGACT
ACCTGGTTCT
GACARATTCC
CGATTCTAAG
ACAGCCTGAG

77

CAAARGAGTTC
TCATCGCTCA
AGCTTGACCT
CAAACTAGTG
TTTCCAACTA
CARCTGCAGC
GAAAATTATC
TGGAAGTTTG
ACGCGTAAARA
CGAGAAGARG

Figura 4A

CTGCTGTACC
GATTAARCCA
TTCAGGTGAC
GATGAAATTG
CATCTTAAGC
CGTTTCTGAA
GAACAGCTGC
TACCTGGGTG
CCACTTCTGA
AAATCCTCCC

TGGCCGGCTT
ARDCCAGTCTT
TCAARAGACC
GCGTTGGTTA
GARATCAAGC
ACTGAAACAG
CGTCTGCARAA
GATCAGATTG
AACCGTTCGT
CGGCGGCCGA
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Uliblidir (SEC ID N°: 67) _
GTTTAAACAT CAGCTAAGCT TGACCTTTVV KGTGACTCAA AAGACCCAG

Ulibllrev (SEC ID N°: 68)
GATGTAGTTG GAAACGGATC CMBBATCMBB TACGTAACCA ACGCC

V=ARAo Go C
M=Ao C
B=Go Co T
K=Go T

Figura 4B
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Figura 5
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Figura 6
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FIGURA 7.1
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