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DESCRIPCION
Variantes de la endonucleasa doméstica I-Crel que tienen nueva especificidad de escision y uso de las mismas

La invencion se refiere a un procedimiento para ingenieria de variantes de la endonucleasa doméstica 1-Crel
capaces de escindir sitios I-Crel mutantes que tienen variaciones en las posiciones + 8 a + 10. La invencion también
se refiere a una variante de la endonucleasa doméstica I-Crel que se puede obtener mediante dicho procedimiento,
a un vector que codifica dicha variante, a una célula, un animal o una planta modificados por dicho vector y al uso de
dicha variante de la endonucleasa doméstica |-Crel y productos derivados para ingenieria genética, terapia
gendmica y terapia antiviral.

Las meganucleasas son, por definicién, endonucleasas especificas de secuencia con sitios de escision grandes (>
14 pb) que pueden producir roturas en el ADN bicatenario (DSBs) en loci especificos en células vivas (Thierry y
Dujon, Nucleic Acids Res., 1992, 20, 5625 — 5631). Las meganucleasas se han usado para estimular la
recombinacion homoéloga en las proximidades de sus secuencias diana en células y plantas cultivadas (Rouet y col.,
Mol. Cell. Biol., 1994, 14, 8096 — 106; Choulika y col., Mol. Cell. Biol., 1995, 15, 1968 — 73; Donoho y col., Mol. Cell.
Biol, 1998, 18, 4070 — 8; Elliott y col., Mol. Cell. Biol., 1998, 18, 93 — 101; Sargent y col., Mol. Cell. Biol., 1997, 17,
267 — 77; Puchta y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 5055 — 60; Chiurazzi y col., Plant Cell, 1996, 8, 2057 —
2066), lo que convierte a la recombinacién inducida por meganucleasas en un procedimiento eficiente y sélido para
la ingenieria genomica. El uso de la recombinacion inducida por meganucleasas siempre ha estado limitado por el
repertorio de meganucleasas naturales y la principal limitacion de la tecnologia actual es el requisito de la
introduccién previa de un sitio de escisiéon para meganucleasas en el locus de interés.

Por tanto, la fabricacién de meganucleasas artificiales con especificidades de sustrato adaptadas se encuentra en
intensa investigacion. Dichas proteinas podrian usarse para escindir secuencias cromosdmicas genuinas y abren
nuevas perspectivas para la ingenieria genémica en un amplio abanico de aplicaciones. Por ejemplo, las
meganucleasas podrian usarse para inducir la correccibn de mutaciones ligadas a enfermedades monogénicas
hereditarias y sortear el riesgo debido a los transgenes insertados aleatoriamente usados en los actuales enfoques
de la terapia génica (Hacein-Bey-Abina y col., Science, 2003, 302, 415 —419).

Recientemente, los dominios de unién del ADN del dedo de cinc de las proteinas del dedo de cinc (ZFP) de tipo
Cys2-His2 se han podido fusionar con el dominio catalitico de la endonucleasa Fokl para inducir recombinacién en
varios tipos celulares, incluidas las células linfoides humanas (Smith y col., Nucleic Acids Res, 1999, 27, 674 — 81;
Pabo y col., Annu. Rev. Biochem, 2001, 70, 313 — 40; Porteus and Baltimore, Science, 2003, 300, 763; Umov y col.,
Nature, 2005, 435, 646 — 651; Bibikova y col., Science, 2003, 300, 764). La especificidad de unién de las ZFP es
relativamente facil de manipular y en la actualidad se dispone de un repertorio de nuevas ZFP artificiales capaces de
unirse a muchas secuencias (g/a)nn(g/a)nn(g/a)nn (Pabo y col., citado anteriormente; Segal y Barbas, Curr. Opin.
Biotechnol., 2001, 12, 632 — 7; Isalan y col., Nat. Biotechnol., 2001, 19, 656 — 60). No obstante, conservar una
especificidad de sustrato muy estrecha es uno de los principales problemas de las aplicaciones de ingenieria
gendmica y actualmente no esta claro si las ZFP satisfarian los requisitos muy estrictos para aplicaciones
terapéuticas. Ademas, estas proteinas de fusion han mostrado una toxicidad elevada en las células (Porteus and
Baltimore, citado anteriormente; Bibikova y col., Genetics, 2002, 161, 1169 1175)), probablemente a causa de un
nivel bajo de especificidad.

En la naturaleza, las meganucleasas estan representadas esencialmente por endonucleasas domésticas (ED), una
familia de endonucleasas codificadas por elementos genéticos moviles cuya funcion es iniciar la recombinacion
inducida por rotura del ADN bicatenario (DSB) en un proceso denominado localizacion (Chevalier and Stoddard,
Nucleic Acids Res., 2001, 29, 3757 — 74; Kostriken y col., Cell; 1983, 35, 167 — 74; Jacquier and Dujon, Cell, 1985,
41, 383 — 94). Se han identificado varios cientos de ED en bacterias, eucariotas y arqueobacterias (Chevalier and
Stoddard, citado anteriormente); no obstante, la probabilidad de encontrar un sitio de escision para ED en un gen
elegido es muy baja.

Dada su funcion bioldgica y sus excepcionales proteinas de escisién en términos de eficacia y especificidad, las ED
proporcionan armazones ideales para derivar nuevas endonucleasas para ingenieria gendmica. Durante la Ultima
década se han acumulado datos que caracterizan la familia LAGLIDADG, la mas grande de las cuatro familias de ED
(Chevalier and Stoddard, citados previamente). LAGLIDADG se refiere a la unica secuencia que actualmente esta
conservada en la familia y se encuentra en una o (con mayor frecuencia) dos copias en la proteina. Las proteinas
con un unico motivo, como I-Crel, forman homodimeros y escinden secuencias de ADN palindromicas o
seudopalindromicas; mientras que las proteinas mas grandes con doble motivo, como I-Scel, son mondémeros y
escinden dianas no palindromicas. Se han cristalizado siete proteinas LAGLIDADG diferentes y exhiben una
conservacion muy sorprendente de la estructura del nlcleo que contrasta con la ausencia de similitud a nivel de la
secuencia primaria (Jurica y col., Mol. Cell., .1998, 2, 469 — 76; Chevalier y col., Nat. Struct. Biol., 2001, 8, 312 - 6 ;
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Chevalier y col. J. Mol. Biol., 2003, 329, 253 — 69; Moure y col., J. Mol: Biol, 2003, 334, 685 — 95; Moure y col., Nat.
Struct. Biol., 2002, 9, 764 — 70; Ichiyanagi y col., J. Mol. Biol., 2000, 300, 889 — 901; Duan y col., Cell, 1997, 89, 555
— 64; Bolduc y col., Genes Dev., 2003, 17, 2875 — 88; Silva y col., J. Mol. Biol., 1999, 286, 1123 — 36). En esta
estructura del nucleo dos pliegues aBfaBBa caracteristicos, también denominados dominios centrales de la
endonucleasa doméstica LAGLIDADG, a los que contribuyen dos monémeros o dos dominios en las proteinas
LAGLIDAG dobles, estan uno enfrente del otro con una simetria de dos veces. La unién al ADN depende de las
cuatro hebras 3 de cada dominio, plegadas en una lamina 8 antiparalela y formando una silla en la ranura principal
de la hélice de ADN. El analisis de la estructura de |-Crel unida a su diana natural muestra que en cada monémero,
ocho residuos Y33, Q38, N30, K28, Q26, Q44, R68 y R70) establecen una interaccién directa con siete bases en las
posiciones + 3, 4, 5, 6, 7, 9 y 10 (Jurica y col., 1998, citado previamente). Ademas, algunos residuos establecen
contacto mediado por agua con varias bases, por ejemplo S40, K28 y N30, con el par de bases en la posicion + 8 y —
8 (Chevalier y col., 2003, citado previamente). El nucleo catalitico es central, con una contribucion de ambos
monoémeros / dominios simétricos. Ademas de esta estructura del nicleo, se pueden encontrar otros dominios, por
ejemplo, PI-Scel, una inteina, tiene un dominio de corte y empalme de proteinas, y un dominio de ADN adicional
(Moure y col., 2002, citado anteriormente; Grindl y col., Nucleic Acids Res., 1998, 26, 1857 — 62).

Se estan investigando dos abordajes para derivar meganucleasas nuevas de las endonucleasas domésticas.

- proteinas monocatenarias hibridas o quiméricas

Se podrian obtener nuevas meganucleasas mediante intercambio de los dominios centrales de endonucleasa
doméstica LAGLIDADG de diferentes monémeros (Epinat y col., Nucleic Acids Res., 2003, 31, 2952 — 62; Chevalier
y col., Mol. Cell., 2002, 10, 895 — 905; Steuer y col.,, Chembiochem., 2004, 5, 206 — 13; las solicitudes
internacionales de PCT WO 03/078619 y WO 2004/031346). Estas meganucleasas quiméricas monocatenarias en
las que dos dominios centrales de endonucleasa doméstica LAGLIDADG de diferentes meganucleasas estan unidos
mediante un espaciador, son capaces de escindir la diana hibrida correspondiente a la fusion de las dos
semisecuencias diana del ADN parental. Estos resultados significan que los dos dominios de unién a ADN de un
dimero de I-Crel se comportan de forma independiente; cada dominio de unién a ADN se une a una mitad diferente
del sitio diana del ADN. La construccion de ED artificiales quiméricas y de una cadena ha sugerido que se puede
usar un abordaje combinatorio para obtener nuevas meganucleasas que escinden nuevas secuencias diana (no
palindrémicas): diferentes mondémeros o dominios centrales se pueden fusionar en una Unica proteina para alcanzar
nuevas especificidades.

No obstante, este abordaje no enriquece considerablemente el niumero de secuencias de ADN que pueden ser las
dianas de las endonucleasas domésticas, ya que las nuevas dianas que se generan son el resultado de la
combinacién de dos semisitios diana de ADN diferentes.

- variantes proteicas

A menudo se ha demostrado que alterar la especificidad de sustrato de las proteinas de unién a ADN mediante
mutagénesis y deteccion selectiva / seleccion es dificil (Lanio y col., Protein Eng., 2000, 13, 275 — 281; Voziyanov y
col., J. Mol. Biol., 2003, 326, 65 — 76; Santoro y col., P.N.A.S., 2002, 99, 4185 — 4190; Buchholz y Stewart, Nat.
Biotechnol., 2001, 19, 1047 — 1052), y, mas particularmente, la ingenieria del dominio de unién al ADN de las ED
siempre se ha considerado una tarea de enormes proporciones (Ashworth y col., Nature 2006, 441, 656 — 659;
Gimble y col., J. Mol. Biol., 2003, 334, 993 — 1008 ; Arnould y col., J. Mol. Biol., 2006, 355, 443 458; Doyon y col., J.
Am. Chem. Soc., 2006, 128, 2477 — 2484; Steuer y col., citado previamente; Seligman y col., Nucleic Acids Res.,
2002, 30, 3870 — 3879).

El analisis de la estructura de cristal de I-Crel / ADN indica que los 9 aminoacidos estan en contacto directo con el
sitio doméstico (Chevalier y col., 2003; Jurica y col., citado previamente) cuya aleatorizacién tendria como resultado
20° combinaciones, un numero mas alla de toda capacidad de deteccién selectiva hoy en dia.

Por tanto, varios laboratorios han confiado en un abordaje semirracional (Chica y col., Curr. Opin. Biotechnol., 2005,
16, 378 — 384) para limitar la diversidad de las bibliotecas mutantes que se van a manipular: un pequefio conjunto de
residuos relevantes se escoge de acuerdo con datos estructurales. No obstante, esto no fue suficiente para crear
endonucleasas redisefiadas que escindan secuencias elegidas:

- Seligman y colaboradores usaron un abordaje racional para sustituir residuos individuales especificos del pliegue
appappa de I-Crel (Sussman y col., J. Mol. Biol., 2004, 342, 31 — 41; Seligman y col., Nucleic Acids Res., 2002,
citado previamente; Seligman y col., Genetics, 1997, 147, 1653 — 64). No obstante, se observé una escision
sustancial con pocas variantes de I-Crel (Y33C, Y33H, Y33R, Y33L, Y33S, Y33T, S32K, S32R) y solo para una
diana modificada en la posicién + 10.
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- De un modo similar, Gimble y col. (citado previamente) modificaron el dominio de unién a ADN adicional de PI-
Scel; obtuvieron una proteina variante con una especificidad de union alterada pero con una especificidad de
sustrato sin alterar, y la mayoria de las proteinas mantenian mucha afinidad por la secuencia diana silvestre.

Para llegar a un gran numero de secuencias, seria extremadamente valioso poder generar otras variantes de
endonucleasas domésticas con nueva especificidad de sustrato, es decir, que puedan escindir dianas de ADN que
no son escindidas por la endonucleasa doméstica parental o por las pocas variantes que se han aislado hasta ahora.

En concreto, seria extremadamente valioso generar variantes de endonucleasas domésticas capaces de escindir
nuevas dianas de ADN en las que varios nucleétidos de la diana de ADN de la meganucleasa silvestre se han
mutado de forma simultanea.

No obstante, este abordaje no es facil, ya que la interfaz de unién al ADN de las ED es muy compacta y las dos
horquillas BB diferentes que son responsables de casi todas las interacciones especificas de base son parte de un
solo pliegue. Por tanto, la mutacion de varios aminoacidos colocados en las proximidades que es necesaria para unir
una diana mutada en varias posiciones puede romper la estructura de la interfaz de unién.

El inventor ha sometido a ingenieria a cientos de nuevas variantes de |-Crel que, en conjunto, se dirigen a los 64
posibles sitios mutados de I-Crel que difieren en las posiciones + 10, £ 9 y + 8. Estas variantes que tienen nueva
especificidad de sustrato hacia los nucleétidos + 8, + 9 y/o + 10 incrementan el numero de secuencias de ADN que
pueden ser diana de las meganucleasas.

Posibles aplicaciones incluyen ingenieria genética, ingenieria genémica, terapia génica y terapia antiviral.

Por tanto, la invencion se refiere a un procedimiento para realizar ingenieria en una variante de endonucleasa
doméstica I-Crel que tiene una especificidad de escisién modificada, que comprende al menos las etapas de:

(a) sustituir al menos uno de los aminoacidos K28, N30, Y33, Q38 y/o S40 de la horquilla 3182 de I-Crel, con un
aminoacido seleccionado del grupo constituido por A, C,D,E, G,H,K,N,P,Q,R, S, T,L,V,WeY.

(b) seleccionar las variantes de |-Crel de la etapa (a) que son capaces de escindir una secuencia diana de ADN
constituida por un sitio I-Crel mutante en el que al menos el doblete nucleotidico aa en las posiciones — 9 a — 8 y/o el
doblete nuclectidico tt en las posiciones + 8 a + 9 se han sustituido por un doblete nucleotidico diferente.

Definiciones

- Los residuos de aminoacidos en una secuencia polipeptidica se designan en el presente documento de acuerdo
con el cédigo de una letra, en el que, por ejemplo, K significa Lys o Lisina, N significa Asn o Asparagina e Y significa
Tyr o Tirosina.

- Los nuclettidos se designan del siguiente modo: se usa un codigo de una letra para designar la base de un
nucledsido: a es adenina, t es timina, c es citosina y g es guanina. Para los nucleétidos degenerados, r representa g
o a (nucleotidos de purina), k representa g o t, s representa g o ¢, w representa a o t, m representa a o c, y
representa t o ¢ (nucledtidos de pirimidina), d representa g, a o t, v representa g, a o ¢, b representa g, to c, h
representaatocynrepresentag,a,toc.

- con "I-Crel" se pretende decir |-Crel silvestre que tiene la secuencia SWISSPROT P05725 o cddigo de acceso pdb
199y.

- con "variante de I-Crel" o "variante" se pretende decir una proteina obtenida mediante sustitucion de al menos un
aminoacido de I-Crel con un aminoacido diferente.

- con “variante de |I-Crel funcional” se pretende decir una variante de I-Crel que es capaz de escindir un ADN diana,
preferentemente un ADN diana que no esta escindido por I-Crel. Por ejemplo, dichas variantes tienen una variacion
de aminoacido en las posiciones en contacto con la secuencia diana de ADN o que interaccionan directa o
indirectamente con dicha diana de ADN.

- con “dominio de endonucleasa doméstica” o “dominio” se pretende decir la regién que interacciona con la mitad del
ADN diana de una endonucleasa doméstica y que puede asociarse con el otro dominio de la misma endonucleasa
doméstica que interacciona con la otra mitad de la diana de ADN para formar una endonucleasa funcional capaz de
escindir dicha diana de ADN.
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- Con "dominio central" se quiere decir “dominio central de la endonucleasa doméstica LAGLIDADG" que es el
pliegue a1B1B202B3B403 caracteristico de las endonucleasas domésticas de la familia de LAGLIDADG,
correspondiente a una secuencia de aproximadamente cien residuos de aminoacidos. Dicho dominio comprende
cuatro hebras beta (31,82,83,84) plegadas en una lamina beta antiparalela que interacciona con una mitad de la diana
de ADN. Por ejemplo, en el caso de la endonucleasa doméstica dimérica I-Crel (163 aminoacidos, el dominio central
de la endonucleasa doméstica LAGLIDADG corresponde a los residuos 6 a 94. En el caso de la endonucleasa
doméstica monomérica, dos de estos dominios se encuentran en la secuencia de la endonucleasa; por ejemplo, en
I-Dmol (194 aminoacidos), el primer dominio (residuos 7 a 99) y el segundo dominio (residuos 104 a 194) estan
separados por un ligador corto (residuos 100 a 103).

- con "sitio de I-Crel" se quiere decir una secuencia de ADN bicatenario de 22 a 24 pb que es escindida por |-Crel.
Los sitios de |-Crel incluyen el sitio doméstico de I-Crel no palindromico silvestre (natural) y las secuencias
palindrébmicas derivadas que estan presentes en la figura 1A, tal como la secuencia 5’- t12c-11a-10a-9a-ga-7-C-gg-st-sC-
3g-ot-1a+1C+2g + 3@ +4C+ 59 +et+7t+gt+ot+ 109+ 112+ 12 también denominada C1221 (SEQ ID NO: 3).

- con "diana _de ADN". "secuencia de la diana de ADN”, “secuencia diana”, “diana”. “sitio de reconocimiento”,
“secuencia de reconocimiento”, “sitio de reconocimiento doméstico”, “sitio doméstico”, “sitio de escision” se pretende
decir una secuencia polinucleotidica bicatenaria de 22 a 24 pb palindrébmica, parcialmente palindromica
(seudopalindrémica) o no palindrémica que es reconocida y escindida por una meganucleasa, por ejemplo una
endonucleasa doméstica LAGLIDADG tal como I-Crel, o una variante o una meganucleasa quimérica monocatenaria
derivada de dicha meganucleasa. Estos términos se refieren a una localizacion de ADN distinta, preferentemente
una localizacién genémica, en la que una rotura bicatenaria (escision) se va a inducir por la endonucleasa. La diana

de ADN esta definida por la secuencia 5’ a 3’ de una hebra del polinucleétido bicatenario.

- con " semisitio diana de ADN" se pretende decir la porcion de la diana de ADN que esta unida por cada dominio
central de la endonucleasa doméstica LAGLIDADG.

- con "diana de ADN quimérica" o "diana de ADN hibrida” se pretende decir la fusiébn de una mitad diferente de cada
secuencia diana de ADN de la meganucleasa parental.

- con "variante de endonucleasa doméstica con nueva especificidad" se pretende decir una variante que tiene un
patron de dianas escindidas diferente del de la endonucleasa doméstica parental. Las expresiones “nueva
especificidad”, “especificidad modificada”, “nueva especificidad de escisiéon”, “nueva especificidad de sustrato” que
son equivalentes y se usan de forma intercambiable, se refieren a la especificidad de las variantes hacia los

nucleétidos de la secuencia diana de ADN.

- con “vector”, se pretende decir una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que se
ha unido.

- con "homologo” se pretende decir una secuencia con suficiente identidad con otra para conducir a una
recombinacién homoéloga entre secuencias, mas particularmente que tiene una identidad de al menos 95 %,
preferentemente una identidad de 97 % y, mas preferentemente, de 99 %.

- “identidad”, se refiere a la identidad de secuencia entre dos moléculas de acido nucleico o polipéptidos. La
identidad se puede determinar comparando una posicion en cada secuencia que se puede alinear a efectos de
comparacion. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta ocupada por la misma base, las moléculas son
idénticas en dicha posicion. Un grado de similitud o identidad entre las secuencias de acido nucleico o de
aminoacidos es una funcion del nimero de nucleétidos idénticos o equivalentes en las posiciones compartidas por
las secuencias de acidos nucleicos. Se pueden usar varios algoritmos y/o programas de alineacion para calcular la
identidad entre dos secuencias, incluidos FASTA o BLAST, que estan disponibles como parte del paquete de
analisis de secuencia GCG (University of Wisconsin, Madison, Wis.), y se pueden usar con, por ejemplo, parametros
predeterminados.

- "individuo" incluye mamiferos, asi como otros vertebrados (p. €j., aves, peces y reptiles). El término “mamifero”,
como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier animal vertebrado, incluidos los monotremas;
marsupiales y placentarios, que maman cuando son jovenes y dan a luz a jovenes vivos, mamiferos eutarianos o
placentarios) o son ponedores de huevos (mamiferos metatarianos o no placentarios). Ejemplos de especies de
mamiferos incluyen seres humanos y otros primates (p. ej., monos, chimpancés), roedores (p. €j., ratas, ratones,
cobayas) y rumiantes (p. €j., vacas, cerdos, caballos).

- "enfermedad genética” se refiere a cualquier enfermedad, parcial o completamente, directa o indirectamente,
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debido a una anomalia en uno o varios genes. Dicha anomalia puede ser una mutacion, una inserciébn o una
delecién. Dicha mutacion puede ser una mutacion puntual. Dicha anomalia puede afectar a la secuencia de
codificacion del gen o su secuencia reguladora. Dicha anomalia puede afectar a la estructura de la secuencia
genomica o a la estructura o estabilidad del ARNm codificado. Dicha enfermedad genética puede ser recesiva o
dominante. Dicha enfermedad genética podria ser, entre otras, fibrosis quistica, corea de Huntington,
hipercolesterolemia familiar (defecto en los receptores de LDL), hepatoblastoma, enfermedad de Wilson, profirias
hepéticas congénitas, trastornos hereditarios del metabolismo hepatico, sindrome de Lesch Nyhan, drepanocitosis,
talasemias, serodermia pigmentosa, anemia de Fanconi, retinitis pigmentosa, ataxia telangiectasia, sindrome de
Bloom, retinoblastoma, distrofia muscular de Duchenne y enfermedad de Tay-Sachs.

De acuerdo con el procedimiento de la invencion, la(s) mutacion(es) de aminoacidos en la etapa (a) se introducen en
I-Crel silvestre o en una variante funcional de la misma. La etapa a) puede comprender la introduccion de
mutaciones adicionales, en particular en otras posiciones en contacto con la secuencia diana de ADN o que
interaccionan directa o indirectamente con dicha diana de ADN. Las variantes funcionales comprenden mutaciones
que no afectan a la estructura de la proteina. Por ejemplo, las mutaciones de aminoacidos de la etapa (a) se pueden
introducir en una variante de I-Crel que comprende una o mas mutaciones seleccionadas del grupo constituido por:

- la mutacién de isoleucina en la posicion 24 en una valina (124V),
- la mutacion de la arginina en la posicion 70 en una serina (IR70S), y

- la mutacion del acido aspartico en la posicion 75, en un aminoacido sin carga, preferentemente una asparagina
(D75N) o una valina (D75V).

La etapa a) se puede realizar generando una biblioteca de variantes como se describe en la solicitud de PCT
internacional WO 2004/067736.

La deteccion selectiva en la etapa (b) se puede realizar usando un ensayo de escision in vitro o in vivo, como se
describe en la solicitud de PCT internacional WO 2004/067736.

De acuerdo con una realizacién ventajosa de dicho procedimiento, la diana de ADN en la etapa b) deriva de un sitio
I-Crel que se selecciona de C1234, C4334 y C1221 (SEQ ID NO: 1 a 3, figura 1A).

De acuerdo con otra realizacién ventajosa de dicho procedimiento, la diana de ADN en la etapa b) comprende una
secuencia que tiene la férmula:

c-11n—1on—gn-gm—7y—5n—5n_4n-3k2y.1r +AM 2N +3N+ 4N +5M v 6K+ 7N 18N+ 9N + 109 + 11

(),

enlaquenesa,t,cog,mesaoc,yescot,kesgot resaog(SEQ IDNO: 75), que proporciona que cuando n.
ong €S aa, n + gn + ges diferente de tt y cuando n +gn + g €s tt, ngng es diferente a un aa.

De acuerdo con una realizacion preferida de dicho procedimiento, n.sn.4n_z es gtc y/o n+3n+4n+5 es gac.

La diana de ADN en la etapa b) puede ser palindrémica, no palindromica o seudo palindromica. Preferentemente, la
secuencia de nucleétidos desde las posiciones — 11 a— 8 y + 8 a + 11 y/o la secuencia de nucleétidos desde las
posiciones — 5 a — 3 y/o + 3 a + 5 son palindréomicas.

De acuerdo con otra realizacién ventajosa de dicho procedimiento, la diana de ADN en la etapa b) comprende un
doblete nucleotidico en las posiciones — 9 a — 8, que se selecciona del grupo constituido por: ag, at, ac, ga, gg, gt,
gc, ta, tg, tt, cg, ct o cc, y/o un doblete nucleotidico en las posiciones + 8 a + 9, que es la secuencia complementaria
inversa de dicho doblete nucleotidico en las posiciones — 9 a — 8, es decir ct, ta, gt, tc, cc, ac, gc, at, ca, aa, cg, ag o

99.

De acuerdo con otra realizacién ventajosa de dicho procedimiento, la diana de ADN en la etapa b) comprende
ademas la sustitucién del nucleétido a en la posicion — 10 y/o del nucleétido t en la posicion + 10 del sitio I-Crel, con
un nucleétido diferente.

Preferentemente, dicha diana de ADN comprende un triplete nucleotidico en las posiciones — 10 a — 8, que se

selecciona del grupo constituido por: aac, aag, aat, acc, acg, act, aga, agc, agg, agt, ata, atg, cag, cga, cgg, ctg, gac,
gag, gat, gcc, gga, ggc, ggg, gat, gta, gtg, gtt, tac, tag, tat, tcc, tga, tgc, tgg, tgt o ttg, y/o un triplete nucleotidico en
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las posiciones + 8 a + 10, que es la secuencia complementaria inversa de dicho triplete nucleotidico en las
posiciones — 10 a — 8.

De acuerdo con otra realizacién ventajosa de dicho procedimiento, la etapa (b) se realiza in vivo en las condiciones
en las que la rotura de la doble cadena en la secuencia diana de ADN mutada que se genera mediante dicha
variante conduce a la activacion de un marcador de seleccion positiva o un gen indicador, o la inactivacion de un
marcador de seleccidén negativa o un gen indicador, mediante reparacion mediada por recombinacién de dicha rotura
de la doble cadena de ADN.

Por ejemplo, la actividad de escisién de la variante de I-Crel de la invencion se puede medir mediante un ensayo de
recombinacion de repeticion directa, en levaduras o células de mamifero, usando un vector indicador, como se
describe en la solicitud de PCT WO 2004/067736. El vector indicador comprende dos copias no funcionales
truncadas de un gen indicador (repeticiones directas) y una secuencia diana de ADN dentro de la secuencia
intermedia, clonadas en un vector de expresion de levaduras o de mamifero (Figura 2). La secuencia diana de ADN
deriva de un sitio I-Crel tal como C1221, mediante sustitucion de uno a tres nucleétidos en las posiciones + 8 a 10
(Figura 1B). La expresion de una variante de I-Crel funcional que es capaz de escindir la secuencia diana de ADN
induce recombinacién homoéloga entre las repeticiones directas resultante en un gen indicador funcional, cuya
expresion se puede monitorizar mediante un ensayo adecuado.

De acuerdo con ofra realizacién ventajosa de dicho procedimiento, comprende una etapa adicional c1) de expresién
de una variante obtenida en la etapa b) para permitir la formaciéon de homodimeros.

De acuerdo con otra realizacién ventajosa de dicho procedimiento, comprende una etapa adicional c;) de
coexpresion de una variante obtenida en la etapa b) y I-Crel o una variante funcional de la misma para permitir la
formacion de heterodimeros. Preferentemente, dos variantes diferentes obtenidas en la etapa b) se coexpresan.

Por ejemplo, las células huésped se pueden modificar mediante uno o dos vectores de expresion recombinante que
codifica dicha(s) variante(s). Las células se cultivan después en condiciones que permiten la expresién de la(s)
variante(s) y los homodimeros / heterodimeros que se forman y, después, se recuperan del cultivo celular.

De acuerdo con el procedimiento de la invencion, las endonucleasas quiméricas monocatenarias se pueden
construir mediante la fusion de una variante obtenida en la etapa b) con un dominio / monémero de endonucleasa
doméstica. Dicho dominio / monémero puede ser de una endonucleasa doméstica silvestre o una variante funcional
de la misma.

Los procedimientos para construir moléculas quiméricas monocatenarias derivadas de endonucleasas domésticas
son bien conocidos en la técnica (Epinat y col., Nucleic Acids Res., 2003, 31, 2952 — 62; Chevalier y col., Mol. Cell.,
2002, 10, 895 — 905; Steuer y col., Chembiochem., 2004, 5, 206 — 13; las solicitudes internacionales de PCT WO
03/078619 y WO 2004/031346). Cualquiera de estos procedimientos se puede aplicar para construir moléculas
quiméricas monocatenarias derivadas de las variantes como se define en la presente invencion.

También se describe una variante de la meganucleasa I-Crel que se puede obtener mediante el procedimiento como
se ha definido anteriormente, pudiendo dicha variante escindir una secuencia diana de ADN constituida por un sitio I-
Crel mutante en el que al menos uno de los nucleétidos a en la posicion — 9 a — 8 o uno de los nucleétidos t en la
posicion + 8 y + 9 se han sustituido por nucleétido diferente.

Dicha variante de I-Crel tiene una arginina (R) o una lisina (K) en la posicion 38; las variantes que tienen R o K en la
posicion 38 puede escindir una diana de ADN que comprende una guanina en la posicion — 9 o una citosina en la
posicion + 9.

Dicha variante se puede seleccionar de las variantes que tienen residuos de aminoacidos en las posiciones 28, 30,
33, 38 y 40 respectivamente, que se seleccionan del grupo constituido por:

Q28/N30/Y33/K38/R40, R28/N30/K33/R38/Q40, Q28/N30/R33/R38/R40, Q28/N30/Y33/K38/K40, K28/N30/T33/R3
8/Q40, K28/N30/S33/R38/E40, S28/N30/Y33/ R38/K40, K28/N30/S33/R38/D40, K28/N30/S33/R38/S40,
Q28/N30/Y33/R38/K40, Q28/N30/K33/R38/T40, N28/N30/ S33/R38/K40, N28/N30/S33/R38/R40,
E28/N30/R33/R38/K40, R28/N30/T33/R38/A40, Q28/N30/Y33/R38/A40, Q28/ N30/Y33/R38/S40,
K28/N30/R33/K38/A40, R28/N30/A33/K38/540, A28/N30/N33/R38/K40, Q28/N30/S33/R38/K40,
K28/A30/H33/R38/S40, K28/H30/H33/R38/S40, K28/E30/S33/R38/S40, K28/N30/H33/R38/540, K28/D30/H33/K38/
S40, K28/K30/H33/R38/S40, K28/S30/H33/R38/S40 y K28/G30/V33/R38/540.

Dicha variante I-Crel tiene residuos de aminoacidos en las posiciones 28, 30, 33, 38 y 40 respectivamente, que se
seleccionan del grupo constituido por:
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Q28/N30/Y33/K38/R40,
Q28/N30/T33/Q38/K40,
N28/N30/Y33/Q38/R40,
S28/N30/Y33/R38/K40,
R28/N30/R33/D38/R40,
R28/N30/A33/Y38/Q40,
Q28/N30/Y33/Q38/K40,
E28/N30/R33/R38/K40,
Q28/N30/T33/Q38/R40,
R28/N30/Y33/N38/A40,
Q28/N30/Y33/R38/A40,
T28/N30/N33/Q38/R40,
Q28/N30/N33/Q38/R40,
K28/N30/R33/K38/A40,
R28/N30/N33/Q38/D40,
K28/N30/R33/Y38/A40,
T28/N301T33/Q38/R40,
Q28/N30/R33/Q38/R40,
K28/N30/R33/Q38/A40,
K28/D30/N33/H38/S40,
K28/A30/R33/Q38/S40,
K28/R30/R33/E38/540,
K28/D30/H33/K38/S40,
K28/G30/R33/Q38/S40
K28/N30/H33/N38/S40,
K28/T30/D33/H38/S40,
K28/N30/R33/A38/S40,
K28/D30/R33/IT38/S40,
K28/N30/H33/538/540,
K28/N30/D33/Q38/S40,
K28/S30/S33/H38/S40,
R28/D30/V33/Q38/S40,
K28/G30/V33/R38/S40,
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R28/N30/K33/R38/Q40,
Q28/N30/R33/R38/K40,
K28/N30/T33/R38/Q40,
K28/N30/S33/R38/D40,
A28/N30/S33/Q38/R40,
K28/N30/R33/Q38/E40,
Q28/N30/Y33/Q38/R40,
K28/N30/N33/Q38/A40,
K28/N30/R33/T38/Q40,
Q28/N30/Y33/T38/R40,
Q28/N30/Y33/A381R40,
Q28/N30/Y33/R38/S40,
R28/N30/R33/E38/R40,
R28/N30/A33/K38/S40,
R28/N30/R331Y38/Q40,
A28/N30/N33/R38/K40,
K28/N30/R33/Q38/Y40,
K28/N30/R33/A38/Q40,
K28/N30/T33/A38/S40,
K28/E30/S33/R38/S40,
K28/S30/R33/G38/S40,
K28/D30/G33/H38/S40,
K28/K30/H33/R38/S40,
K28/R30/P33/G38/S40,
K28/H30/H33/A38/S40,
K28/H30/H33/Q38/S40,
K28/830/H33/Q38/S40,
K28/D30/R33/538/540,
K28/Q30/H33/Q38/S40,
K28/D30/R33/G38/S40,
K28/G30/V33/A38/S40,
K28/G30/V33/Q38/S40,
K28/G30/V33/G38/S40,

R28/N30/V33/Q38/S40 y N28/T30/V33/D38/S40.

Q28/N30/R33/R38/R40,
K28/N30/T33/Q38/R40,
K28/N30/S33/R38/E40,
K28/N30/R33/E38/R40,
Q28/N30/Y33/R38/K40,
N28/N30/S33/R38/K40,
S28/N30/R33/Q38/R40,
S28/N30/Y33/Q38/K40,
K28/N30/R33/T38/R40,
R28/N30/T33/R38/A40,
S28/N30/Q33/A38/A40,
K28/N30/R33/Q38/R40,
K28/N30/R33/A38/R40,
K28/N30/R33/N38/A40,

K28/N30/Y33/Q38/N40,

K28/N30/R33/A38/T40,
Q28/N30/S33/R38/K40,
A28/N30/R33/Q38/R40,
K28/A30/H33/R38/S40,
K28/H30/T33/P38/S40,
K28/S30/H33/H38/S40,
K28/R30/H33/G38/S40,
K28/Q30/N33/Q38/S40,
K28/R30/G33/N38/S40,
K28/R30/G33/S38/S40,
K28/A30/D33/H38/S40,
K28/D30/A33/H38/S40,
K28/A30/H33/Q38/S40,
K28/N30/H33/G38/S40,
K28/N30/H33/A38/S40,
K28/S30/V33/Q38/S40,
K28/G30/V33/T38/S340,
R28/A30/V33/G38/S40,

Q28/N30/Y33/K38/K40,
S28/N30/R33/S38/R40,
Q28/N30/N33/Q38/K40,
K28/N301S33/R38/540,
Q28/N30/K33/R38PT40,
N28/N30/S33/R38/R40,
Q28/N30/R33/Q38/K40,
T28/N30/R33/Q38/R40,
Q28/N30/E33/D38/H40,
H28/N30/Y33/D38/540,
Q28/N30/Y33/E38/K40,
Q28/N30/R33/A38/R40,
K28/N30/T33/A38/A40,
T28/N30/E33/S38/D40,
K28/N30/R33/S38/S40,
K28/N30/R33/N38/Q40,
R28/N30/Y33/Q38/S40,
K28/N30/R33/Q38/Q40,
K28/H30/H33/R38/S40,
K28/G30/H33/Y38/S40,
K28/N30/H33/R38/S40,
K28/A30/N33/Q38/S40,
K28/Q30/T33/Q38/S40,
K28/N30/A33/Q38/S40,
K28/S30/R33/Q38/S40,
K28/S30/H33/R38/S40,
K28/N30/H33/E38/S40,
K28/R30/G33/T38/S40,
K28/N30/N33/Q38/S40,
K28/H30/M33/A38/S40,
K28/D30/V33/H38/S40,
K28/G30/V33/H38/S40,
R28/D30/V33/R38/S40,

Dicha variante |-Crel es una variante capaz de escindir al menos una secuencia diana de ADN que no se escinde
mediante la endonucleasa doméstica parental (I-Crel D75N), teniendo dicha variante los residuos de aminoacidos en
las posiciones 28, 30, 33, 38 y 40 respectivamente, que se seleccionan del grupo constituido por:

Q28/N301Y33/K38/R40,
Q28/N30/T33/Q38/K40,
K28/N30/T33/R38/Q40,
K28/N30/R33/E38/R40,
Q28/N30/Y33/R38/K40,
N28/N30/S33/R38/K40,
E28/N30/R33/R38/K40,
Q28/N30/T33/Q38/R40,
R28/N30/T33/R38/A40,
Q28/N30/R33/A38/R40,
K28/N30/R33/K38/A40,
K28/N30/R33/S38/S40,
K28/N30/R33/N38/Q40,
R28/N30/Y33/Q38/S40,
K28/N30/R33/Q38/Q40,
K28/H30/H33/R38/S40,
K28/G30/H33/Y38/S40,
K28/N30/H33/R38/S40,
K28/A30/N33/Q38/S40,
K28/Q30/T33/Q38/S40,
K28/N30/A33/Q38/540,
K28/S30/R33/Q38/S40,
K28/S30/H33/R38/S40,
K28/N30/H33/E38/S40,

R28/N30/K33/R38/Q40,
Q28/N30/R33/R38/K40,
K28/N30/S33/R38/E40,
K28/N30/S33/R38/S40,
Q28/N30/K33/R38/T40,
N28/N30/S33/R38/R40,
K28/N30/N33/Q38/A40,
K28/N30/R33/T38/Q40,
H28/N30/Y33/D38/S40,
R28/N30/R33/E38/R40,
K28/N30/R33/N38/A40.,
K28/N30/R33/Y38/A40,
T28/N30/T33/Q38/R40,
Q28/N30/R33/Q38/R40,
K28/N30/R33/Q38/A40,
K28/D30/N33/H38/S40,
K28/A30/R33/Q38/S40,
K28/R30/R33/E38/S40,
K28/D30/H33/K38/S40,
K28/G30/R33/Q381S40
K28/N30/H33/N38/540,
K28/T30/D33/H38/S40,
K28/N30/R33/A38/540,
K28/D30/R33/T38/S40,

Q28/N30/R33/R38/R40,
K28/N30/T33/Q38/R40,
S28/N30/Y33/R38/K40,
R28/N30/R33/D38/R40,
R28/N30/A33/Y38/Q40,
S28/N30/R33/Q38/R40,
S28/N30/Y33/Q38/K40,
K28/N30/R33/T38/R40,
S28/N30/Q33/A38/A40,
K28/N30/R33/A38/R40,
T28/N30/E33/S38/D40,
A28/N30/N33/R38/K40,
K28/N30/R33/Q38/Y40,
K28/N30/R33/A38/Q40,
K28/N30/T33/A38/S40,
K28/E30/S33/R38/S40,
K28/S30/R33/G38/S40,
K28/D30/G33/H38/S40,
K28/K30/H33/R38/540,
K28/R30/P33/G38/S40,
K28/H30/H33/A38/540,
K28/H30/H33/Q3.8/S40,
K28/S30/H33/Q38/S40,
K28/D30/R33/S38/S40,

Q28/N30/Y33/K38/K40,
S28/N30/R33/S38/R40,
K28/N30/S33/R38/D40,
A28/N30/533/Q38/R40,
K28/N30/R33/Q38/E40,
Q28/N30/R33/Q38/K40,
T28/N30/R33/Q38/R40,
Q28/N30/E33/D38/H40,
K28/N30/R33/Q38/R40,
K28/N30/T33/A38/A40,
R28/N30/R331Y38/Q40,
K28/N30/R33/A38/T40,
Q28/N30/S33/R38/K40,
A28/N30/R33/Q38/R40,
K28/A30/H33/R38/S40,
K28/H30/T33/P38/S40,
K28/S30/H33/H38/S40,
K28/R30/H33/G38/S40,
K28/Q30/N33/Q38/S40,
K28/R30/G33/N38/S40,
K28/R30/G33/S38/S40,
K28/A30/D33/H38/S40,
K28/D30/A33/H38/S40,
K28/A30/H33/Q38/540,
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K28/R30/G33/T38/S40, K28/N30/H33/538/540, K28/Q30/H33/Q38/S40, K28/N30/H33/G38/S40,
K28/N30/N33/Q381S40, K28/N30/D33/Q38/S40, K28/D30/R33/G38/S40, K28/N30/H33/A38/S40,
K28/H30/M33/A38/S40, K28/S30/S33/H38/S40, K28/G30N33/A38/S40, K28/D30N33/H38/540,

R28/D30/V33/Q38/S40, K28/G30/V33/T38/S340, K28/G30/V33/H38/S40, K28/G30/V33/R38/S40 y
K28/G30/V33/G38/S40.

Dicha variante I-Crel es una variante capaz de escindir al menos una secuencia diana de ADN constituida por
un sitio I-Crel mutante en el que al menos la a en posicién — 8 y/o la t en posicién + 8 se han sustituido con un
nucleoétido diferente, teniendo dicha variante los residuos de aminoacidos en las posiciones 28, 30, 33, 38 y
40 respectivamente, que se seleccionan del grupo constituido por:

Q28/N30/Y33/K38/R40, R28/N30/K33/R38/Q40, Q28/N30/R33/R38/R40, Q28/N30/Y33/K38/K40,
Q28/N30/T33/Q38/K40, Q28/N30/R33/R38/K40, K28/N30/T33/Q38/R40, S28/N30/R33/S38/R40,
N28/N30/Y33/Q38/R40, K28/N30/S33/R38/E40, Q28/N30/N33/Q38/K40, S28/N30/Y33/R38/K40,
K28/N30/S33/R38/D40, K28/N30/R33/E38/R40, K28/N30/S33/R38/S40, R28/N30/R33/D38/R40,
A28/N30/S33/Q38/R40, Q28/N30/Y33/R38/K40, Q28/N30/K33/R38/T40, R28/N30/A33/Y38/Q40,
K28/N30/R33/Q38/E40, N28/N30/S33/R38/K40, N28/N30/S33/R38/R40, Q28/N30/Y33/Q38/K40,
Q28/N30/Y33/Q38/R40, S28/N30/R33/Q38/R40, Q28/N30/R33/Q38/K40, E28/N30/R33/R38/K40,
K28/N30/N33/Q38/A40, S$28/N30/Y33/Q38/K40, T28/N30/R33/Q38/R40, Q28/N30/T33/Q38/R40,
K28/N30/R33/T38/R40, Q28/N30/E33/D38/H40, R28/N30/Y33/N38/A40, Q28/N30/Y33/T38/R40,
R28/N30/T33/R38/A40, H28/N30/Y33/D38/S40, Q28/N30/Y33/R38/A40, Q28/N30/Y33/A38/R40,
S28/N30/Q33/A38/A40, Q28/N30/Y33/E38/K40, T28/N30/N33/Q38/R40, Q28/N30/Y33/R38/S40,
K28/N30/R33/Q38/R40, Q28/N30/R33/A38/R40, Q28/N30/N33/Q38/R40, R28/N30/R33/E38/R40,
K28/N30/R33/A38/R40, K28/N30/T33/A38/A40, K28/N30/R33/K38/A40, R28/N30/A33/K38/S40,
K28/N30/R33/N38/A40, T28/N30/E33/S38/D40, R28/N30/N33/Q38/D40, R28/N30/R33/Y38/Q40,
K28/N30/Y33/Q38/N40, K28/N30/R33/S38/S40, K28/N30/R33/Y38/A40, A28/N30/N33/R38/K40,
K28/N30/R33/A38/T40, T28/N30/T33/Q38/R40, K28/N30/R33/Q38/Y40, Q28/N30/S33/R38/K40,
R28/N30/Y33/Q38/540, Q28/N30/R33/Q38/R40, A28/N30/R33/Q38/R40, K28/N30/R33/Q38/Q40,
K28/N30/R33/Q38/A40, K28/N30/T33/A38/S40, K28/A30/H33/R38/S40, K28/H30/H33/R38/S40,
K28/D30/N33/H38/S40, K28/E30/S33/R38/S40, K28/H30/T33/P38/S40, K28/G30/H33/Y38/S40,
K28/A30/R33/Q38/S40, K28/S30/R33/G38/S40, K28/S30/H33/H38/S40, K28/N30/H33/R38/S40,
K28/R30/R33/E38/S40, K28/D30/G33/H38/S40, K28/R30/H33/G38/S40, K28/A30/N33/Q38/S40,
K28/D30/H33/K38/S40, K28/K30/H33/R38/540, K28/Q30/N33/Q38/S40, K28/Q30/T33/Q38/S40,
K28/G30/R33/Q38/S40 K28/R30/P33/G38/S40, K28/R30/G33/N38/S40, K28/N30/A33/Q38/S40,
K28/N30/H33/N38/S40, K28/H30/H33/A38/S40, K28/R30/G33/S38/S40, K28/S30/R33/Q38/S40,
K28/T30/D33/H38/S40, K28/H30M33/Q38/540, K28/A30/D33/H38/S40, K28/S30/H33/R38/540,
K28/N30/R33/A38/S40, K28/S30/H33/Q38/S40, K28/D30/A33/H38/S40, K28/N30/H33/E38/S40,
K28/D30/R33/T38/S40, K28/D30/R33/S38/S40, K28/A30/H33/Q38/S40, K28/R30/G33/T38/S40,
K28/N30/H33/S38/S40, K28/Q30/H33/Q38/S40, K28/N30/H33/G38/S40, K28/N30/N33/Q38/S40,
K28/N30/D33/Q38/S40, K28/D30/R33/G38/S40, K28/N30/H33/A38/S40, K28/H30/M33/A38/S40,
K28/S30/S33/H38/S40, K28/G30/V33/A38/S40, K28/S30/V33/Q38/S40, K28/D30/V33/H38/S40,
R28/D30/V33/Q38/S40, K28/G30/V33/Q38/S40 K28/G30/V33/T38/S40, K28/G30/V33/H38/S40,
K28/G30/V33/R38/S40, K28/G30/V33/G38/S40, R28/A30/V33/G38/S40, R28/D30/V33/R38/S40,
R28/N30/V33/Q38/S40 y N28/T30/V33/D38/S40.

Dicha variante I-Crel es una variante capaz de escindir al menos una secuencia diana de ADN constituida por un
sitio I-Crel mutante en el que al menos la a en la posicion — 9 y/o la t en posicion + 9 se han sustituido con un
nucleétido diferente, teniendo dicha variante los residuos de aminoacidos en las posiciones 28, 30, 33, 38 y 40
respectivamente, que se seleccionan del grupo constituido por:

Q28/N30/Y33/K38/R40, R28/N30/K33/R38/Q40, Q28/N30/R33/R38/R40, Q28/N30/Y33/K38/K40,
Q28/N30/T33/Q38/K40, Q28/N30/R33/R38/K40, K28/N30/T33/Q38/R40, S28/N30/R33/S38/R40,
K28/N30/T33/R38/Q40, K28/N30/S33/R38/E40, S28/N30/Y33/R38/K40, K28/N30/S33/R38/D40,
K28/N30/R33/E38/R40, K28/N30/S33/R38/540, R28/N30/R33/D38/R40, Q28/N30/Y33/R38/K40,
R28/N30/A33/Y38/Q40, N28/N30/S33/R38/K40, N28/N30/S33/R38/R40, E28/N30/R33/R38/K40,
K28/N30/N33/Q38/A40, K28/N30/R33/T38/Q40, K28/N30/R33/T38/R40, Q28/N30/E33/D38/H40,
R28/N30/T33/R38/A40, H28/N30/Y33/D38/S40, K28/N30/R33/Q38/R40, Q28/N30/R33/A38/R40,
R28/N30/R33/E38/R40, K28/N30/R33/A38/R40, K28/N30/T33/A38/A40, K28/N30/R33/K38/A40,
K28/N30/R33/N38/A40, R28/N30/R33/Y38/Q40, K28/N30/R33/S38/S40, A28/N30/N33/R38/K40,
K28/N30/R33/A38/T40, K28/N30/R33/N38/Q40, T28/N30/T33/Q38/R40, K28/N30/R33/Q38/Y40,
Q28/N30/S33/R38/K40, K28/N30/R33/A38/Q40, A28/N30/R33/Q38/R40, K28/N30/R33/Q38/A40,
K28/N30/T33/A38/S40, K28/A30/H33/R38/S40, K28/H30/H33/R38/S40, K28/D30/N33/H38/S40,
K28/E30/S33/R38/S40, K28/830/R33/G38/S40, K28/S30/H33/H38/S40, K28/N30/H33/R38/S40,
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K28/R30/R33/E38/S40, K28/D30/G33/H38/S40, K28/D30/H33/K38/S40, K28/K30/H33/R38/540,
K28/Q30/N33/Q38/S40, K28/R30/G33/N38/S40, K28/N30/H33/N38/S40, K28/H30/H33/A38/S40,
K28/R30/G33/S38/S40, K28/T30/D33/H38/S40, K28/A30/D33/H38/S40, K28/S30/H33/R38/540,
K28/N30/R33/A38/540, K28/D30/A33/H38/S40, K28/D30/R33/T38/S40, K28/D30/R33/S38/S40,
K28/R30/G33/T38/S40, K28/N30/H33/S38/S40, K28/N30/H33/G38/S40, K28/N30/N33/Q38/S40,
K28/D30/R33/G38/S40, K28/N30/H33/A38/S40, K28/H30/M33/A38/S40, K28/S30/S33/H38/S40,
K28/G30/V33/A38/S40, K28/D30/V33/H38/S40, K28/G30/V33/T38/S340, K28/G30/V33/H38/S40,

K28/G30/V33/R38/S40 y K28/G30/V33/G38/S40.
Dicha variante I-Crel puede comprender una o mas mutacion(es) adicionales.

Los residuos que estan mutados pueden estar, de forma ventajosa, en las posiciones en contacto con la secuencia
diana de ADN o que interaccionan directa o indirectamente con dicha diana de ADN. Preferentemente, dichas
mutaciones estan en las posiciones seleccionadas del grupo constituido por: 124, Q26, S32, Q44, R68, R70, D75, 177
y T140. Preferentemente, dicha variante de I-Crel comprende una o mas mutaciones seleccionadas del grupo
constituido por:

- la mutacién de isoleucina en la posicion 24 en una valina (124V),
- la mutacion de la arginina en la posicion 70 en una serina (IR70S), y

- la mutacion del acido aspartico en la posicion 75, en un aminoacido sin carga, preferentemente una asparagina
(D75N) o una valina (D75V).

Ademas, otros residuos se pueden mutar en toda la secuencia de I-Crel y, en particular, en la mitad C-terminal de I-
Crel (posiciones 80 a 163). Las sustituciones en la mitad C-terminal de I|-Crel estan, preferentemente, en las
posiciones: 80, 82, 85, 86, 87, 94, 96, 100, 103, 114, 115, 117, 125, 129, 131, 132, 147, 151, 153, 154, 155, 157,
159 y 160 de I-Crel.

Ademas, dicha variante puede incluir uno o mas residuos insertados en el extremo NH; y/o el extremo COOH. Por
ejemplo, un residuo de metionina se introduce en el extremo NH>, un marcador (epitopo o secuencia de polihistidina)
se introduce en el extremo NH, y/o el extremo COOH; dicho marcador es Util para la deteccion y/o purificacion de
dicha variante.

La variante I-Crel puede ser un homodimero o un heterodimero.
Dicha variante I-Crel también puede ser un heterodimero que comprende mondémeros de dos variantes diferentes.

También se describe una endonucleasa quimérica monocatenaria que comprende un monémero de una variante |-
Crel como se ha definido anteriormente.

También se describe un fragmento polinucleotidico que codifica una variante I-Crel o una endonucleasa quimérica
monocatenaria derivada de dicha variante, como se ha definido anteriormente.

También se describe un vector recombinante que comprende al menos un fragmento polinucleotidico que codifica
una variante o una endonucleasa quimérica monocatenaria derivada de dicha variante, como se ha definido
anteriormente. Dicho vector puede comprender un fragmento polinucleotidico, un mondémero de una variante
homodimérica, dos monémeros o un monémero y un dominio de una molécula monocatenaria. Como alternativa,
dicho vector puede comprender dos fragmentos polinucleotidicos, cada uno de los cuales codifica uno de los
monoémeros de una variante heterodimérica.

Un tipo de vector preferido es un episoma, es decir un acido nucleico capaz de replicacién extracromosémica.
Vectores preferidos son aquellos capaces de replicarse de forma autébnoma y/o de expresar los acidos nucleicos a
los que estan unidos. Los vectores capaces de dirigir la expresion de los genes a los que estan unidos
operativamente se denominan en el presente documento “vectores de expresion”.

Un vector comprende, entre otros, un YAC (cromosoma artificial de levadura), un BAC (artificial bacteriano), un
vector baculovirus, un fago, un fagemido, un césmido, un vector viral, un plasmido, un vector de ARN o una molécula
de ADN o ARN lineal o circular que puede consistir en ADN cromosdmico, no cromosémico, semisintético o sintético.
En general, los vectores de expresiéon de utilidad en técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de
“plasmidos”, que, en general, se denomina bucles de ADN bicatenario circular que, en su forma de vector, no estan
unidos al cromosoma. Los expertos en la técnica conocen un nimero elevado de vectores adecuados.
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Los vectores virales incluyen retrovirus, adenovirus, parvovirus (p. €j., virus adenoasociados), coronavirus, virus de
ARN de hebra negativa tales como ortomixovirus (p. €j., el virus de la gripe), rhabdovirus (p. €j., virus de la rabia y de
la estomatitis vesicular), paramixovirus (p. €j., del sarampién y Sendai), virus de ARN de hebra positiva tales como
picornavirus y alfavirus, y virus de ADN bicatenario, incluidos adenovirus, herpesvirus (p. €j., virus del herpes simple
de tipos 1y 2, virus de Epstein-Barr, citomegalovirus), y poxvirus (p. €j., vaccinia, ciruela aviar y viruela del canario).
Otros virus incluyen, por ejemplo, el virus Norwalk, togavirus, flavivirus, reoviruses, papovavirus, hepadnavirus y el
virus de la hepatitis.

Los vectores pueden comprender marcadores seleccionables, por ejemplo: Neomicina fosfotransferasa, hisitidinol
deshidrogenasa, dihidrofolato reductasa, higromicina fosfotransferasa, timidina quinasa del virus del herpes simple,
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.

Preferentemente, dichos vectores son vectores de expresion en los que la(s) secuencia(s) que codifican la variante
de la invencién se colocan bajo el control de los elementos de control de la transcripcion y traduccion adecuados
para permitir la produccion o sintesis de dicha variante. Por tanto, dicho polinucleétido esta comprendido en el
casete de expresion. Mas particularmente, le vector comprende un origen de replicacion, un promotor unido
operativamente a dicho polinucleétido de codificacion, un sitio de unién a ribosoma, un sitio de corte y empalme en
ARN (cuando se usa ADN gendmico), un sitio de poliadenilacion y un sitio de terminacion de la transcripcion.
También puede comprender un potenciador. La seleccion de promotor dependera de la célula en la que se exprese
el polipéptido. Preferentemente, cuando dicha variante es un heterodimero, los dos polinucleétidos que codifican
cada uno de los monoémeros se incluyen en un vector que es capaz de dirigir la expresion de ambos polinucleétidos
de forma simultanea.

Dicho vector puede también incluir una construcciéon dirigida que comprende secuencias que comparten homologias
con la regién que rodea a la secuencia diana de ADN como se ha definido anteriormente.

Mas preferentemente, dicha construccion de ADN dirigida comprende:

a) secuencias que comparten homologias con la regién que rodea a la secuencia diana de ADN como se ha definido
anteriormente, y

b) secuencias que se van a introducir flanqueadas por la secuencia como se define en a).

También se describe una célula huésped procariota o eucariota que se modifica mediante un polinucle6tido o un
vector como se ha definido anteriormente, preferentemente un vector de expresion.

También se describe un animal transgénico no humano o una planta transgénica, que se caracteriza porque todas o
parte de sus células estan modificadas por un polinucleétido o un vector como se ha definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, una célula se refiere a una célula procariota, tal como una célula
bacteriana, o célula eucariota, tal como una célula de animal, planta o levadura.

También se describe una composicién que comprende al menos una variante |-Crel, una endonucleasa quimérica
monocatenaria derivada de dicha variante, uno o dos polinucleétido(s), preferentemente incluidos en los vectores de
expresion, como se ha definido anteriormente.

Dicha composicion puede contener una construccion de ADN dirigida que comprende la secuencia que repara el
sitio de interés flanqueado por secuencias que comparten homologias con el locus diana.

La(s) secuencia(s) polinucleotidicas que codifican la variante o la endonucleasa quimérica monocatenaria derivada
de dicha variante, como se ha definido anteriormente, se puede(n) preparar mediante cualquier procedimiento
conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se amplifican a partir de un molde de ADNc mediante reaccion
en cadena de la polimerasa con cebadores especificos. Preferentemente, los codones de dicho ADNc se escogen
para favorecer la expresion de dicha proteina en el sistema de expresion deseado.

El vector recombinante que comprende dichos polinucleétidos se puede obtener e introducir en una célula huésped
mediante ADN recombinante bien conocido y técnicas de ingenieria genética.

La variante se produce expresando el(los) polipéptido(s) como se ha definido anteriormente; preferentemente

dicho(s) polipéptido(s) se expresan o coexpresan en una célula huésped modificada por uno o dos vector(es) de
expresion en condiciones adecuadas para la expresion o coexpresion de los polipéptidos y la variante se recupera
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del cultivo de células huésped.

También se describe un procedimiento de ingenieria genética que comprende una etapa de rotura de acido nucleico
bicatenario en un sitio de interés localizado en un vector que comprende una diana de ADN como se ha definido
anteriormente, poniendo en contacto dicho vector con una variante |-Crel o una endonucleasa quimérica
monocatenaria que comprende dicha variante como se ha definido anteriormente, de modo que se induce una
recombinacién homéloga con otro vector que presenta homologia con la secuencia que rodea el sitio de escision de
dicha variante.

También se describe un procedimiento de ingenieria gendmica que comprende las etapas de: 1) rotura bicatenaria
de un locus gendmico que comprende al menos una secuencia diana de ADN como se ha definido anteriormente,
poniendo en contacto dicha diana con una variante I-Crel o una endonucleasa quimérica monocatenaria que
comprende dicha variante como se ha definido anteriormente; 2) mantener dicho locus gendmico roto en
condiciones adecuadas para la recombinacion homoéloga con una construccion de ADN dirigida que comprende la
secuencia que se va a introducir en dicho locus, flanqueado por secuencias que comparten homologias con el locus
diana.

También se describe un procedimiento de ingenieria gendmica caracterizado porque comprende las etapas
siguientes: 1) rotura bicatenaria de un locus genémico que comprende al menos una secuencia diana de ADN como
se ha definido anteriormente, poniendo en contacto dicho sitio de escisibn con una variante |-Crel o una
endonucleasa quimérica monocatenaria que comprende dicha variante como se ha definido anteriormente; 2)
mantener dicho locus gendomico roto en condiciones adecuadas para la recombinacion homéloga con ADN
cromosémica que comparte homologias con las regiones que rodean el sitio de escision.

También se describe el uso de una variante de endonucleasa |-Crel que se puede obtener mediante el
procedimiento como se ha descrito anteriormente para biologia molecular, ingenieria genética in vivo o in vitro e
ingenieria genodmica in vivo o in vitro para fines no terapéuticos, para escindir una secuencia diana de ADN como se
ha definido anteriormente.

Biologia molecular incluye, sin limitaciones, restriccion de ADN y mapeo de ADN. Ingenieria genética y gendmica
para fines no terapéuticos incluyen, por ejemplo, (i) genes diana de loci especificos en lineas de empaquetamiento
celular para produccién de proteinas, (ii) genes diana de loci especificos en plantas de cosechas para mejorar cepas
e ingenieria metabdlica, (iii) recombinacion dirigida para la eliminaciébn de marcadores en cosechas modificadas
genéticamente, (iv) recombinaciéon dirigida para la eliminacion de marcadores en cepas de microorganismos
modificadas genéticamente (para, por ejemplo, la produccién de antibioticos).

Dicho uso puede ser para inducir una rotura bicatenaria en un sitio de interés que comprende una secuencia diana
de ADN escindida por una variante como se ha definido anteriormente, de modo que se induce un acontecimiento de
recombinacién de ADN, una pérdida de AND o muerte celular.

En una realizacion concreta, se usa una variante de I-Crel que tiene una arginina (R) o una lisina (K) en la posicién
38 para la escisién de una diana de ADN que comprende una guanina en la posicion — 9 o una citosina en la
posicion + 9.

Dicha rotura bicatenaria es para: reparar una secuencia especifica, modificar una secuencia especifica, restablecer
un gen funcional en lugar de uno mutado, atenuar o activar un gen endégeno de interés, introducir una mutacion en
un sitio de interés, introducir un gen exdégeno o una parte del mismo, inactivar o detectar un gen endégeno o una
parte del mismo, translocar un brazo cromos6mico o dejar el ADN sin reparar y degradado.

También se describe el uso de al menos una variante de I-Crel como se ha definido anteriormente para la
preparacién de un medicamento para prevenir, mejorar o curar una enfermedad genética en un individuo que lo
necesite, administrandose dicho medicamento por cualquier medio a dicho individuo.

También se describe un procedimiento para prevenir, mejorar o curar una enfermedad genética en un individuo que
lo necesite, comprendiendo dicho procedimiento al menos la etapa de administrar a dicho individuo una composicion
como se ha definido anteriormente por cualquier medio.

En una realizaciéon concreta, se usa una variante de I-Crel que tiene una arginina (R) o una lisina (K) en la posicién
38 para la escision de una diana de ADN gendmico que comprende una guanina en la posicion — 9 o una citosina en
la posicion + 9.

También se describe el uso de al menos una variante de I-Crel como se ha definido anteriormente para la
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preparacién 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 por
cualquier medio a dicho individuo.

También se describe un procedimiento para prevenir, mejorar o curar una enfermedad causada por un agente
infeccioso que presenta un intermedio de ADN, en un individuo que lo necesite, comprendiendo dicho procedimiento
al menos la etapa de administrar a dicho individuo una composicién como se ha definido anteriormente por cualquier
medio.

También se describe el uso de al menos una variante de I-Crel como se ha definido anteriormente, in vitro, para
inhibir la propagacion, inactivar o eliminar un agente infeccioso que presenta un ADN intermedio, en productos
biologicos derivados o productos destinados para usos biolégicos o para desinfectar un objeto.

También se describe un procedimiento para descontaminar un producto o material de un agente infeccioso que
presenta un ADN intermedio, comprendiendo dicho procedimiento al menos la etapa de poner en contacto un
producto derivado biol6gico, un producto destinados para usos biolégicos o un objeto, con una composicién como se
ha definido anteriormente, durante un tiempo suficiente para inhibir la propagacion, inactivar o eliminar dicho agente
infeccioso.

En una realizacion concreta, se usa una variante de I-Crel que tiene una arginina (R) o una lisina (K) en la posicién
38 para la escision de una diana de ADN de dicho agente infeccioso que comprende una guanina en la posicion — 9
0 una citosina en la posicion + 9.

En otra realizacion concreta, dicho agente infeccioso es un virus. Por ejemplo, dicho virus es un adenovirus (Ad11,
Ad21), herpesvirus (HSV, VZV, EBV, CMV, herpesvirus 6, 7 o 8), hepadnavirus (HBV), papovavirus (HPV), poxvirus
o retrovirus (HTLV, HIV).

También se describe el uso de al menos una variante I-Crel, como se ha definido anteriormente, como armazi para
fabricar otras meganucleasas. Por ejemplo, una segunda ronda de mutagénesis y deteccion selectiva se puede
realizar con dicha variante de I-Crel, con el fin de fabricar nuevas endonucleasas domésticas de segunda
generacion.

De acuerdo con otra realizaciéon ventajosa de dichos usos, dicha variante de I-Crel se asocia con una construcciéon
de ADN dirigida como se ha definido anteriormente.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa de dichos usos, dicha variante I-Crel tiene residuos de aminoacidos en las
posiciones 28, 30, 33, 38 y 40 respectivamente, que se seleccionan del grupo constituido por: KNSQS, KNRQS,
KNTQS, KNHQS.

El uso de la variante I-Crel meganucleasa y los procedimientos de usar dicha variante I-Crel meganucleasa incluyen
también el uso de la endonucleasa quimérica monocatenaria derivada de dicha variante, en el que el
polinucleétido(s), vector, célula, planta transgénica o mamifero transgénico no humano codifica dicha variante o
endonucleasa quimérica monocatenaria, como se ha definido anteriormente.

Otras caracteristicas que apareceran a partir de la descripcion que sigue, que se refiere a ejemplos que ilustran las
variantes de endonucleasa doméstica I-Crel y a sus usos, asi como a las figuras adjuntas en las que:

- la figura 1 representa dianas de ADN. A. Dos dianas de |-Crel palindromicas derivadas del sitio doméstico natural I-
Crel. La diana natural I-Crel contiene dos palindromos, en recuadros en gris: los nucleétidos -8 a—- 12y +8a + 12
por un lado y los nucleétidos —5a -3y + 3 a + 5 por otro lado. De la diana natural, denominada C1234 (SEQ ID
NO: 1) se puede derivar las secuencias palindromicas C1221 y C4334 (SEQ ID NO: 2, 3). Ambas se cortan con I-
Crel, in vitro y en levadura. B. Las 64 dianas de ADN. Las 64 dianas derivan de C1221 (SEQ ID NO: 4 a 67).
Corresponden a los palindromos perfectos de 24 pb resultantes de las sustituciones en las posiciones — 10, — 9, — 8,
+8,+9y+10.

- la figura 2 ilustra el principio del ensayo de deteccion selectiva en levaduras. Una cepa que expresa la
meganucleasa que se va a someter a ensayo (MEGA), marcada con el gen LEU2, se aparea con una cepa que alija
un plasmido indicador que contiene la diana elegida, marcada por el gen TRP1. La diana esta flanqueada por genes
LacZ truncados solapantes (LAC y ACZ). En diploides (LEU2 TRP1), la escisién del sitio diana mediante la
meganucleasa induce recombinacion homoéloga entre las dos repeticiones lacZ, resultante en un gen de beta-
galactosidasa funcional, que se puede monitorizar mediante tincién con X-gal.
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- la figura 3 representa las secuencias de la proteina armazén I-Crel N75 y los cebadores degenerados usados para
la construccion de las bibliotecas Ulib4 y Ulib5. A. El armazoén (SEQ ID NO: 68) es el ORF de I-Crel que incluye la
sustitucion del codén D75N vy tres codones adicionales (AAD) en el extremo 3’. B. Cebadores (SEQ ID NO: 69, 70,
71),

- la figura 4 representa el vector de expresion de meganucleasa pCLS0542. pCLS0542 es un vector de replicacion
de micrémetros marcado con un gen auxétrofo de LEU2 y un promotor Gal10 inducible para dirigir la expresion de
las variantes I-Crel,

- la figura 5 representa el vector indicador pCLS0042. El vector indicador estda marcado con TRP1 y URA3. Las
repeticiones en tandem de LacZ comparten 800 pb de homologia y estan separados por 1,3 kb de ADN. Estan
rodeados por el promotor de ADH y secuencias de terminacion. Los sitios diana se clonan en el sitio Smal.

- la figura 6 ilustra el fundamento de las bibliotecas de variantes I-Crel. A. Estructura del homodimero de I-Crel unido
a su diana de ADN, de acuerdo con Chevalier y col., J. Mol. Biol., 2003, 329, 253 — 269, y localizacion del area de la
interfaz de union elegida para aleatorizacion en este estudio; los residuos 28, 30, 33, 38 y 40 estan marcados en
negro en el mondémero de la izquierda. B. Zoom que muestra los residuos 28, 30, 33, 38 y 40 elegidos para
aleatorizacion. C. Resumen de la interaccion I-Crel/ADN en la regién externa de la diana de ADN de I-Crel (en negro
en la figura 6A). La diana representada, C1221 (SEQ ID NO: 3) es una diana palindromica escindida por Crel
(Chevalier y col., 2003, citado previamente). Solo se indican los contactos especificos de base. La region 10NNN (+
8, £9, £10 nucledtidos, en negro en la Figura 6A) de la diana estd en un recuadro. D. Posicién de los residuos
aleatorizados en Ulib4 (30, 33, 38). E. Posicion de los residuos aleatorizados en Ulib5 (28, 30, 38). F. Posicién de los
residuos aleatorizados en Lib4 (28, 33, 38, 40).

- la figura 7 representa los patrones de escision de las 141 variantes de I-Crel que escinden 37 nuevas dianas de
ADN. Para cada una de las variantes de I-Crel obtenidas tras la deteccion selectiva y definidas por los residuos en
las posiciones 28, 30, 33, 3 8, 40, 70 y 75, la escision se monitorizé en levaduras con las 64 dianas descritas en la
Figura IB. Las dianas se designan con tres letras correspondientes a los nucleétidos en las posiciones — 10, — 9y —
8. Por ejemplo, GGG corresponde a la diana tcgggacgtcgtacgacgtcccga (SEQ ID NO: 4; véase la Figura 1). Los
valores corresponden a la intensidad de la escisiéon, evaluados mediante un software adecuado tras el escaneo del
filtro.

- la figura 8 ilustra ejemplos de patrones y los nimeros de mutantes que escinden cada diana. A. Ejemplos de
perfiles. Cada nueva endonucleasa se perfila en levaduras en una serie de 64 dianas palindrémicas descritas en la
Figura 1B, que difieren de la secuencia mostrada en la figura 1A en las posiciones + 8, + 9 y + 10. Estas dianas
estan dispuestas como en la Figura 8B. Cada secuencia diana se denomina por el triplete — 10, — 9, — 8 (10NNN).
Por ejemplo, GGG corresponde a la diana tcgggacgtcgtacgacgtcccga (SEQ ID NO: 4; véase la Figura 1B). Las
meganucleasas se prueban 4 veces contra las 64 dianas. Las dianas escindidas por -Crel (D75), I-Crel N75 o diez
variantes derivadas se visualizan como puntos negros o grises. B. Los numeros de mutantes que escinden cada
diana y la intensidad media de la escision. Cada secuencia se denomina por el triplete — 10, — 9, — 8 (10NNN). El
numero de proteinas que escinden cada diana se muestra mas adelante y el nivel de coloracién en gris es
proporcional a la intensidad media de la sefal obtenida con estos cortadores en levaduras.

Ejemplo 1: Endonucleasas Funcionales con nueva especificidad hacia los nucleétidos + 8, £ 9 y + 10 (10NNN)
El procedimiento de producir variantes meganucleasas y los ensayos basados en recombinacion inducida por
escision en células de levadura, que se usan para deteccién selectiva de variantes con especificidad alterada, se
describen en la solicitud de patente internacional PCT WO 2004/067736 y Epinat y col., N.A.R., 2003, 31, 2952 —
2962. Estos ensayos tienen como resultado un gen indicador LacZ funcional que se puede monitorizar mediante
procedimientos estandar (Figura 2).

A) Materiales y procedimientos

a) Construccién de bibliotecas mutantes

Se sintetizaron los marcos de lectura abiertos de I-Crel wt (I-Crel D75), I-Crel D75N (I-Crel N75) y I-Crel S70 N75
como se ha descrito anteriormente (Epinat y col., N.A.R., 2003, 31, 2952 — 2962). Las bibliotecas combinatorias
derivaron del armazén I-Crel N75, |-Crel D75 o I-Crel S70 N75 sustituyendo dos o tres combinaciones diferentes de
residuos, potencialmente implicados en las interacciones con las bases en las posiciones + 8 a 10 de un semisitio
diana de ADN. La diversidad de las bibliotecas de meganucleasas se gener6 mediante PCR usando cebadores
degenerados que alojan un Unico coddon degenerado en cada una de las posiciones seleccionadas.
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La mutacién D75N se introdujo sustituyendo el codén 75 con aac. Después, tres codones en las posiciones N30,
Y33 y Q38 (biblioteca Ulib4) o K28, N30 y Q38 (biblioteca Ulib5) se sustituyeron con un codén degenerado VVK (18
codones) que codifica 12 aminoacidos diferentes. A,D,E,G,H,K,N,P,Q,R,S,T). En consecuencia, la diversidad
maxima (teorica) de estas bibliotecas de proteinas fue 12% 0 1728. No obstante, en términos de acidos nucleicos, la
diversidad fue 18° 0 5832.

En Lib4, solicitada de BIOMETHODES, una arginina en la posicion 70 del armazén |-Crel N75 se sustituyé primero
con una serina (R70S). Después se aleatorizaron las posiciones 28, 33, 38, 40. Los aminoacidos regulares (K28,
Y33, Q38 y S40) fueron sustituidos con uno de 10 aminoacidos (A,D,E,K,N,Q,R,S,T,Y). La biblioteca resultante tiene
una complejidad tedrica de 10.000 en términos de proteinas.

Ademas, las bibliotecas pequefias de complejidad 225 (152) resultantes de la aleatorizacion de solo dos posiciones
se construyeron en un armazoén -Crel N75 o I-Crel D75 usando el codén degenerado NVK (24 codones, aminoacidos
ACDEGHKNPQRSTWY).

Los fragmentos portadores de combinaciones de las mutaciones deseadas se obtuvieron mediante PCR usando un
par de cebadores degenerados que codifican 10, 12 o 15 aminoacidos diferentes, y como molde de ADN, los marcos
de lectura abierta (ORF) |-Crel N75 (Figure 3A), I-Crel D75 o |-Crel S70 N75 Por ejemplo, la figura 3B ilustra los dos
pares de cebadores (Ulib456for y Ulib4rev; Ulib456for y UlibSrev) usados para generar las bibliotecas Ulib4 y Ulib5,
respectivamente. Los correspondientes productos de PCR se clonaron de nuevo en el ORF de I-Crel N75 o I-Crel
D75 en el vector de expresién con replicaciéon de levaduras pCLS0542 (Epinat y col., citado anteriormente, Figura 4),
portador de un gen marcador auxétrofo de LEU2. En este vector de replicacion basado en micrometros, las variantes
I-Crel se encuentran bajo el control del promotor inducible de la galactosa.

b) Construccién de clones diana

El palindromo de 24 pb C1221 (tcaaaacgtcgtacgacgtttiga, SEQ ID NO: 3) es una repeticion del semisitio de la diana
de I-Crel natural casi palindromica (tcaaaacgtcgtgagacagtitgg, SEQ ID NO: 1). C1221 se escinde con tanta eficiencia
como la diana natural de I-Crel in vitro y ex vivo tanto en células de levadura como de mamifero. Las 64 dianas
palindrémicas se derivaron del siguiente modo: 64 pares de oligonucleétidos
(ggcatacaagtttcnnnacgtcgtacgacgtnnngacaatcgtctgtca (SEQ ID NO: 72) y secuencias complementarias inversas) se
solicitaron de Sigma, hibridaron y clonaron en pGEM-T Easy (PROMEGA) en la misma orientacién. Después, un
fragmento Pvull de 400 pb se escindi6 y clon6 en el vector de levaduras pFL39-ADHLACURAZ, también
denominado pCLS0042, descrito anteriormente (Epinat et al citado previamente, Figura 5) que tiene como resultado
64 vectores indicadores de levadura (plasmidos diana).

c) Cepas de levadura

Las tres bibliotecas de variantes de expresién de meganucleasas se transformaron en la cepa de levadura haploide
mutante leu2 FYC2-6A: MATalpha, trp1 A63, leu2A1, his3A200. Para la transformaciéon se usé un protocolo de
sustancia quimica / shock térmico clasico que habitualmente nos da 10° transformantes independientes por ng de
ADN derivado de (Gietz and Woods, Methods Enzymol., 2002, 350, 87 — 96). Los clones transformantes individuales
(Leu *) se escogieron individualmente en microplacas de 96 pocillos. Los 65 plasmidos diana se transformaron
usando el mismo protocolo en la cepa de levadura haploide FYBL2-7B: MATa, ura3 A851, trp1 A63, leu2A1, lys2
A202, resultante en 64 cepas probadoras.

d) Apareamiento de clones que expresan meganucleasa y deteccion selectiva en levaduras

Los clones que expresan meganucleasa se aparearon con cada una de las 64 cepas diana y los diploides se
analizaron para determinar la actividad beta-galactosidasa usando el ensayo de deteccion selectiva ilustrado en la
figura 2.

Los clones de variantes de I-Crel asi como las cepas indicadoras de levadura se almacenaron en glicerol (al 20 %) y
se replicaron en nuevas microplacas. El apareamiento se realizé usando un filtrador de colonias (QpixIl, GENETIX).
Los mutantes se vieron en los filtros de nylon que cubren las placas YPD usando una densidad elevada
(aproximadamente 20 puntos/cmz). Un segundo proceso se realizé con los mismos filtros para ver una segunda capa
consistente en 64 cepas de levadura que alojan indicadores diferentes para cada variante. Las membranas se
colocaron en un medio solido rico en YEPD con agarosa y se incubaron a 30 °C durante una noche para permitir el
apareamiento. Después, los filtros se transfirieron a medio sintético sin leucina y tripté6fano, con galactosa (2 %)
como fuente de carbono (y con G418 para los experimentos de coexpresion) y se incubaron durante cinco dias a
37 °C para seleccionar diploides, permitir la expresion de meganucleasas, escision y recombinacion del plasmido
indicador y expresion de beta-galactosidasa. Tras 5 dias, los filtros se colocaron en medio sélido con agarosa con
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0,02 % de X-Gal en tampédn fosfato sodico 0,5 M, pH 7,0, 0,1 % de SDS, 6 % de dimetil formamida (DMF), B-
mercaptoetanol 7 mM, 1 % de agarosa y se incubaron a 37 °C para monitorizar la actividad de B-galactosidasa. Tras
dos dias de incubacion, los clones positivos se identificaron mediante escaneo. La actividad de B-galactosidasa de
los clones se cuantificé usando un software adecuado.

Los clones que muestran una actividad contra al menos una diana se aislaron (primera deteccion selectiva). La
densidad de mancha se redujo después a 4 manchas/cm? y cada clon positivo se analizé contra las 64 cepas
indicadoras por cuadruplicado, creando de este modo perfiles completos (deteccién selectiva secundaria).

e) Secuencia

El marco de lectura abierto (ORF) de los clones positivos identificados durante la primera deteccién selectiva y/o la
secundaria en lavaduras se amplific6 mediante PCR con colonias de levadura usando cebadores: PCR-Gal10-F
(gcaactttagtgctgacacatacagg, SEQ ID NO: 73) y PCR-Gal10-R (acaaccttgattgcagacttgacc, SEQ ID NO: 74) de
PROLIGO. En resumen, la colonia de levaduras se escoge y resuspende en 100 pl de medio liquido con L-Glu y se
cultiva durante la noche. Tras la centrifugacion, el sedimento con la levadura se resuspende en 10 pul de agua estéril
y se usa para la reaccion de PCR en un volumen final de 50 ul que contiene 1,5 ul de cada cebador especifico (100
pmol/ul). Las condiciones de PCR fueron un ciclo de desnaturalizacién durante 10 minutos a 94 °C, 35 ciclos de
desnaturalizaciéon durante 30 s a 94 °C, hibridacion durante 1 min a 55 °C, extensién durante 1,5 min a 72 °C y una
extension final de 5 minutos. A continuacién, los productos resultantes de la PCR se secuenciaron.

f) Analisis de la estructura

Todos los analisis de las estructuras proteicas se realizaron usando PyMOL. Las estructuras de I-Crel corresponden
a la entrada en pdb1g9y. La numeracién de residuos en el texto siempre se refiere a estas estructuras, excepto por
los residuos en el segundo dominio proteico de I-Crel del homodimero en el que los nimeros de residuos se fijan
como para el primero dominio.

B) Resultados

I-Crel es una endonucleasa doméstica dimérica que esconde una diana seudopalindromica de 22 pb. El analisis de
la estructura de I-Crel unida a su diana natural ha demostrado que en cada mondémero, ocho residuos establecieron
interacciones directas con siete bases (Jurica y col., 1998, citado previamente). De acuerdo con estos datos
estructurales, las bases de los nucleétidos en las posiciones + 8 a 10 establecen contactos directos con los
aminoacidos de I-Crel N30, Y33, Q38 y los contactos indirectos con los aminoacidos de I-Crel K28 and S40 (Figura
6A, 6B, 6C). Por tanto, las nuevas proteinas con mutaciones en las posiciones 30, 33 and 38 podrian mostrar
nuevos perfiles de escision con las 64 dianas resultantes de sustituciones en las posiciones + 8, +9 y + 10 de una
diana palindrémica escindida por I-Crel (diana 10NNN). Ademas, las mutaciones podrian alterar el nimero y las
posiciones de los residuos implicados en contacto directo con las bases del ADN. Mas especificamente, posiciones
distintas a 30, 33, 38, pero localizadas en las cercanias de la proteina clonada, podrian estar implicadas en la
interaccion con los mismos pares de bases.

Una biblioteca exhaustiva de proteinas frente a un abordaje de bibliotecas diana se realizd para efectuar ingenieria
localmente en esta parte de la interfaz de union al ADN. La aleatorizacion de 5 posiciones de aminoacidos
conduciria a una diversidad tedrica de 20° = 3,2x10°. No obstante, las bibliotecas con menor diversidad se generaron
aleatorizando 2, 3 o 4 residuos a la vez, lo que tiene como resultado una diversidad de 225 (152), 1728 (123) o]
10.000 (104). Esta estrategia ha permitido una extensa deteccion selectiva de cada una de estas bibliotecas contra
las 64 dianas palindromicas de ADN 10NNN usando un ensayo basado en levaduras descrito anteriormente (Epinat
y col., 2003, citado previamente y la solicitud de PCR internacional WO 2004/067736) y cuyo principio se describe
en la Figura 2.

En primer lugar se mut6 el armazén de I-Crel de D75 a N. La mutacién D75N no afecté a la estructura de la proteina
pero disminuyo la toxicidad de I-Crel en los experimentos de sobreexpresion.

Después se construyo la biblioteca Ulib4: los residuos 30, 33 y 38 (Figura 6A — C y 6D) se aleatorizaron y los
aminoacidos regulares (N30, Y33 y Q38) fueron sustituidos con uno de 12 aminoacidos (A,D,E,G,H,K,N,P,Q,R,S,T).
La biblioteca resultante tiene una complejidad de 1728 en términos de proteinas (5832 en términos de acidos
nucleicos).

Se construyeron otras dos bibliotecas: Ulib5 y Lib4. En Ulib5, los residuos 28, 30 y 38 (Figura 6A — C y 6D) se
aleatorizaron y los aminoacidos regulares (K28, N30 y Q38) fueron sustituidos con uno de 12 aminoacidos
(ADEGHKNPQRST). La biblioteca resultante tiene una complejidad de 1728 en términos de proteinas (5832 en
términos de acidos nucleicos). En Lib4, la arginina en la posicion 70 se sustituyé primero con una serina. Después,
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las posiciones 28, 33, 38 y 40 (Figura 6A — C y 6F) se aleatorizaron y los aminoacidos regulares (K28, Y33, Q38 y
S40) fueron sustituidos con uno de 10 aminoacidos (A,D,E,K,N,Q,R,S,T,Y). La biblioteca resultante tiene una
complejidad de 10.000 en términos de proteinas.

En un experimento de deteccion selectiva primaria, 20.000 clones de Ulib4, 10.000 clones de Ulib5 y 20.000 clones
de Lib4 se aparearon con cada una de las 64 cepas probadoras y las diploides se analizaron para determinar la
actividad beta-galactosidasa. Todos los clones que mostraron actividad de escisién con al menos una de las 64
dianas se analizaron en una segunda ronda de deteccién selectiva contra las 64 dianas, por cuadruplicado, y se
establecié cada perfil de escision, como se muestra en la Figura 8. Después, el ORF de la meganucleasa se
amplificé de cada cepa mediante PCR y se secuencio.

Tras la deteccion selectiva secundaria y la secuenciacion de las positivas sobre toda la region de codificacién, se
aislo un total de 1484 mutantes Unicos que mostraban actividad de escision contra al menos una diana. Se pudieron
observar diferentes patrones. La Figura 7 ilustra 37 dianas nuevas escindidas mediante una coleccion de 141
variantes, incluidas 34 dianas que no son escindidas por I-Crel y 3 dianas que son escindidas por I-Crel (aag, aat y
aac). En la Figura 8A se muestran doce ejemplos de perfil, incluidos I-Crel N75 y I-Crel D75. Algunos de estos
nuevos perfiles comparten alguna similitud con el armazén silvestre, mientras que muchos otros eran totalmente
diferentes. Las endonucleasas domésticas normalmente pueden acomodar alguna degeneracion en sus secuencias
diana y las propias proteinas I-Crel y I-Crel N75 escinden una serie de dieciséis y tres dianas, respectivamente. La
degeneracion de la escision se encontré para muchas de las endonucleasas nuevas, con una media de 9,9 dianas
escindidas por mutante (desviacién estandar: 11). No obstante, entre los 1484 mutantes identificados, se encontro
que 219 (15 %) solo escinden una diana de ADN, 179 (12 %) escinden dos y 169 (11 %) y 120 (8 %) pudieron
escindir 3 y 4 dianas, respectivamente. Por tanto, con independencia de su diana preferida, un numero significativo
de derivados de I-Crel muestran un nivel de especificidad que es similar, si no mayor), al del mutante I-Crel N75
(tres secuencias diana 10NNN escindidas) o I-Crel (dieciséis secuencias diana 10NNN escindidas). Asimismo, la
mayoria de los mutantes aislados para especificidad alterada por las secuencias 10NNNN ya no escinde la
secuencia diana C1221 original descrita en la Figura 6C (61 % y 59 %, respectivamente).

En conjunto, esta gran coleccion de mutantes permitié dirigir todas las 64 posibles secuencias de ADN diferentes en
las posiciones + 10, + 9 y + 8 (Figura 8B). No obstante se produjeron enormes variaciones en el nimero de mutantes
que escinde cada diana (Figura 8B), estas cifras variaron de 3 a 396, con una media de 228,5 (desviacién estandar:
201.5). La escision con frecuencia se observd para las dianas con una guanina en + 8 o una adenina en + 9,
mientras que una citosina en £ 10 o + 8 se correlacioné con un numero bajo de escisores. Ademas, no todas las
dianas se escindieron con la misma eficiencia. Dado que se pudieron observar variaciones significativas de la sefal
para una misma diana, en funcion del mutante (comparar las eficiencias de escisién para la diana 10AAA silvestre
en la Figura 8B, por ejemplo), se midi6 una eficiencia media de escision para cada diana como se ha indicado
anteriormente (Arnould y col., J. Mol. Biol., 2006, 355, 443 — 458). Estas eficiencias medias se representan con
niveles de grises en la Figura 8B. El analisis de los resultados muestra una clara correlacién entre esta eficiencia
media y el nimero de escisores, siendo la diana de corte mas frecuente también el corte mas eficiente (comparese,
por ejemplo, las dianas 10TCN, 10CTN y 10CCN con 10GAN, 10AAN y 10TAN en la Figura 8B).

Por tanto, se obtuvieron cientos de nuevas variantes, incluidos mutantes con nueva especificidad de sustrato; estas
variantes pueden conservar niveles altos de actividad y la especificidad de las proteinas nuevas puede ser mas
estrecha que la de la proteina silvestre por su diana.

Ejemplo 2: Analisis estadistico de las interacciones entre variantes de I-Crel y sus dianas
A) Materiales y procedimientos

Se uso la agrupacion jerarquica para establecer las posibles correlaciones entre residuos proteicos especificos y las
bases diana, como se ha descrito anteriormente (Arnould y col., J. Mol. Biol., 2006, 355, 443 — 458). El agrupamiento
se realiz6 con los datos cuantitativos de la deteccion selectiva secundaria usando hclust del paquete R. Las
variantes se agruparon usando agrupacion jerarquica estandar con la distancia euclidea y el método de Ward (Ward,
J.H., American Statist. Assoc., 1963, 58, 236 — 244). El dendograma de la mutante se cort6 a la altura de 17 para
definir los grupos. Para el andlisis, las intensidades acumuladas de la escision de una diana dentro de un grupo se
calcularon como la suma de las intensidades de escision de todos los mutantes del grupo con esta diana,
normalizadas a la suma de las intensidades de escision de todos los mutantes del grupo con todas las dianas.

B) Resultados

Se identificaron diez grupos mutantes diferentes (Tabla 1).
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Tabla 1: Andlisis de grupos

grupo dianas preferidas  nucledida rucledtida rucledtido aminoacidos preferidos %)
{effectify  TOMNN (%) 10 (%) B B (%) 28 30 3 o3 4D
1 GGG T 2 290 A 45,9 A 21,3 K100 N4b5 H @ 5
{dd) GAG 6,9 C 4,7 c 14,5 C 14,7 100 455 386 T0LE 854
GAT B4 G 63,0 G 274 G 37.0 K
S=204 T 53 T 11,8 F 7.0 1548 2510
R
15.9
2 MG 6.1 M 334 M 52,2 A M4 K M G Q g
{82y TAG 5.6 G 1,7 G 9.4 C 13,8 100 5.6 232 683 743
GAG 52 G 237 G 19,9 G 41,7
S5=18.9 T 31,2 T 18,5 T 24,0
3 TAG 4.5 A 24,7 o 45,2 A 195 K N T Q 5
{36 TAC 4.4 c 13,4 [+ 6,7 C 162 100 750 81,1 &61 750
TGG 4.3 G 15,8 G 26,9 G ar.6 [
5=13.2 T 455 T 21,3 T 257 222
4 GGG 3G A 331 A 228 & 102 K M R R 5
() AGG 15,0 G 26 c 1,3 c 15 832 &2 ire 280 B16
ANG 7.6 G 56,3 G G, 2 G Tr.7 Y 18
5=53.2 T a1 T 9.9 T 106 162 192
5 GAG 12,0 A 30,0 A 71,6 A 06 K M R Q 5
{115 GAT 18 © 51 © 51 G 155 883 644 235 94T 66,1
GEAA 2.8 G 58,5 G 18,4 G 35,6 H
3=326 T 6.4 T 5,0 T 282 209
b i
19.1
& ARG 9.1 A 40,8 o a9.9 A 157 K M P Q 5
{m TAG a7 c 9.8 [+ 110 = 12,2 100 ara 22 BRB  B15
GAG 8,0 G 236 G 15,7 G 49,0
S5=25.8 T 28,2 T 134 F 232
7 AAT 237 A 748 A BSZ A 350 K N ¥ (o R
continuacicn
grupo dianas preferidas  nuecledtido nucledtida nucledido arninoacidos preferidos (%)
{effectif)  10NNN (%) -10 {%) -9 (%) B (% 28 30 33 38 40
{106) Adb, 16,8 [+ 172 [& 25 [43 113 868 M5 25 B5Z  TOS
AAG 16,6 G 59 [} 11,5 G 30,0 T
5=57.1 T 20 T 0.8 T 337 24.5
& GGG 1440 A 355 A 41,2 A 126 K M ¥ L] g
[384) TAG 10,2 C 124 c 9.1 C 12,2 B9E 63,3 458 434 G628
AAT 69 G 30,7 G 373 G 52,4
5=311 T 21,4 T 124 T 228
a TAG 176 S 211 A B2.3 A 120 K M c 0 5
{134y TAT R [9 13,0 i 2.2 c 13.% 925 761 179 746 T2T
AAG 7.5 G 9.8 G 221 G 51.3 5
S5=35.0 T 56,3 T 134 T 22.7 16,4
10 AAG 20,2 A 54,3 A 7859 A 184 K W Y [+ 5
(399 AAT 14,7 [ 5.4 [ 6.7 [ 106 960 59,5 536 882 TOA
Al 10,7 G 252 [} 10,4 G 44,8
S=456 T 51 T 4,0 T 26,5

Frecuencias de la diana v |2 base corresponden 3 |a intensidad acumulada de |a escision como se describe en Materizles y Procedimientos)
2En cada posicidn, e indican los residuos presentes en mas del 15 % de los grupos.

El analisis de los residuos encontrados en cada grupo mostré sesgos fuertes para todas las posiciones
5 aleatorizadas. Ninguno de los residuos esta mutado en todas las bibliotecas usadas en este estudio y cabe esperar
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que los residuos encontrados en el armazoén |-Crel estén sobrerrepresentados. De hecho, K28, N30 y S40 fueron los
residuos mas frecuentes en los 10 grupos y realmente no se puede deducir ninguna conclusion para interacciones
de ADN / proteinas. No obstante, Y33 fue el residuo mas representado Unicamente en los grupos 7, 8 y 10, mientras
que una fuerte aparicion de otros residuos, tales como H, R, G, T, C, P 0 S, se observo en los otros siete grupos. El
residuo Q38 silvestre se sobrerrepresenté en todos los grupos menos en uno, siendo R y K mas frecuentes en el
grupo 4.

Entre tanto, se observaron fuertes correlaciones entre la naturaleza de los residuos 33 y 38 y la discriminacion por
sustrato en las posiciones + 10 y + 9 de la diana.

La prevalencia de Y33 se asocié con frecuencias elevadas de adenina (74.9 % and 64.3 % en los grupos 7 y 10,
respectivamente) y esta correlacion también se observé, aunque en menor medida, en los grupos 4, 5y 8. H33 o
R33 se correlacionaron con una guanina (63,0 %, 56,3 % y 58,5 %, en los grupos 1, 4 y 5, respectivamente) y T33,
C33 0 S33 con una timina (45,6 % y 56,3 % en los grupos 3 y 9, respectivamente). G33 fue relativamente frecuente
en el grupo 2, el grupo con la representacion de bases mas uniforme en + 10. Estos resultados son coherentes con
las observaciones de Seligman y col. (Nucleic Acids Res., 2002, 30, 3870 — 3879), que mostraron anteriormente que
una mutacién Y33R o Y33H desplazé la especificidad de I-Crel hacia una guanina y Y33C, Y33T, Y33S (y también
Y33L) por una timina en la posicion + 10.

Ademas, R38 and K38 se asociaron con una frecuencia alta excepcional de guanina en el grupo 4, mientras que en
todos los demas grupos, el residuo Q38 silvestre se sobrerrepresento, asi como una denina en + 9 de la diana.

La estructura de I-Crel unida a su diana (Chevalier y col., 2003, citado anteriormente; Jurica y col., 1998, citado
anteriormente) ha mostrado que Y33 y Q38 contactan dos adeninas en — 10 y — 9 (Figura 6C), y los resultados
sugieren que estas interacciones probablemente se mantengan en muchos de los mutantes. Anteriormente se han
descrito resultados similares para el residuo 44 y la posicién + 4 (Arnould y col., citado anteriormente). No obstante,
al comparar los resultados obtenidos para los pares 33 / + 10, 38 / £ 9 ay 44 / + 4 muestra que una base dada se
puede correlacionar con diferentes residuos de aminoacidos, en funcion de la posicién. Para una guanina, los
residuos mayoritarios son Ry H en la posicién 33, R o Ken 38 y K en 44, para adenina, Y en 33y Qen 38y 44,y
para timina, S, Co T en 33 y A en 44. En los tres casos no se observa ningun patron claro para la citosina. Por tanto,
no hay ningun “cédigo” universal sino una serie de soluciones para contactar cada base, dependiendo la mejor
solucion de un contexto mas general, muy similar al que se ha observado con las proteinas en dedo de cinc (Pabo y
col., citado anteriormente).
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<110> CELLECTIS
PAQUES, Frederic

<120> Variantes de la endonucleasa doméstica I-Crel que tiene nueva especificidad de escisién y uso de las
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<130> 1546PCT8

<160> 75

<170> Patentln version 3.3
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<211>24

<212> ADN
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<211> 24
<212> ADN
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220> ,
<223> OLIGONUCLEOTIDO

<400> 2

ccaaactgic togagacagt tigg 24

<210>3

<211> 24

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220> ,
<223> OLIGONUCLEOTIDO

<400> 3

tcaaaacgic gtacgacgtt tiga 24

<210>4

<211> 24

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> OLIGONUCLEOTIDO

<400> 4
tcgggacgtc gtacgacgtc cega 24
<210>5
<211> 24
<212> ADN
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> OLIGONUCLEOTIDO

<400> 5
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<210> 6
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<213> SECUENCIA ARTIFICIAL
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<211>24
<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<400>7

toggcacgte gltacgacgty coga

<210> 8
<211>24
<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220> ,
<223> OLIGONUCLEOTIDO

<400> 8
tcgagacgtc gtacgaogtc toga
<210>9

<211>24
<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220> ,
<223> OLIGONUCLEOTIDO

<400> 9
tegaaacgtc gtaogaogtt tega

<210> 10

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleottido

<400> 10
togatacgtc gtacgacgta toga

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 11
tegacacgtc gltacgaogty toga
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<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido

<400> 12
togtgacgte gtaogaogtc acga

<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 13

togtaacgtc gtacgaogtt acga

<210> 14

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 14

togttacgtc gtacgacgta acga

<210> 15

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleottido

<400> 15

togtcacgtc gtacgacgtyg acga

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 16

togogacgtc gltacgacgtc goga

<210> 17

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido

<400> 17
togoaacgtc gltacgacgtt goga

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 18
togatacgtc gtacgacgta goga

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 19
togocacgte gtacgaogtg goga

<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido

<400> 20

tcaggacgtc gtacgacgtc ctga
<210> 21
<211> 24
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido

<400> 21

tcagaacgtc gtacgaogtt ctga

<210> 22

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

ES 2393 508 T3

24

24

24

24

24

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 22
tcagtacgtc gtacgacgta ctga

<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 23

tcagcacgtc gltacgaogty clga

<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 24
tcaagacgtc gtaogaogtc tiga

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 25

tcaaaacgtc gtacgaogtt ttga

<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 26
tcaatacgtc gtacgaogta ttga

<210> 27

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido

<400> 27
tcaacacgtc gtacgacgty tiga

<210> 28

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 28
tcaacacgtc gtacgacgty tiga

<210> 29

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 29
tcataacgtc gtacgaogtt atga

<210> 30

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 30
tcattacgtc gtacgacgta atga

<210> 31

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido

<400> 31

tcatcacgtc gtacgacgtyg atga

<210> 32

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido

<400> 32
tcatcacgtc gtacgacgtyg atga

<210> 33

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 33
tcatcacgtc gtacgacgtyg atga

<210> 34

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 34

tcactacgtc gtacgacgta gtga

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 35

tcaccacgtc gtacgacgtg gtga

<210> 36

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 36
totggacgte gtaogaogtc caga

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<400> 37
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<210> 38

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 38
totgtacgtc gtacgacgta caga

<210> 39

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 39
totgcacgtc gtacgacgty caga

<210> 40

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 40

totgcacgtc gtacgacgty caga

<210> 41

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido

<400> 41
tctaaacgtc gtacgaogtt taga

<210> 42

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<400> 42

totatacgtc gtacgacogta taga

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 43 24

totacacgtc gtacgacgtyg taga

<210> 44

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 44 24
tottgacgtc gtacgacgtc aaga

<210> 45

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleottido

<400> 45
tottaacgtc gtacgacgtt aaga

<210> 46

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 46

totttacgtc gtacgacgta aaga

<210> 47
<211>24
<212> ADN
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 47
tottcaogtc gtacgaogtyg aaga

<210> 48

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 48

totogacgtc gtacgacgtc gaga

<210> 49

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> oligonucledtido

<400> 49
totcaacgtc gtacgacgtt gaga

<210> 50

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 50
totataogtc gtacgacgta gaga

<210> 51

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 51
totecaogtc gtacgaogty gaga

<210> 52

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido

<400> 52
tooggacgtc gltacgacgtc ogga

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 53

toogaacgtc gltacgaogtt cgga

<210> 54

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 54

toogtacgtc gtacgacgta ogga

<210> 55

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido

<400> 55
toogcacgte gtacgaogtg ogga

<210> 56

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 56
tocagacgtc gltacgacgtc tgga

<210> 57

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido

<400> 57
tccaaacgtc gltacgacgtt tgga

<210> 58

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 58
tccatacgtc gtacgacgta tgga

<210> 59

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 59

tccacacgtc gtacgacgtg tgga

<210> 60

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleottido

<400> 60

toctgacgtc gtacgacgtc agga

<210> 61

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 61
toctaacgtc gtacgacgtt agga

<210> 62

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido

<400> 62
tocttaogtc gtacgacgta agga

<210> 63

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido
<400> 63

toctcaogtc gtacgaogty agga

<210> 64

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 64
tocogacgte gtacgaogtc ggga

<210> 65

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido

<400> 65
toccaacgtc gtacgacgtt ggga

<210> 66

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia artificial

<400> 66
tocctacgtc gtacgaogta ggga

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<223> oligonucleotido

<400> 67

tococacgtc gtacgacgty ggga

<210> 68
<211> 501
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Armazén de |-Crel N75

<400> 68

atggccaata
gacggtagca
agcttgacct
gatgaaattg
gaaatcaagc
aaacaggcaa
gacaaattcc

acgcgtaaaa

ccaaatataa
tcatcgetca
ttcaggtgac
gcgttggtta
cgctgcacaa
acctggttct
tggaagtttg

ccacttctga

aaatcctcocc €ggcggocga
<210> 69

<211> 68

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 69
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24

caaagagttc
gattaaacca
tcaaaagacc
cgtacgtgat
cttcctgact
gaaaattatc
tacctgggtg
aaccgttcgt

C

ctgctgtace
aaccagtctt
cagcgecgtt
cgcggatccg
caactgcagc
gaacagctgce
gatcagattg

gctgtgctgg

tggccggett
ataagtttaa
ggtttctgga
tttccaacta
cgtttctgaa
cgtctgcaaa
cagctctgaa

acagcctgag

tgtggacggt
acatcagcta
caaactagtg
catcttaagc
actgaaacag
agaatccccg
cgattctaag

cgagaagaag

ctgaaaggtc aagcttagmb batgtttaaa cttmbbagac tgmbbtggtt taatctgagc

gatgatgc

<210>70

<211> 68

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 70
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ctgaaaggtc aagcttagmb batgtttaaa cttataagac tgmbbtggmb baatctgagc

gatgatgc

<210> 71

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<400> 71
ctaagctiga cctttcag 18

<210>72

<211> 49

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<220>

<221> misc_feature
<222> (15) .. (17)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (32) .. (34)
<223>nesa,c,g,06t

<400> 72

ggcatacaag tttennnacg tegtacgacg thnngacaat ogtaigtca -

<210>73

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 73
gcaactttag tgctgacaca tacagg 26

<210> 74

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<400> 74
acaacctiga ttgcagactt gacc 24

<210>75

34

49

60
68
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido

<220>

<221> misc_feature
<222> (2) .. (4)
<223>nesa,c,g, 06t

<220>

<221> misc_feature
<222> (6) .. (8)
<223>nesa,c,g,06t

<220>

<221> misc_feature
<222> (13) .. (15)
<223>nesa,c,g, 06t

<220>

<221> misc_feature
<222> (18) .. (20)
<223>nesa,c,g,06t
<400> 75
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para someter a ingenieria una variante de endonucleasa doméstica I-Crel que tiene
una especificidad de escision modificada en las posiciones + 8 y + 9 del sitio diana de I-Crel (SEQ ID NO: 1) que
comprende las etapas de:

(a) sustituir al menos uno de los aminoacidos K28, N30, Y33, Q38 y/o S40 de la horquilla 182 de I-Crel, para
modificar la especificidad de escision en la posicion £ 8 de dicho sitio diana de I-Crel (SEQ ID NO: 1) con un
aminoacido seleccionado del grupo constituido por A, C,D,E, G,H,K,N,P,Q,R, S, T,L,V,WeY, y/lo

(b) sustituir al menos uno de los aminoacidos K28, Y33 y/o S40 de la horquilla B1B2 de I-Crel, para modificar la
especificidad de escision en la posicion + 9 de dicho sitio diana de I-Crel (SEQ ID NO: 1) con un aminoacido
seleccionado del grupo constituido por A,C,D,E, G,H,K,N,P,Q,R, S, T,L,V,WeY,

(c) seleccionar las variantes de I-Crel de la etapa (a) y/o (b) que son capaces de escindir una secuencia diana de
ADN constituida por un sitio I-Crel mutante en el que al menos el doblete nucleotidico aa en las posiciones —9 a — 8
y/o el doblete nucleoctidico tt en las posiciones + 8 a + 9 se han sustituido por un doblete nuclectidico diferente.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que en la etapa (b) al menos uno de los
residuos N30 y Q38 también esta sustituido con un aminoacido seleccionado del grupo constituido por A, C, D, E, G,
H KNP, QRSTLVWeY.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que la diana de ADN en la etapa c)
deriva de un sitio I-Crel que se selecciona de las SEQ ID NO: 1 a 3.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, la reivindicacién 2 o la reivindicacion 3, en el que
la diana de ADN en la etapa c) comprende una secuencia que tiene la formula:

c-11n-1on-9n-gm-7y-6n-5n.4n.3k2y.1r 1Ma2N+3N 44N 45+ 6K+ 7N+ 8N+ 9N+ 109 + 11

enlaquenesa,t,cog,mesaoc,yescot, kesgot resaog(SEQ IDNO: 75), que proporciona que cuando n.
oNg €S aa, N +gn + g es diferente de tt y cuando n +gn + g es tt, ngn_g es diferente a un aa.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que n.snsn.z es gtc y/o n+3n +4n + 5 €S gac.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la secuencia
de nucleoétidos de las posiciones — 11 a— 8y + 8 a + 11 y/o la secuencia nucleotidica de las posiciones — 5 a — 3 y/o
+ 3 a + 5 de dicha diana de ADN en la etapa c) son palindromicas.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la diana de
ADN en la etapa c) comprende un doblete nucleotidico en las posiciones — 9 a — 8, que se selecciona del grupo
constituido por: ag, at, ac, ga, gg, gt, gc, ta, tg, tt, cg, ct o cc, y/o un doblete nucleotidico en las posiciones + 8 a + 9,
que es la secuencia complementaria inversa de dicho doblete nucleotidico en las posiciones — 9 a — 8.

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la diana de
ADN en la etapa c) comprende ademas la sustitucién del nucleétido a en la posicién — 10 y/o del nucleétido t en la
posicion + 10 del sitio I-Crel, con un nucleétido diferente.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicha diana de ADN comprende un
triplete nucleotidico en las posiciones — 10 a — 8, que se selecciona del grupo constituido por: aac, aag, aat, acc,
acg, act, aga, agc, agg, agt, ata, atg, cag, cga, cgg, ctg, gac, gag, gat, gcc, gga, ggc, ggg, gat, gta, gtg, gtt, tac, tag,
tat, tcc, tga, tgc, tgg, tgt o ttg, y/o un ftriplete nucleotidico en las posiciones + 8 a + 10, que es la secuencia
complementaria inversa de dicho triplete nucleotidico en las posiciones — 10 a — 8.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la etapa (c) se
realiza in vivo en las condiciones en las que la rotura de la doble cadena en la secuencia diana de ADN mutada que
se genera mediante dicha variante conduce a la activacién de un marcador de seleccién positiva o un gen indicador,
o la inactivacion de un marcador de seleccion negativa o un gen indicador, mediante reparacién mediada por
recombinacién de dicha rotura de la doble cadena de ADN.

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende una
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etapa adicional d1) de expresion de una variante obtenida en la etapa c) para permitir la formacion de homodimeros.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende
ademas una etapa adicional d;) de coexpresién de una variante obtenida en la etapa c) y I-Crel o una variante
5 funcional de la misma para permitir la formacién de heterodimeros.

13.

El procedimiento de la reivindicacién 12, en el que dos variantes diferentes obtenidas en la etapa c) se
coexpresan.
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SEQID NO 1-3

C4334 C
Cl221 T [CERTLEH

FIGURA 1A
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SEQID NO 4-35

P R o R R S S S oo v~ o S v O o< = < oS v o < v~ O~ O~ O~ A~ ™ G &
SO0 Do U DDLDLDODLLLLDDLDLOLDY
o PSS ST e R e S

i3 T

i3,

R 3¢

2

1

-2 -1

-7 -6 -5 -4 -3

5¢dn CG TCG TACGA CG TG

. %
L

@
S I O o I o B T I R S S I I I R I R I I R I U

-12 -11 -10 -% -§

FIGURA 1B
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SEQ ID NO 36-67

AAAAAAAA_AAAA.AAAAAA.AAAAAAAA.AAAAAA

3 ad B B
Lo B oo ol 0
LU UL UU U U
- A < G
SO D VDOUY v o
Jbwuvuovouwo U U
R LI e L
BB HBHD 23 £
O U voow o O
s O U ULOLD &} U
JH B BHBER B &
2OV voow o O
LU ULUODLU L U
J. A A R<A N A - A y A..;._.

=181
i
32y

1y

&
BB OB OB OH B BB BHBMEEHSHHREBBGREBREBBHEHEBB BB M

FIGURA 1B (continuacion)
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a, Trp*, Leu, LacZ-

ala, Trp*, Leu*, LacZ*

Seleccidn de diploides, prueba de X-Gal

FIGURA 2
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SEQID NO: 68

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ATGGCCAATA
TGTGGACGGT
ATAAGTTTAA
CAGCGCCGTT
CGTACGTGAT
CGCTGCACAA
ARACAGGCAA
AGAATCCCCG
CAGCTCTGAA
GCTGTGCTGG
C

ES 2393 508 T3

CCAANTATAA
GACGGTAGCA
ACATCAGCTA
GGTTTCTGGA
CGCGGATCCG
CTTCCTGACT
ACCTGGTTCT
GACBAATTCC
CGATTCTAAG
ACAGCCTGAG

CAARGAGTTC
TCATCGCTCA
AGCTTGACCT
CAARACTAGTG
TTTCCAACTA
CAACTGCAGC
GAAAATTATC
TGGAAGTTTG
ACGCGTAAAA
CGRGAAGAAG

FIGURA 3A

CTGCTGTACC
GATTAAACCA
TTCAGGTGAC
GATGAAATTG
CATCTTAAGC
CGTTTCTGAA
GAACAGCTGC
TACCTGGGTG
CCACTTCTGA
ARATCCTCCC

TGGCCGGCTT
AACCAGTCTT
TCAAAAGACC
GCGTTGGTTA
GAAATCAAGC
ACTGARACAG
CGTCTGCARMA
GATCAGATTG
ARCCGTTCGT
CGGCGGCCGA

Ulib4rev CTGARAGGTC AAGCTTAGMB BATGTTTAARA CTTMBBAGAC
SEQ ID NO:69 TGMBBTGGTT TAATCTGAGC GATGATGC

Ulib5rev CTGRAAGGTC AAGCTTAGMB BATGTTTAAA CTTATAAGAC
SEQ ID NO:70 TGMBBTGGMB BARATCTGAGC GATGATGC

Ulib456for

SEQ D NO:7|

Vv =2Aa é G o C
M=2Ao0 C
B=Go Co
K=Go T

CTAAGCTTGA CCTTTCAG

FIGURA 3B

42



ES 2393 508 T3

Neol (8315)_. ;EagI (8)
cver b ;’fghral (22)
Aval (8068) \ [/ Aval (47)

secuencia minima \ \ = E:;*;z;PstI (58)

AR || 'T”‘*'HindIII (66)
—X'" [\\ _Terminador ADH1

~
RH indIIl (396)
' "Aval (842)

Apall (6193),____ pC;_ ?i? ;42
PMBI__
Clal (5815)"';7';;
EcoRl (5808)' // )
HindIII {(5704) N
\ T Aval (3185)
2 MICRON -’\ "\" Clal (3563)
Aval (4419} % EcoRI(3568)
\_'Psrl {3817)

FIGURA 4
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promotor ADH1
BamHl{g650)
EcoRl (n627)
Psti{y626)

Apall (269)
TRPY

P et

Clal (B786) Clal (1224)
5'LacZ ‘CENG
Aval (8270) .
Neol (7244) L Clai(z035)
URA3 ~ PMBY
pCLS0042 e g
Smial (6572} r Apall (2413)
9987 hp ;

APr

g1l {6467) Apall (3659)
Avad {6222) & SR ApeLl {4156)
JdiacZ terminador ADH1

Avel (4495)
EcoRI (4556)

Apall (5215)
Apall] {5100)
Al (4779}

FIGURA S

44



ES 2393 508 T3

e

Contacto directo

—ae—-= Contacto mediado por agua

FIGURAG6ABYC
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FIGURA 6D
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FIGURA 6E
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FIGURA 6F
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