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Métodos y composiciones para la escision y recombinacion dirigidas
Descripcion

CAMPO TECNICO

La presente divulgacion esta en los campos de la ingenieria del genoma, mutagénesis y recombinacién homadloga
dirigidas.

ANTECEDENTES

Un area importante de interés en la biologia del genoma, especialmente en vista de la determinacion de las
secuencias de nucledtidos completas de varios genomas, es la alteracion dirigida de secuencias del genoma. Pero
para proporcionar un ejemplo, la anemia drepanocitica se produce por mutacién de un unico par de nucledtidos en el
gen humano B-globina. Asi, la capacidad para convertir la copia gendmica endégena de este par de nucledtidos
mutante en la secuencia no mutante en un forma estable y producir B-globina normal proporcionaria una cura para la
anemia drepanocitica.

Se han hecho intentos por alterar secuencias gendmicas en células cultivadas aprovechando el fenémeno natural de
la recombinacion homologa. Véanse, por ejemplo, Capecchi (1989) Science 244:1288-1292; patentes de EE.UU. n°
6.528.313 y 6.528.314. Si un polinucledtido tiene homologia suficiente con la regiéon gendmica que contiene la
secuencia que va a alterarse, es posible que parte o toda la secuencia del polinucledtido sustituya la secuencia
gendmica por recombinacion homoéloga. Sin embargo, la frecuencia de recombinacién homoéloga bajo estas
circunstancias es extremadamente baja. Ademas, la frecuencia de insercidon del polinucleétido exdégeno en
localizaciones gendmicas que carecen de homologia de secuencias supera la frecuencia de recombinacion
homadloga en varios érdenes de magnitud.

Se ha mostrado que la introduccidn de una rotura bicatenaria en ADN gendmico, en la region del genoma que lleva
homologia con un polinucleétido exdgeno, estimula la recombinacion homéloga en este sitio por varios cientos de
veces en células cultivadas. Rouet et al., (1994) Mol. Cell. Biol. 14:8096-8106; Choulika et al., (1995) Mol. Cell. Biol.
15:1968-1973; Donoho et at. (1998) Mol. Cell. Biol. 18:4070-4078. Véase también Johnson et al., (2001) Biochem.
Soc. Trans. 29:196-201; y Yanez et al., (1998) Gene Therapy 5:149-159. En estos métodos, la escision de ADN en la
region genémica deseada se llevd a cabo insertando un sitio de reconocimiento para una meganucleasa (es decir,
una endonucleasa cuya secuencia de reconocimiento es tan grande que no se produce, o se produce solo
raramente, en el genoma de interés) en la region gendémica deseada.

Sin embargo, la recombinacion homdloga estimulada por la escision de meganucleasas se basa en tanto la
presencia fortuita de, como la insercion dirigida de, un sitio de reconocimiento de meganucleasa adecuado en la
proximidad de la region genémica que va a alterarse. Como los sitios de reconocimiento de meganucleasa son raros
(o inexistentes) en un genoma de mamifero tipico, y la insercion de un sitio de reconocimiento de meganucleasa
adecuado esta plagado de las mismas dificultades que se han asociado a otras alteraciones gendmicas, estos
métodos no son ampliamente aplicables.

Bibikova et al., (Genetics 2002,161:1169-1175) desvelan la escisidon cromosdmica dirigida y mutagénesis en
Drosophila usando nucleasas de dedos de cinc, en el que un dominio de escisién esta localizado en el extremo C
con respecto a un dominio de dedos de cinc.

Asi, sigue existiendo la necesidad de composiciones y métodos para la alteracion dirigida de secuencias en
cualquier genoma.

RESUMEN
La presente invencion se define por las reivindicaciones.

La presente divulgacion proporciona composiciones y métodos para la escision dirigida de cromatina celular en una
region de interés y/o recombinacion homéloga en una region predeterminada de interés en células. Las células
incluyen células cultivadas, células en un organismo y células que se han eliminado de un organismo para el
tratamiento en casos en los que las células y/o sus descendientes se devolveran al organismo después del
tratamiento. Una region de interés en cromatina celular puede ser, por ejemplo, una secuencia genémica o porcion
de la misma. Las composiciones incluyen polipéptidos de fusién que comprenden un dominio de unién de dedos de
cinc manipulado (por ejemplo, un dominio de unién de dedos de cinc que tiene una especificidad novedosa) y un
dominio de escision, y polipéptidos de fusién que comprenden un dominio de unién de dedos de cinc manipulado y
un medio dominio de escision. Los dominios de escision y medios dominios de escision pueden obtenerse, por
ejemplo, de diversas endonucleasas de restriccion y/o endonucleasas de asentamiento.

La cromatina celular puede estar presente en cualquier tipo de célula que incluye, pero no se limita a, células
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procariotas y eucariotas, células fungicas, células vegetales, células de animales, células de mamifero, células de
primate y células humanas. La cromatina celular puede estar presente, por ejemplo, en cromosomas o en genomas
intracelulares de bacterias o virus infectantes.

En un aspecto, se proporciona un método para la escision de cromatina celular en una regién de interés (por
ejemplo, un método para la escision dirigida de secuencias genémicas), comprendiendo el método (a) seleccionar la
region de interés; (b) manipular un primer dominio de unién de dedos de cinc para unirse a una primera secuencia
de nucledtidos en la region de interés; (c) proporcionar un segundo dominio de unioén de dedos de cinc que se une a
una segunda secuencia de nucledtidos en la region de interés, en el que la segunda secuencia se localiza entre 2 y
50 nucleodtidos de la primera secuencia; (d) expresar una primera proteina de fusion en la célula, comprendiendo la
primera proteina de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; y (e)
expresar una segunda proteina de fusion en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusion el segundo
dominio de unidn de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision; en el que la primera proteina de fusion
se une a la primera secuencia de nucleétidos y la segunda proteina de fusién se une a la segunda secuencia de
nucleotidos, y adicionalmente en el que dicha uniéon posiciona los medios dominios de escision de forma que la
cromatina celular se escinda en la region de interés. La escision puede producirse entre la primera y segunda
secuencias de nucledtidos y, en ciertas realizaciones, el segundo dominio de union de dedos de cinc se manipula
para unirse a la segunda secuencia de nucledtidos.

Los medios dominios de escision en la primera y segunda proteinas de fusidon pueden ser de la misma endonucleasa
o de endonucleasas diferentes. En ciertas realizaciones, la endonucleasa es una endonucleasa de restriccion de tipo
IIS. En realizaciones adicionales, la endonucleasa de restriccion de tipo IS es Fok I.

La polaridad de las proteinas de fusién puede ser de forma que el dominio de unién de dedos de cinc esté en el
extremo N con respecto al medio dominio de escision; alternativamente, el medio dominio de escisién puede estar
en el extremo N con respecto al dominio de unién de dedos de cinc. Cuando se usan dos proteinas de fusion de la
misma polaridad, sus sitios de union estan en hebras opuestas del ADN en la regién de interés.

En realizaciones adicionales, se usan dos proteinas de fusion de polaridad opuesta. En este caso, los sitios de union
para las dos proteinas estan sobre la misma hebra de ADN.

El sitio de escision esta generalmente localizado entre los sitios de unién de las dos proteinas de fusion. Puede estar
separado del borde préoximo del uno o el otro de los sitios de unién por 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14,150
mas nucledtidos.

Una proteina de fusién puede expresarse en una célula, por ejemplo, administrando la proteina de fusion a la célula
o administrando un polinucleétido que codifica la proteina de fusién a una célula, en la que el polinucleétido, si es
ADN, se transcribe, y una molécula de ARN administrada a la célula o un transcrito de una molécula de ADN
administrado a la célula se traduce, para generar la proteina de fusidon. Métodos para la administracion de
polinucledtidos y polipéptidos a células se conocen en la técnica y se presentan en cualquier parte en la presente
divulgacion.

En ciertas realizaciones, el dominio de escision puede comprender dos medios dominios de escisién que estan
covalentemente ligados en el mismo polipéptido. Los dos medios dominios de escision pueden derivarse de la
misma endonucleasa o de endonucleasas diferentes.

En realizaciones adicionales, la escision dirigida de cromatina celular en una regién de interés se logra expresando
dos proteinas de fusién en una célula, comprendiendo cada proteina de fusién un dominio de unién de dedos de cinc
y un medio dominio de escision. Uno o ambos de los dominios de union de dedos de cinc de las proteinas de fusion
pueden manipularse para unirse a una secuencia diana en la proximidad del sitio de escision previsto. Si la
expresion de las proteinas de fusion es por la administracion de polinucleétidos, cada una de las dos proteinas de
fusion puede codificarse por un polinucleétido separado, o un Unico polinucleétido puede codificar ambas proteinas
de fusion.

Por consiguiente, un método para escindir cromatina celular en una regién de interés puede comprender (a)
seleccionar una primera secuencia en la region de interés; (b) manipular un primer dominio de unién de dedos de
cinc para unirse a la primera secuencia; (c) expresar una primera proteina de fusién en la célula, comprendiendo la
primera proteina de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; y (d)
expresar una segunda proteina de fusion en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusion un segundo
dominio de unién de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision, en el que la primera proteina de fusion
se une a la primera secuencia, y la segunda proteina de fusidn se une a una segunda secuencia localizada entre 2 y
50 nucledtidos de la primera secuencia, posicionandose asi los medios dominios de escisidon de forma que la
cromatina celular se escinda en la region de interés.

En ciertas realizaciones, la unién de la primera y segunda proteinas de fusion posiciona los medios dominios de
escision de forma que se reconstituya un dominio de escision funcional.
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En ciertas realizaciones, el segundo dominio de unién de dedos de cinc se manipula para unirse a la segunda
secuencia. En realizaciones adicionales, el primer y segundo medios dominios de escisiéon se derivan de la misma
endonucleasa, que puede ser, por ejemplo, una endonucleasa de restriccion (por ejemplo, una endonucleasa de
restriccion de tipo 1S tal como Fok ) o una endonucleasa de asentamiento.

En otras realizaciones, cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede comprender (a)
seleccionar primera y segunda secuencias en una region de interés, en el que la primera y segunda secuencias
estan separadas entre 2 y 50 nucleétidos; (b) manipular un primer dominio de unién de dedos de cinc para unirse a
la primera secuencia; (c) manipular un segundo dominio de unién de dedos de cinc para unirse a la segunda
secuencia; (d) expresar una primera proteina de fusion en la célula, comprendiendo la primera proteina de fusion el
primer dominio de unién de dedos de cinc manipulado y un primer medio dominio de escision; (e) expresar una
segunda proteina de fusién en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusion el segundo dominio de unién
de dedos de cinc manipulado y un segundo medio dominio de escision; en el que la primera proteina de fusién se
une a la primera secuencia y la segunda proteina de fusion se une a la segunda secuencia, posicionando asi el
primer y segundo medios dominios de escisién de forma que la cromatina celular se escinda en la region de interés.

En ciertas realizaciones, el primer y segundo medios dominios de escisidon se derivan de la misma endonucleasa,
por ejemplo, una endonucleasa de restriccion de tipo IIS, por ejemplo, Fok I. En realizaciones adicionales, la
cromatina celular se escinde en uno o mas sitios entre la primera y segunda secuencias a las que se unen las
proteinas de fusion.

En realizaciones adicionales, un método para la escision de cromatina celular en una region de interés comprende
(a) seleccionar la region de interés; (b) manipular un primer dominio de unién de dedos de cinc para unirse a una
primera secuencia en la region de interés; (c) proporcionar un segundo dominio de unién de dedos de cinc que se
une a una segunda secuencia en la regién de interés, en el que la segunda secuencia se localiza entre 2 y 50
nucledtidos de la primera secuencia; (d) expresar una primera proteina de fusion en la célula, comprendiendo la
primera proteina de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; y (e)
expresar una segunda proteina de fusion en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusién el segundo
dominio de unidn de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision; en el que la primera proteina de fusion
se une a la primera secuencia, y la segunda proteina de fusién se une a la segunda secuencia, posicionando asi los
medios dominios de escision de forma que la cromatina celular se escinda en la region de interés.

En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el primer y segundo medios dominios de escision
pueden derivarse de la misma endonucleasa o de endonucleasas diferentes. En realizaciones adicionales, el
segundo dominio de unién de dedos de cinc se manipula para unirse a la segunda secuencia.

Si uno o mas polinucleétidos que codifican las proteinas de fusion se introducen en la célula, un método a modo de
ejemplo para la escision dirigida de cromatina celular en una region de interés comprende (a) seleccionar la region
de interés; (b) manipular un primer dominio de union de dedos de cinc para unirse a una primera secuencia en la
region de interés; (c) proporcionar un segundo dominio de unién de dedos de cinc que se une a una segunda
secuencia en la region de interés, en el que la segunda secuencia se localiza entre 2 y 50 nucledtidos de la primera
secuencia; y (d) poner en contacto una célula con (i) un primer polinucleétido que codifica una primera proteina de
fusion, comprendiendo la proteina de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio
de escision, y (ii) un segundo polinucleétido que codifica una segunda proteina de fusién, comprendiendo la proteina
de fusion el segundo dominio de union de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escisién; en el que la
primera y segunda proteinas de fusion se expresan, la primera proteina de fusién se une a la primera secuencia y la
segunda proteina de fusion se une a la segunda secuencia, posicionando asi los medios dominios de escision de
forma que la cromatina celular se escinda en la regién de interés. En una variacion de este método, una célula se
pone en contacto con un Unico polinucleétido que codifica ambas proteinas de fusion.

Para cualquiera de los métodos anteriormente mencionados, la cromatina celular puede estar en un cromosoma,
episoma o genoma organular. Ademas, en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, al menos
un dominio de unioén de dedos de cinc se manipula, por ejemplo, por disefio o métodos de seleccion.

Similarmente, para cualquiera de los métodos anteriormente mencionados, el medio dominio de escisién puede
derivarse de, por ejemplo, una endonucleasa de asentamiento o una endonucleasa de restriccion, por ejemplo, una
endonucleasa de restriccion de tipo IIS. Una endonucleasa de restriccion de tipo 1S a modo de ejemplo es Fok .

Para cualquiera de los métodos de escision dirigida, mutagénesis dirigida y/o recombinacion dirigida desvelados en
el presente documento que utilizan proteinas de fusién que comprenden un medio dominio de escision, los bordes
préximos de los sitios de unién de las proteinas de fusién pueden separarse por 5 6 6 pares de bases.

En ciertas realizaciones, es posible obtener elevada especificidad de escisiéon utilizando proteinas de fusion en las
que uno o ambos dominios de escisidén contienen una alteracion en la secuencia de aminoacidos de la interfase de
dimerizacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543 409 T3

La mutagénesis dirigida de una region de interés en cromatina celular puede producirse cuando un evento de
escision dirigida, como se ha descrito anteriormente, va seguido de unién de extremos no homélogos (NHEJ). Por
consiguiente, se proporcionan métodos para la alteracion de una primera secuencia de nucleétidos en una regién de
interés en cromatina celular, en los que los métodos comprenden las etapas de (a) manipular un primer dominio de
union de dedos de cinc para unirse a una segunda secuencia de nucleétidos en la region de interés, en el que la
segunda secuencia comprende al menos 9 nucleétidos; (b) proporcionar un segundo dominio de unién de dedos de
cinc para unirse a una tercera secuencia de nucleétidos, en el que la tercera secuencia comprende al menos 9
nucledtidos y se localiza entre 2 y 50 nucleétidos de la segunda secuencia; (c) expresar una primera proteina de
fusion en la célula, comprendiendo la primera proteina de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un
primer medio dominio de escision; y (d) expresar una segunda proteina de fusion en la célula, comprendiendo la
segunda proteina de fusion el segundo dominio de union de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision;
en el que la primera proteina de fusion se une a la segunda secuencia, y la segunda proteina de fusion se une a la
tercera secuencia, posicionando asi los medios dominios de escisién de forma que la cromatina celular se escinda
en la region de interés y el sitio de escision esté sometido a unién de extremos no homdlogos.

Las mutaciones dirigidas resultantes del método anteriormente mencionado incluyen, pero no se limitan a,
mutaciones puntuales (es decir, conversion de un Unico par de bases en un par de bases diferente), sustituciones
(es decir, conversion de una pluralidad de pares de bases en una secuencia diferente de longitud idéntica),
inserciones de uno o mas pares de bases, deleciones de uno o mas pares de bases y cualquier combinacion de las
alteraciones de secuencias anteriormente mencionadas.

También se proporcionan métodos para la recombinacion dirigida (para, por ejemplo, alteracion o sustitucion de una
secuencia en un cromosoma o una region de interés en cromatina celular). Por ejemplo, una secuencia genémica
mutante puede sustituirse con una secuencia no mutante, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedad genética o
trastornos heredados. Ademas, una secuencia no mutante gendmica puede sustituirse con una secuencia mutante,
por ejemplo, para prevenir la funcién de un producto oncogénico o un producto de un gen que participa en una
respuesta inflamatoria inapropiada. Ademas, un alelo de un gen puede sustituirse con un alelo diferente.

En tales métodos, una o mas nucleasas dirigidas crean una rotura bicatenaria en cromatina celular en un sitio
predeterminado, y un polinucleétido donante, que tiene homologia con la secuencia de nucleétidos de la cromatina
celular en la region de la rotura, se introduce en la célula. Los procesos de reparacion de ADN celular se activan por
la presencia de la rotura bicatenaria y el polinucleétido donante se usa como molde para la reparacion de la rotura,
produciendo la introduccion de toda o parte de la secuencia de nucleétidos del donante en la cromatina celular. Asi
una primera secuencia en cromatina celular puede alterarse y, en ciertas realizaciones, puede convertirse en una
secuencia presente en un polinucleétido donante.

En este contexto, el uso de los términos “sustituir’ o “sustitucion” pueden entenderse para representar la sustitucion
de una secuencia de nucleétidos por otra (es decir, sustitucion de una secuencia en el sentido informativo), y no
necesariamente requiere la sustitucion fisica o quimica de un polinucleétido por otro.

Por consiguiente, en un aspecto, se proporciona un método para la sustitucion de una region de interés en cromatina
celular (por ejemplo, una secuencia gendmica) con una primera secuencia de nucleétidos, comprendiendo el
método: (a) manipular un dominio de unién de dedos de cinc para unirse a una segunda secuencia en la region de
interés; (b) expresar una proteina de fusion en una célula, comprendiendo la proteina de fusién el dominio de unién
de dedos de cinc y un dominio de escision; y (c) poner en contacto la célula con un polinucleétido que comprende la
primera secuencia de nucleétidos; en el que la proteina de fusion se une a la segunda secuencia de forma que la
cromatina celular se escinda en la region de interés y una secuencia de nucledtidos en la region de interés se
sustituye por la primera secuencia de nucleétidos. Generalmente, la cromatina celular se escinde en la region de
interés en o adyacente a la segunda secuencia. En realizaciones adicionales, el dominio de escision comprende dos
medios dominios de escision, que pueden derivarse de la misma nucleasa o de nucleasas diferentes.

Ademas, se proporciona un método para la sustitucion de una region de interés en cromatina celular (por ejemplo,
una secuencia genémica) con una primera secuencia de nucleétidos, comprendiendo el método: (a) manipular un
primer dominio de unidon de dedos de cinc para unirse a una segunda secuencia en la regién de interés; (b)
proporcionar un segundo dominio de unién de dedos de cinc para unirse a una tercera secuencia en la region de
interés; (c) expresar una primera proteina de fusion en una célula, comprendiendo la primera proteina de fusién el
primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; (d) expresar una segunda proteina
de fusion en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusion el segundo dominio de unién de dedos de cinc y
un segundo medio dominio de escision; y (e) poner en contacto la célula con un polinucleétido que comprende la
primera secuencia de nucleotidos; en el que la primera proteina de fusién se une a la segunda secuencia y la
segunda proteina de fusion se une a la tercera secuencia, posicionando asi los medios dominios de escision de
forma que la cromatina celular se escinda en la regidn de interés y una secuencia de nucleoétidos en la region de
interés se sustituya por la primera secuencia de nucleétidos. Generalmente, la cromatina celular se escinde en la
region de interés en un sitio entre la segunda y tercera secuencias.

Métodos adicionales para la sustitucion de una regién de interés en cromatina celular (por ejemplo, una secuencia
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gendmica) con una primera secuencia de nucleétidos comprenden: (a) seleccionar una segunda secuencia, en los
que la segunda secuencia esta en la region de interés y tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos; (b) manipular
un primer dominio de unidn de dedos de cinc para unirse a la segunda secuencia; (c) seleccionar una tercera
secuencia, en los que la tercera secuencia tiene una longitud de al menos 9 nucleoétidos y se localiza entre 2 y 50
nucledtidos de la segunda secuencia; (d) proporcionar un segundo dominio de unién de dedos de cinc para unirse a
la tercera secuencia; (e) expresar una primera proteina de fusién en una célula, comprendiendo la primera proteina
de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; (f) expresar una
segunda proteina de fusién en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusion el segundo dominio de unién
de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision; y (g) poner en contacto la célula con un polinucleétido
que comprende la primera secuencia de nucledtidos; en los que la primera proteina de fusién se une a la segunda
secuencia y la segunda proteina de fusion se une a la tercera secuencia, posicionando asi los medios dominios de
escision de forma que la cromatina celular se escinda en la region de interés y una secuencia de nucleétidos en la
region de interés se sustituya por la primera secuencia de nucleétidos. Generalmente, la cromatina celular se
escinde en la region de interés en un sitio entre la segunda y tercera secuencias.

En otro aspecto, se proporcionan métodos para la recombinacion dirigida en los que una primera secuencia de
nucledtidos, localizada en una regidn de interés en cromatina celular, se sustituye con una segunda secuencia de
nucledtidos. Los métodos comprenden (a) manipular un primer dominio de unién de dedos de cinc para unirse a una
tercera secuencia en la region de interés; (b) proporcionar un segundo dominio de unién de dedos de cinc para
unirse a una cuarta secuencia; (c) expresar una primera proteina de fusion en una célula, comprendiendo la proteina
de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; (d) expresar una
segunda proteina de fusién en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusion el segundo dominio de unién
de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision; y (e) poner en contacto una célula con un polinucleétido
que comprende la segunda secuencia de nucleétidos; en el que la primera proteina de fusion se une a la tercera
secuencia y la segunda proteina de fusién se une a la cuarta secuencia, posicionando asi los medios dominios de
escision de forma que la cromatina celular se escinda en la regién de interés y la primera secuencia de nucleotidos
se sustituya por la segunda secuencia de nucleétidos.

En realizaciones adicionales, se proporciona un método para la alteracién de una primera secuencia de nucleétidos
en una region de interés en cromatina celular, comprendiendo el método las etapas de (a) manipular un primer
dominio de union de dedos de cinc para unirse a una segunda secuencia de nucleotidos en la regién de interés, en
el que la segunda secuencia comprende al menos 9 nucleétidos; (b) proporcionar un segundo dominio de union de
dedos de cinc para unirse a una tercera secuencia de nucleétidos, en el que la tercera secuencia comprende al
menos 9 nucledtidos y se localiza entre 2 y 50 nucleétidos de la segunda secuencia; (c) expresar una primera
proteina de fusion en la célula, comprendiendo la primera proteina de fusién el primer dominio de unién de dedos de
cinc y un primer medio dominio de escision; (d) expresar una segunda proteina de fusién en la célula,
comprendiendo la segunda proteina de fusion el segundo dominio de union de dedos de cinc y un segundo medio
dominio de escision; y (e) poner en contacto la célula con un polinucleétido que comprende una cuarta secuencia de
nucledtidos, en el que la cuarta secuencia de nucleétidos es homologa pero no idéntica a la primera secuencia de
nucledtidos; en el que la primera proteina de fusién se une a la segunda secuencia, y la segunda proteina de fusion
se une a la tercera secuencia, posicionando asi los medios dominios de escisiéon de forma que la cromatina celular
se escinda en la region de interés y la primera secuencia de nucleétidos se altere. En ciertas realizaciones, la
primera secuencia de nucleétidos se convierte en la cuarta secuencia de nucleétidos. En realizaciones adicionales,
la segunda vy tercera secuencias de nucleotidos (es decir, los sitios de unidn para las proteinas de fusion) estan
presentes en el polinucleétido que comprende la cuarta secuencia de nucledtidos (es decir, el polinucleétido
donante) y el polinucleétido que comprende la cuarta secuencia de nucleétidos se escinde.

En los métodos anteriormente mencionados para la recombinacion dirigida, los sitios de unidn para las proteinas de
fusion (es decir, la tercera y cuarta secuencias) pueden comprender cualquier numero de nucleétidos.
Preferentemente, tienen al menos nueve nucleétidos de longitud, pero también pueden ser mayores (por ejemplo,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y hasta 100 nucledtidos, que incluyen cualquier valor integral entre 9 y 100
nucleodtidos); ademas la tercera y cuarta secuencias no necesitan ser de la misma longitud. La distancia entre los
sitios de union (es decir, la longitud de la secuencia de nucledétidos entre la tercera y cuarta secuencias) puede ser
cualquier numero entero de pares de nucleétidos entre 2 y 50 (por ejemplo, 5 6 6 pares de bases) como se mide
desde el extremo proximo de un sitio de unién hasta el extremo préximo del otro sitio de union.

En los métodos anteriormente mencionados para la recombinacion dirigida, la cromatina celular puede escindirse en
un sitio localizado entre los sitios de unién de las dos proteinas de fusion. En ciertas realizaciones, los sitios de unién
estan sobre hebras de ADN opuestas; en realizaciones adicionales, los sitios de unién estan sobre la misma hebra
de ADN. Ademas, la expresion de las proteinas de fusion en la célula puede llevarse a cabo tanto por introduccion
de las proteinas en la célula como por introducciéon de uno o mas polinucleétidos en la célula, que se transcriben
opcionalmente (si el polinucleotido es ADN), y el (los) transcrito(s) traducido(s), para producir las proteinas de fusion.
Por ejemplo, pueden introducirse dos polinucleétidos, cada uno que comprende secuencias que codifican una de las
dos proteinas de fusién, en una célula. Alternativamente, un Unico polinucleétido que comprende secuencias que
codifican ambas proteinas de fusién puede introducirse en la célula.
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Asi, en una realizacién, un método para la sustitucién de una region de interés en cromatina celular (por ejemplo,
una secuencia genémica) con una primera secuencia de nucleodtidos comprende: (a) manipular un primer dominio de
union de dedos de cinc para unirse a una segunda secuencia en la region de interés; (b) proporcionar un segundo
dominio de union de dedos de cinc para unirse a una tercera secuencia; y (c) poner en contacto una célula con:

(i) un primer polinucleétido que comprende la primera secuencia de nucleétidos;

(ii) un segundo polinucledtido que codifica una primera proteina de fusién, comprendiendo la primera
proteina de fusion el primer dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; y
(iii) un tercer polinucledtido que codifica una segunda proteina de fusién, comprendiendo la segunda
proteina de fusion el segundo dominio de unién de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision;

en el que la primera y segunda proteinas de fusion se expresan, la primera proteina de fusion se une a la segunda
secuencia y la segunda proteina de fusién se une a la tercera secuencia, posicionando asi los medios dominios de
escision de forma que la cromatina celular se escinda en la region de interés; y la region de interés se sustituya por
la primera secuencia de nucleétidos.

En las realizaciones preferidas de métodos para la recombinacion dirigida y/o sustitucién y/o alteracion de una
secuencia en una region de interés en cromatina celular, una secuencia cromosomica se altera por recombinacion
homdloga con una secuencia de nucleétidos “donante” exdgena. Tal recombinacién homdloga se estimula por la
presencia de una rotura bicatenaria en la cromatina celular, si las secuencias homélogas a la region de la rotura
estan presentes. Las roturas bicatenarias en cromatina celular también pueden estimular mecanismos celulares de
unién de extremos no homalogos.

En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la primera secuencia de nucleétidos (la
“secuencia donante”) puede contener secuencias que son homaélogas, pero no idénticas, a secuencias genémicas en
la region de interés, estimulando asi la recombinacion homéloga para insertar una secuencia no idéntica en la region
de interés. Asi, en ciertas realizaciones, porciones de la secuencia donante que son homoélogas a secuencias en la
region de interés presentan entre aproximadamente el 80 y el 99 % (o cualquier numero entero entremedias) de
identidad de secuencias con la secuencia gendmica que se sustituye. En otras realizaciones, la homologia entre la
secuencia donante y genomica es superior al 99 %, por ejemplo, si solo 1 nucleétido se diferencia entre las
secuencias donante y gendmica de mas de 100 pares de bases contiguos. En ciertos casos, una porciéon no
homologa de la secuencia donante puede contener secuencias no presentes en la region de interés, de forma que
se introducen nuevas secuencias en la region de interés. En estos casos, la secuencia no homodloga esta
generalmente flanqueada por secuencias de 50-1.000 pares de bases (o cualquier valor entero entremedias) o
cualquier numero de pares de bases superior a 1.000, que son homadlogas o idénticas a secuencias en la region de
interés. En otras realizaciones, la secuencia donante es no homoéloga a la primera secuencia, y se inserta en el
genoma por mecanismos de recombinacién no homologa.

En métodos para la recombinacion dirigida y/o sustitucion y/o alteracion de una secuencia de interés en cromatina
celular, el primer y segundo medios dominios de escisién pueden derivarse de la misma endonucleasa o de
endonucleasas diferentes. Las endonucleasas incluyen, pero no se limitan a, endonucleasas de asentamiento y
endonucleasas de restriccion. Endonucleasas de restriccion a modo de ejemplo son endonucleasas de restriccion de
tipo 11S; una endonucleasa de restriccion de tipo 11IS a modo de ejemplo es Fok .

La regién de interés puede estar en un cromosoma, episoma o genoma organular. La regiéon de interés puede
comprender una mutacion, que puede sustituirse con una secuencia no mutante (o con una secuencia mutante
diferente), o la regién de interés puede contener una secuencia no mutante que esta sustituida con una secuencia
mutante o un alelo diferente. Las mutaciones incluyen, pero no se limitan a, mutaciones puntuales (transiciones,
transversiones), inserciones de uno o mas pares de nucleétidos, deleciones de uno o mas pares de nucleotidos,
transposiciones, inversiones y translocalizaciones. Las mutaciones pueden cambiar la secuencia codificante,
introducir codén (codones) de terminacion prematuro(s) y/o modificar la frecuencia de un motivo de secuencia
repetitivo (por ejemplo, repeticion de trinucleotidos) en un gen. Para aplicaciones en las que se usa la recombinacion
dirigida para sustituir una secuencia mutante, la cromatina celular se escinde generalmente en un sitio localizado
dentro de 100 nucleétidos en cualquier lado de la mutacién, aunque también pueden usarse sitios de escision
localizados hasta 6-10 kb del sitio de una mutacion.

En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el segundo dominio de unién de dedos de cinc
puede manipularse, por ejemplo, disefiarse y/o seleccionarse.

Ademas, el polinucleétido donante puede ser ADN o ARN, puede ser lineal o circular, y puede ser monocatenario o
bicatenario. Puede administrarse a la célula como acido nucleico desnudo, como un complejo con uno o mas
agentes de administracion (por ejemplo, liposomas, poloxameros) o contenerse en un vehiculo de administracion
viral, tal como, por ejemplo, un adenovirus, un virus adeno-asociado (AAV) o un vector de lentivirus no integrante.
Las secuencias donantes pueden oscilar en longitud de 10 a 1.000 nucledétidos (o cualquier valor entero de
nucledtidos entremedias) o mas.
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Similarmente, los polinucleétidos que codifican fusiones entre un dominio de unién de dedos de cinc y un dominio de
escision o medio dominio pueden ser ADN o ARN, pueden ser lineales o circulares, y pueden ser monocatenarios o
bicatenarios. Pueden administrarse a la célula como acido nucleico desnudo, como un complejo con uno o mas
agentes de administracion (por ejemplo, liposomas, poloxameros) o contenerse en un vehiculo de administracion
viral, tal como, por ejemplo, un adenovirus, un virus adeno-asociado (AAV) o un vector de lentivirus no integrante. Un
polinucleétido puede codificar una o mas proteinas de fusion.

En los métodos para la recombinacion dirigida, al igual que con los métodos para la escision dirigida, un dominio de
escision o medio dominio puede derivarse de cualquier nucleasa, por ejemplo, una endonucleasa de asentamiento o
una endonucleasa de restriccion, en particular, una endonucleasa de restriccion de tipo IIS. Los medios dominios de
escision pueden derivarse de las mismas endonucleasas o de endonucleasas diferentes. Una fuente a modo de
ejemplo, de la que puede derivarse un medio dominio de escision, es la endonucleasa de restriccion de tipo IS Fok
l.

En ciertas realizaciones, la frecuencia de recombinacién homadloga puede potenciarse deteniendo las células en la
fase G2 del ciclo celular y/o activando la expresion de una o mas moléculas (proteina, ARN) que participan en la
recombinacién homologa y/o inhibiendo la expresion o actividad de proteinas que participan en la unién de extremos
no homoélogos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos, en forma bicatenaria, de una porcion del gen hSMC1L1
humano que codifica la porcion del extremo amino de la proteina (SEC ID N° 1) y la secuencia de
aminoacidos codificada (SEC ID N°: 2). Las secuencias diana para las ZFP especificas de hSMC1 estan
subrayadas (una en cada hebra de ADN).

La Figura 2 muestra un diagrama esquematico de un plasmido que codifica una fusion de ZFP-Fokl para la
escision dirigida del gen hSMCA1.

La Figura 3 A-D muestra un diagrama esquematico del gen hSMC1. La Figura 3A muestra un esquema de
una porcion del cromosoma X humano que incluye el gen hSMC1. La Figura 3B muestra un esquema de
una porcion del gen hSMC1 que incluye la region en la direccion 5' (izquierda de +1), el primer exén (entre
+1 y el extremo derecho de la flecha marcada “secuencia codificante de SMC1”) y una porcién del primer
intrén. También se proporcionan localizaciones de secuencias homdlogas a los cebadores de amplificacion
iniciales y al cebador especifico del cromosoma (véase la Tabla 3). La Figura 3C muestra la secuencia de
nucleétidos del cromosoma X humano en la region del codon de iniciacion de SMC1 (SEC ID N°: 3), la
secuencia de aminoacidos codificada (SEC ID N°: 4) y los sitios diana para las proteinas de dedos de cinc
especificas para SMC1. La Figura 3D muestra la secuencia de la region correspondiente de la molécula
donante (SEC ID N°: 5), con diferencias entre secuencias donantes y cromosémicas subrayadas. Las
secuencias contenidas en el cebador de amplificacion especifico de donante (Tabla 3) se indican por
subrayado doble.

La Figura 4 muestra un diagrama esquematico de la construccion donante de hSMC1.

La Figura 5 muestra el analisis por PCR de ADN de células HEK293 transfectadas. Desde la izquierda, los
carriles muestran los resultados de células transfectadas con un plasmido que codifica GFP (plasmido de
control), células transfectadas con dos plasmidos, cada uno de los cuales codifica una de las dos proteinas
de fusién de ZFP-Fokl especificas de hSMC1 (ZFP solas), células transfectadas con dos concentraciones
del plasmido donante de hSMC1 (donante solo) y células transfectadas con los dos plasmidos que codifican
ZFP y el plasmido donante (ZFP + donante). Véase el Ejemplo 1 para detalles.

La Figura 6 muestra la secuencia de nucleétidos de un producto de amplificaciéon derivado de un gen
hSMC1 mutado (SEC ID N°: 6) generado por recombinacion homologa dirigida. Las secuencias derivadas
del vector en el que se cloné el producto de amplificacion estan subrayadas una vez, las secuencias
cromosomicas no presentes en la molécula donante se indican por subrayado discontinuo (nucleétidos 32-
97), las secuencias comunes al donante y al cromosoma no estan subrayadas (nucleétidos 98-394 y 402-
417) y las secuencias Unicas para el donante estan doblemente subrayadas (nucleétidos 395-401). Letras
en minusculas representan secuencias que se diferencian entre el cromosoma y el donante.

La Figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos de una porcién del gen IL-2Ry humano que comprende el
extremo 3' del segundo intrén y el extremo 5' del tercer exén (SEC ID N°: 7) y la secuencia de aminoacidos
codificada por la porcion expresada del tercer exén (SEC ID N°: 8). Las secuencias diana para el segundo
par de ZFP especificas para IL-2Ry estan subrayadas. Véase el Ejemplo 2 para detalles.

La Figura 8 muestra un diagrama esquematico de un plasmido que codifica una fusion de ZFP-Fokl para la
escision dirigida del gen IL-2Ry.

La Figura 9 A-D muestra un diagrama esquematico del gen IL-2Ry. La Figura 9A muestra un esquema de
una porcién del cromosoma X humano que incluye el gen IL-2Ry. La Figura 9B muestra un esquema de una
porcion del gen IL-2Ry que incluye una porcion del segundo intrén, el tercer exén y una porcién del tercer
intrén. También se proporcionan localizaciones de secuencias homdlogas a los cebadores de amplificacion
iniciales y al cebador especifico de cromosoma (véase la Tabla 5). La Figura 9C muestra la secuencia de
nucledtidos del cromosoma X humano en la regién del tercer exén del gen IL-2Ry (SEC ID N° 9), la
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secuencia de aminoacidos codificada (SEC ID N°: 10) y los sitios diana para el primer par de proteinas de
dedos de cinc especificas para IL-2Ry. La Figura 9D muestra la secuencia de la region correspondiente de
la molécula donante (SEC ID N°: 11), con diferencias entre las secuencias donantes y cromosémicas
subrayadas. Las secuencias contenidas en el cebador de amplificacion especifico para donante (Tabla 5)
se indican por sobrerayado doble.

La Figura 10 muestra un diagrama esquematico de la construccion donante de IL-2Ry.

La Figura 11 muestra el analisis por PCR de ADN de células K652 transfectadas. Desde la izquierda, los
carriles muestran resultados de células transfectadas con dos plasmidos, cada uno de los cuales codifica
uno de un par de proteinas de fusién de ZFP-Fokl especificas de IL-2Ry (ZFP solas, carril 1), células
transfectadas con dos concentraciones del plasmido donante de IL-2Ry (donante solo, carriles 2y 3) y
células transfectadas con los dos plasmidos que codifican ZFP y el plasmido donante (ZFP + donante,
carriles 4-7). Se usaron cada uno de los dos pares de fusiones de ZFP-Fokl especificas de IL-2Ry
(identificadas como “par 1” y “par 2”) y el uso de ambos pares produjo la produccion del producto de
amplificacion de diagnoéstico (marcado “producto quimérico esperado” en la figura). Véase el Ejemplo 2 para
detalles.

La Figura 12 muestra la secuencia de nucleétidos de un producto de amplificacion derivado de un gen IL-
2Ry mutado (SEC ID N°: 12) generado por recombinacion homologa dirigida. Las secuencias derivadas del
vector en el que se clond el producto de amplificaciéon estan subrayadas una vez, las secuencias
cromosomicas no presentes en la molécula donante se indican por subrayado discontinuo (nucleétidos 460-
552), las secuencias comunes al donante y al cromosoma no estan subrayadas (nucleotidos 32-42 y 59-
459) y un estiramiento de secuencia que contiene nucleétidos que distinguen secuencias donantes de
secuencias cromosomicas esta doblemente subrayado (nucleotidos 44-58). Las letras en minuscula
representan nucleotidos cuya secuencia se diferencia entre el cromosoma y el donante.

La Figura 13 muestra la secuencia de nucleétidos de una porcion del gen de la beta-globina humana que
codifica segmentos del promotor central, los dos primeros exones y el primer intron (SEC ID N°: 13). Una
mutacion de aminoacido que cambia una A (en negrita y subrayada) en la posicion 5212541 sobre el
cromosoma 11 (BLAT, sitio de UCSC Genome Bioinformatics) a una T produce anemia drepanocitica. Se
disefié una primera proteina de fusion de dedos de cinc/Fokl de forma que los contactos primarios
estuvieran con la secuencia de 12 nucleétidos subrayada AAGGTGAACGTG (nucleétidos 305-316 de SEC
ID N°: 13) y se disefid una segunda proteina de fusion de dedos de cinc/Fokl de forma que los primeros
contactos estuvieran con el complemento de la secuencia de 12 nucleétidos subrayada CCGTTACTGCCC
(nucleotidos 325-336 de SEC ID N°: 13).

La Figura 14 es un diagrama esquematico de un plasmido que codifica la fusion de ZFP-Fokl para la
escision dirigida del gen de la beta-globina humana.

La Figura 15 es un diagrama esquematico del gen de la beta-globina humana clonado que muestra la
region en la direccion 5', primer y segundo exones, primer intron y primeros sitios de union.

La Figura 16 es un diagrama esquematico de la construccion donante de beta-globina, pCR4-TOPO-
HBBdonante.

La Figura 17 muestra el analisis por PCR de ADN de células transfectadas con dos pares de ZFP-
nucleasas especificas de B-globina y un plasmido donante de beta-globina. El panel de la izquierda es un
control de carga en el que los cebadores amp 1 inicial y amp 2 inicial (Tabla 7) se usaron para la
amplificaciéon. En el experimento mostrado en el panel derecho, los cebadores “especificos de cromosoma”
y “especificos de donante” (Tabla 7) se usaron para la amplificacion. El carril mas a la izquierda en cada
panel contiene marcadores de peso molecular y el siguiente carril muestra productos de amplificacion
obtenidos de las células transfectadas con vector vacio. Los carriles restantes, de izquierda a derecha,
muestran producto de amplificacion de células transfectadas con: un plasmido que codifica GFP, 100 ng de
cada plasmido que codifica ZFP/Fokl, 200 ng de cada plasmido que codifica ZFP/Fokl, 200 ng de plasmido
donante, 600 ng de plasmido donante, 200 ng de plasmido donante + 100 ng de cada plasmido que codifica
ZFP/Fokl y 600 ng de plasmido donante + 200 ng de cada plasmido que codifica ZFP/FokI.

La Figura 18 muestra la secuencia de nucleétidos de un producto de amplificacion derivado de un gen de la
beta-globina mutada (SEC ID N°: 14) generado por recombinacién homologa dirigida. Las secuencias
cromosomicas no presentes en la molécula donante se indican por subrayado discontinuo (nucleétidos 1-
72), secuencias comunes al donante y el cromosoma no estan subrayadas (nucleétidos 73-376) y un
estiramiento de secuencia que contiene nucleétidos que distinguen secuencias donantes de secuencias
cromosomicas esta doblemente subrayado (nucledtidos 377-408). Las letras en minUscula representan
nucledtidos cuya secuencia se diferencia entre el cromosoma y el donante.

La Figura 19 muestra la secuencia de nucleétidos de una porcién del quinto exén del gen de la cadena
gamma del receptor de interleucina-2 (IL-2Ry) (SEC ID N°: 15). También se muestran (subrayadas) las
secuencias diana para las proteinas de fusion de ZFP/Fokl 5-8 y 5-10. Véase el Ejemplo 5 para detalles.

La Figura 20 muestra la secuencia de aminoacidos de la fusion de ZFP/Fokl 5-8 dirigida al exén 5 del gen
IL-2Ry humano (SEC ID N° 16). Los residuos de aminoacidos 1-17 contienen una secuencia de
localizacion nuclear (NLS, subrayada); los residuos 18-130 contienen la porcion de ZFP, con las regiones
de reconocimiento de los dedos de cinc componentes mostrados en negrita; el conector de ZFP-Fokl
(conector de ZC, subrayada) se extiende desde los residuos 131 a 140 y el medio dominio de escision de
Fokl empieza en el residuo 141 y se extiende hasta el extremo de la proteina en el residuo 336. El residuo
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que se alter6 para generar la mutacion Q486E se muestra subrayado y en negrita.

La Figura 21 muestra la secuencia de aminoacidos de la fusion de ZFP/Fokl 5-10 dirigida al exén 5 del gen
IL-2Ry humano (SEC ID N° 17). Los residuos de aminoacidos 1-17 contienen una secuencia de
localizacion nuclear (NLS, subrayada); los residuos 18-133 contienen la porcion de ZFP, con las regiones
de reconocimiento de dedos de cinc componentes mostradas en negrita; el conector de ZFP-Fokl (conector
de ZC, subrayado) se extiende desde los residuos 134 a 143 y el medio dominio de escision de Fokl
empieza en el residuo 144 y se extiende hasta el extremo de la proteina en el residuo 339. El residuo que
se alterd para generar la mutacion E490K se muestra subrayado y en negrita.

La Figura 22 muestra la secuencia de nucleétidos del gen de la proteina verde fluorescente potenciado
(SEC ID N°: 18) derivado del gen GFP de Aequorea victoria (Tsien (1998) Ann. Rev. Biochem. 67:509-544).
El coddn de iniciacion ATG, ademas de la region que se mutagenizo, estan subrayados.

La Figura 23 muestra la secuencia de nucleotidos de un gen eGFP defectuoso mutante (SEC ID N°: 19).
Los sitios de uniéon para ZFP-nucleasas estan subrayados y la regiéon entre los sitios de union se
corresponde con la regiéon que se modifico.

La Figura 24 muestra las estructuras de plasmidos que codifican nucleasas de dedos de cinc dirigidas al
gen eGFP.

La Figura 25 muestra un autorradiograma de un gen de 10 % de acrilamida usado para analizar la escisién
de ADN dirigida de un gen eGFP mutante por endonucleasas de dedos de cinc. Véase el Ejemplo 8 para
detalles.

La Figura 26 muestra la estructura del plasmido pcDNA4/TO/GFPmut (véase el Ejemplo 9).

La Figura 27 muestra niveles de ARNm de eGFPmut, normalizados a ARNm de GAPDH, en diversas
lineas celulares obtenidas de la transfeccion de células HEK293 humanas. Las barras claras muestran
niveles en células sin tratar; las barras oscuras muestran niveles en células que se habian tratado con 2
ng/ml de doxiciclina. Véase el Ejemplo 9 para detalles.

La Figura 28 muestra la estructura del plasmido pCR(R)4-TOPO-GFPdonante5. Véase el Ejemplo 10 para
detalles.

La Figura 29 muestra la secuencia de nucleétidos del inserto de eGFP en pCR(R)4-TOPO-GFPdonante5
(SEC ID N°: 20). Elinserto contiene secuencias que codifican una porcidon de una proteina verde
fluorescente potenciada no modificada, que carece de un codén de iniciacion. Véase el Ejemplo 10 para
detalles.

La Figura 30 muestra un trazo de FACS de células T18 transfectadas con plasmidos que codifican dos
ZFP-nucleasas y un plasmido que codifica una secuencia donante, que se detuvieron en la fase G2 del
ciclo celular 24 horas después de la transfeccion con 100 ng/ml de nocodazol durante 48 horas. El medio se
sustituyd y se dejo que las células se recuperaran durante 48 horas adicionales, y la correccion génica se
midio por analisis de FACS. Véase el Ejemplo 11 para detalles.

La Figura 31 muestra un trazo de FACS de células T18 transfectadas con plasmidos que codifican dos
ZFP-nucleasas y un plasmido que codifica una secuencia donante, que se detuvieron en la fase G2 del
ciclo celular 24 horas después de la transfecciéon con vinblastina 0,2 uM durante 48 horas. El medio se
sustituyd y se dejo que las células se recuperaran durante 48 horas adicionales, y la correccion génica se
midio por analisis de FACS. Véase el Ejemplo 11 para detalles.

La Figura 32 muestra la secuencia de nucleotidos de un inserto de eGFP de 1.527 nucledtidos en
pCR(R)4-TOPO (SEC ID N°: 21). La secuencia codifica una proteina verde fluorescente potenciada no
modificada que carece de un codon de iniciacion. Véase el Ejemplo 13 para detalles.

La Figura 33 muestra un diagrama esquematico de un ensayo usado para medir la frecuencia de edicion
del gen IL-2Ry humano endégeno. Véase el Ejemplo 14 para detalles.

La Figura 34 muestra autorradiogramas de geles de acrilamida usados en un ensayo para medir la
frecuencia de edicién de un gen celular enddgeno por escision y recombinacion homéloga dirigidas. El carril
marcado “GFP” muestra los resultados del ensayo de un control en el que las células se transfectaron con
un vector que codifica eGFP; el carril marcado “ZFP solas” muestra los resultados de otro experimento de
control en el que las células se transfectaron con los dos plasmidos que codifican ZFP/nucleasa (50 ng de
cada uno), pero no con una secuencia donante. Los carriles marcados “donante solo” muestran resultados
de un experimento de control en el que células se transfectaron con 1 ug de plasmido donante, pero no con
el plasmido que codifica ZFP/nucleasa. En los carriles experimentales, 50Z se refiere a células
transfectadas con 50 ng de cada plasmido de expresion de ZFP/nucleasa, 100Z se refiere a células
transfectadas con 100 ng de cada plasmido de expresion de ZFP/nucleasa, 0,5D se refiere a células
transfectadas con 0,5 ug del plasmido donante, e 1D se refiere a células transfectadas con 1,0 pug del
plasmido donante. “+” se refiere a células que se expusieron a vinblastina 0,2 uM; “-” se refieren a células
que no se expusieron a vinblastina. “wt” se refiere al fragmento obtenido después de la digestion con BsrBI
de productos de amplificacion obtenidos de cromosomas que contienen el gen IL-2Ry cromosoémico no
mutante; “rflp” se refiere a los dos fragmentos (de peso molecular aproximadamente igual) obtenidos
después de la digestion con BsrBl de productos de amplificacion obtenidos de cromosomas que contienen
secuencias del plasmido donante que se habian integrado por recombinaciéon homadloga.

La Figura 35 muestra una imagen autorradiografica de una exposicion de cuatro horas de un gel usado en
un ensayo para medir la recombinacion dirigida al sitio IL-2Ry humano en células K562. “wt” identifica una
banda que es diagndstica de ADN cromosdmico que contiene la secuencia nativa de IL-2Ry de K562; “rflp”
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identifica un diagnostico doble de ADN cromosémico que contiene la secuencia alterada de IL-2Ry presente
en la molécula de ADN donante. El simbolo “+” encima de un carril indica que las células se trataron con
vinblastina 0,2 uM; el simbolo “-” indica que las células no se trataron con vinblastina. Los nimeros en los
carriles “ZFP + donante” indican el porcentaje de ADN cromosdmico total que contiene secuencia
originalmente presente en la molécula de ADN donante, calculado usando la funcién “peak finder, automatic
baseline” del software ImageQuant v. 5.1 de Molecular Dynamics como se describe en Cap. 8 del manual
del fabricante (Guia del Usuario de ImageQuant de Molecular Dynamics; parte 218-415). “Untr” indica célula
sin transfectar. Véase el Ejemplo 15 para detalles adicionales.

La Figura 36 muestra una imagen autorradiografica de una exposicion de cuatro horas de un gel usado en
un ensayo para medir la recombinacion dirigida al locus IL-2Ry humano en células K562. “wt” identifica una
banda que es diagndstica de ADN cromosdmico que contiene la secuencia nativa de IL-2Ry de K562; “rflp”
identifica una banda que es diagnoéstica de ADN cromosémico que contiene la secuencia alterada de IL-2Ry
presente en la molécula de ADN donante. El simbolo “+” encima de un carril indica que las células se
trataron con vinblastina 0,2 uM; el simbolo “-” indica que las células no se trataron con vinblastina. Los
numeros debajo de los carriles “ZFP + donante” indican el porcentaje de ADN cromosémico total que
contiene secuencia originalmente presente en la molécula de ADN donante, calculado como se describe en
el Ejemplo 35. Véase el Ejemplo 15 para detalles adicionales.

La Figura 37 muestra un autorradiograma de una exposicion de cuatro horas de una transferencia de ADN
sondada con un fragmento especifico para el gen IL-2Ry humano. La flecha a la derecha de la imagen
indica la posicién de una banda correspondiente a ADN gendmico cuya secuencia ha sido alterada por
recombinaciéon homodloga. El simbolo “+” encima de un carril indica que las células se trataron con
vinblastina 0,2 uM; el simbolo “-” indica que las células no se trataron con vinblastina. Los nimeros debajo
de los carriles “ZFP + donante” indican el porcentaje de ADN cromosémico total que contiene secuencia
originalmente presente en la molécula de ADN donante, calculado como se describe en el Ejemplo 35.
Véase el Ejemplo 15 para detalles adicionales.

La Figura 38 muestra imagenes autorradiograficas de geles usados en un ensayo para medir
recombinacién dirigida en el locus IL-2Ry humano en células de médula 6sea humana CD34". El panel
izquierdo muestra un patron de referencia en el que el porcentaje establecido de ADN gendmico humano
normal (que contiene un sitio Maell) se afiadié a ADN gendmico de células Jurkat (que carecen de un sitio
Maell), la mezcla se amplificdé por PCR para generar un producto de amplificacion radiomarcado y el
producto de amplificacion se digirid con Maell. “wt” identifica una banda que representa ADN sin digerir y
“rflp” identifica una banda resultante de digestion con Maell.

El panel derecho muestra los resultados de un experimento en el que células CD34" se transfectaron con
ADN donante que contiene un sitio BsrBl y plasmidos que codifican endonucleasas de fusion de dedos de
cinc-Fokl. La region gendémica relevante se amplific6 a continuacién y se marca, y el producto de
amplificacion marcado se digirié con BsrBl. “GFP” indica células de control que se transfectaron con un
plasmido codificante de GFP; “Donante solo” indica células de control que se transfectaron solo con ADN
donante, y “ZFP + Donante” indica células que se transfectaron con ADN donante y con plasmidos que
codifican las nucleasas de dedos de cinc/Fokl. “wt” identifica una banda que es diagnéstica de ADN
cromosomico que contiene la secuencia nativa de IL-2Ry; “rflp” identifica una banda que es diagnédstica de
ADN cromosomico que contiene la secuencia alterada de IL-2Ry presente en la molécula de ADN donante.
El carril mas a la derecha contiene marcadores de tamafio de ADN. Véase el Ejemplo 16 para detalles
adicionales.

La Figura 39 muestra una imagen de una inmunotransferencia usada para probar niveles de proteina Ku70
en células transfectadas con ARNip dirigido a Ku70. La linea celular T7 (Ejemplo 9, Figura 27) se transfecto
con dos concentraciones cada una de ARNip de dos conjuntos de ARNip diferentes (véase el Ejemplo 18).
Carril 1: 70 ng de conjunto D de ARNip; Carril 2: 140 ng de conjunto D de ARNip; Carril 3: 70 ng de conjunto
E de ARNip; Carril 4: 140 ng de conjunto E de ARNip. “Ku70” indica la banda que representa la proteina
Ku70; “TFIIB” indica una banda que representa el factor de transcripcion TFIIB, usado como control.

La Figura 40 muestra las secuencias de aminoacidos de cuatro dominios de dedos de cinc dirigidos al gen
de B-globina humano: sca-29b (SEC ID N°: 22); sca-36a (SEC ID N°: 23); sca-36b (SEC ID N°: 24) y sca-
36¢ (SEC ID N°: 25). El sitio diana para el dominio de sca-29b esta sobre la hebra de ADN, y los sitios
diana para los dominios de sca-36a, sca-36b y sca-36¢ estan sobre la hebra opuesta. Véase el Ejemplo 20.
La Figura 41 muestra los resultados de un ensayo in vitro, en el que diferentes combinaciones de
nucleasas de fusiéon de dedos de cinc/Fokl (ZFN) se probaron para la escision de ADN especifico de
secuencia. El carril marcado “U” muestra una muestra del molde de ADN. Los cuatro siguientes carriles
muestran resultados de incubacion del molde de ADN con cada una de las cuatro ZFN dirigidas a B-globina
(véase el Ejemplo 20 para la caracterizacion de estas ZFP). Los tres carriles mas a la derecha muestran los
resultados de la incubacién del molde de ADN con la ZFN sca-29b y una de las ZFN sca-36a, sca-36b o
sca-36¢ (todas las cuales estan dirigidas a la hebra opuesta a la que se dirige sca-29b).

La Figura 42 muestra niveles de ARNm de eGFP en células T18 (barras) en funcién de la concentracion de
doxiciclina (proporcionada en la abscisa). El nUmero sobre cada barra representa el porcentaje de
correccion de la mutacion de eGFP, en células transfectadas con ADN donante y plasmidos que codifican
nucleasas de dedos de cinc dirigidas a eGFP, en funcion de la concentracion de doxiciclina.

La Figura 43A-C muestra diagramas esquematicos de diferentes configuraciones de proteinas de fusion.
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La Figura 43A muestra dos proteinas de fusion, en las que el dominio de dedos de cinc es el mas proximo
al extremo N y el medio dominio de escision de Fokl es el mas proximo al extremo C, uniéndose a sitios
diana de ADN sobre hebras opuestas cuyos extremos 5' son proximales entre si. La Figura 43B muestra
dos proteinas de fusion, en las que el medio dominio de escision de Fokl es el mas proximo al extremo Ny
el dominio de dedos de cinc es el mas préximo al extremo C, uniéndose a sitios diana de ADN sobre hebras
opuestas cuyos extremos 3' son proximales entre si. La Figura 43C muestra una primera proteina en la que
el medio dominio de escision de Fokl es el mas proximo al extremo N y el dominio de dedos de cinc es el
mas proéximo al extremo C y una segunda proteina en la que el dominio de dedos de cinc es el mas préximo
al extremo N y el medio dominio de escision de Fokl es el mas proximo al extremo C, uniéndose a sitios
diana de ADN sobre la misma hebra, en el que el sitio diana para la primera proteina esta en la direcciéon 5’
(es decir, hacia el lado 5') del sitio de unién para la segunda proteina.

En todos los ejemplos se muestra que proteinas de tres dedos se unen a sitios diana de nueve nucledtidos.
Se muestra la polaridad de 5' y 3' de las hebras de ADN, y se identifican los extremos N de las proteinas de
fusion.

La Figura 44 es un autorradiograma de un gel de acrilamida en el que se ensayd la escision de un sustrato
modelo por endonucleasas de dedos de cinc. El carril 1 muestra la migracion de sustrato sin escindir. El
carril 2 muestra sustrato después de la incubacién con la proteina de fusion de dedos de cinc de IL2-
1R/Fokl. El carril 3 muestra el sustrato después de la incubacion con la proteina de fusion de dedos de cinc
de 5-9DR/Fokl. El carril 4 muestra el sustrato después de la incubaciéon con ambas proteinas. Tamafos
aproximados (en pares de bases) del sustrato y sus productos de escision se muestran a la derecha de la
imagen. Debajo de la imagen se muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID N°: 211) de la porcion del
sustrato que contiene los sitios de unién para los dominios de unién de dedos de cinc de 5-9D y IL2-1. Los
sitios de unién se identifican y se indican por subrayado.

La Figura 45 es un autorradiograma de un gel de acrilamida en el que se ensay®¢ la escision de un sustrato
modelo por endonucleasas de dedos de cinc. El carril 1 muestra la migracion de sustrato sin escindir. El
carril 2 muestra sustrato después de la incubacién con la proteina de fusion de dedos de cinc de IL2-
1C/Fokil. El carril 3 muestra el sustrato después de la incubacion con la proteina de fusiéon de dedos de cinc
de IL2-1R/Fokl. El carril 4 muestra el sustrato después de la incubacién con la proteina de fusion de dedos
de cinc de 5-9DR/Fokl. El carril 5 muestra el sustrato después de la incubacién con tanto las proteinas de
fusion IL2-1R como 5-9DR. El carril 6 muestra el sustrato después de la incubacién con ambas proteinas
IL2-1C y 5-9DR. Tamafos aproximados (en pares de bases) del sustrato y sus productos de escision se
muestran a la derecha de la imagen. Debajo de la imagen se muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID
N°: 212) de la porcioén del sustrato que contiene los sitios de unién para los dominios de unién de dedos de
cinc de 5-9D y IL2-1. Los sitios de unién se identifican y se indican por subrayado.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se define por las reivindicaciones.

En el presente documento se desvelan composiciones y métodos Utiles para la escision dirigida de cromatina celular
y para la alteracion dirigida de una secuencia de nucledétidos celular, por ejemplo, por escision dirigida seguida de
union de extremos no homalogos o por escision dirigida seguida de recombinacién homdloga entre un polinucleétido
exogeno (que comprende una o mas regiones de homologia con la secuencia de nucledtidos celular) y una
secuencia gendmica. Secuencias gendmicas incluyen aquellas presentes en cromosomas, episomas, genomas
organulares (por ejemplo, mitocondrias, cloroplastos), cromosomas artificiales y cualquier otro tipo de acido nucleico
presente en una célula tal como, por ejemplo, secuencias amplificadas, cromosomas dobles diminutos y los
genomas de bacterias y virus enddgenos o infectantes. Secuencias genémicas pueden ser normales (es decir, no
mutantes) o mutantes; las secuencias mutantes pueden comprender, por ejemplo, inserciones, deleciones,
translocalizaciones, transposiciones y/o mutaciones puntuales. Una secuencia gendmica también puede comprender
uno de varios alelos diferentes.

Composiciones utiles para la escision y recombinacién dirigidas incluyen proteinas de fusion que comprenden un
dominio de escision (o un medio dominio de escision) y un dominio de unién de dedos de cinc, polinucleétidos que
codifican estas proteinas y combinaciones de polipéptidos y polinucleétidos que codifican polipéptidos. Un dominio
de unién de dedos de cinc puede comprender uno o mas dedos de cinc (por ejemplo, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas
dedos de cinc), y puede manipularse para unirse a cualquier secuencia genémica. Asi, identificando una region
gendmica diana de interés en la que se desea la escision o recombinacion, pueden, segun los métodos desvelados
en el presente documento, construirse una o mas proteinas de fusién que comprenden un dominio de escisiéon (o
medio dominio de escision) y un dominio de dedos de cinc manipulado para reconocer una secuencia diana en dicha
region genémica. La presencia de una proteina de fusion tal (o proteinas) en una célula producira la union de la(s)
proteina(s) de fusion a su(s) sitio(s) de union y la escision dentro de o cerca de dicha regidon gendmica. Ademas, si
un polinucledtido exdégeno homadlogo a la regidon gendmica también esta presente en una célula tal, la recombinacion
homologa se produce a una tasa mayor entre la region gendémica y el polinucleétido exégeno.

General
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La practica de los métodos, ademas de la preparacion y uso de las composiciones desveladas en el presente
documento, emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales en biologia molecular,
bioquimica, estructura y analisis de cromatina, quimica computacional, cultivo celular, ADN recombinante y campos
relacionados que estan dentro de la experiencia de la materia. Estas técnicas se explican completamente en la
bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, segunda
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 y tercera edicion, 2001; Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, 1987 y actualizaciones periddicas; la serie METHODS IN
ENZYMOLOGY, Academic Press, San Diego; Wolffe, CHROMATIN STRUCTURE AND FUNCTION, tercera edicion,
Academic Press, San Diego, 1998; METHODS IN ENZYMOLOGY, Vol. 304, “Chromatin” (P.M. Wassarman y A. P.
Wolffe, eds.), Academic Press, San Diego, 1999; y METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, vol. 119, “Chromatin
Protocols” (P.B. Becker, ed.) Humana Press, Totowa, 1999.

Definiciones

Los términos “acido nucleico”, “polinucleétido” y “oligonucleétido” se usan indistintamente y se refieren a un
desoxirribonucleotido o polimero de ribonucleétidos, en conformacion lineal o circular, y en forma tanto mono- como
bicatenaria. Para los fines de la presente divulgacion, estos términos no deben interpretarse como limitantes con
respecto a la longitud de un polimero. Los términos pueden englobar analogos conocidos de nucledtidos naturales,
ademas de nucledtidos que se modifican en los restos de base, azucar y/o fosfato (por ejemplo, esqueletos de
fosforotioato). En general, un analogo de un nucleétido particular tiene la misma especificidad por apareamiento de
bases; es decir, un analogo de A se apareara con base con T.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos. El término también se aplica a polimeros de aminoacidos en los que uno o0 mas aminoacidos son
analogos quimicos o derivados modificados de un aminoacido que se produce naturalmente correspondiente.

“Unidén” se refiere a una interaccion no covalente especifica de secuencias, entre macromoléculas (por ejemplo,
entre una proteina y un acido nucleico). No todos los componentes de una interaccidon de unién necesitan ser
especificos de secuencia (por ejemplo, contactos con residuos de fosfato en un esqueleto de ADN), en tanto que la
interaccion en conjunto sea especifica de secuencia. Tales interacciones se caracterizan generalmente por una
constante de disociacion (Kq) de 10° M o menor. “Afinidad” se refiere a la intensidad de la unién: correlacionandose
elevada afinidad de unién con una menor Kg.

Una “proteina de uniéon” es una proteina que puede unirse no covalentemente a otra molécula. Una proteina de
union puede unirse a, por ejemplo, una molécula de ADN (una proteina de unién a ADN), una molécula de ARN (una
proteina de union a ARN) y/o una molécula de proteina (una proteina de unién a proteina). En el caso de una
proteina de union a proteina, puede unirse a si misma (para formar homodimeros, homotrimeros, etc.) y/o puede
unirse a una o mas moléculas de una proteina diferente o proteinas. Una proteina de unién puede tener mas de un
tipo de actividad de unién. Por ejemplo, las proteinas de dedos de cinc tienen actividad de union a ADN, actividad de
union a ARN vy actividad de union a proteina.

Una “proteina de union a ADN de dedos de cinc” (o dominio de unién) es una proteina, o un dominio dentro de una
proteina mayor, que se une a ADN en un modo especifico de secuencia mediante uno o mas dedos de cinc, que son
regiones de secuencia de aminoacidos dentro del dominio de unién cuya estructura se estabiliza mediante la
coordinacién de un ién cinc. El término proteina de unién a ADN de dedos de cinc se abrevia frecuentemente
proteina de dedos de cinc o ZFP.

Los dominios de unién de dedos de cinc pueden “manipularse” para unirse a una secuencia de nucleétidos
predeterminada. Ejemplos no limitantes de métodos para manipular proteinas de dedos de cinc son disefio y
seleccion. Una proteina de dedos de cinc disefiada es una proteina que no se produce en la naturaleza cuyo
disefio/composicion resulta principalmente de criterios racionales. Los criterios racionales para el disefio incluyen
aplicacion de reglas de sustitucion y algoritmos computerizados para procesar la informacién en una base de datos
que guarda informacion de disefios y datos de union ZFP existentes. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU.
6.140.081; 6.453.242; y 6.534.261; véanse también los documentos WO 98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060;
WO 02/016536 y WO 03/016496.

Una proteina de dedos de cinc “seleccionada” es una proteina que no se encuentra en la naturaleza cuya produccion
resulta principalmente de un proceso empirico tal como expresion en fago, trampa de interaccion o seleccion de
hibridos. Véanse, por ejemplo, los documentos US 5.789.538; US 5.925.523; US 6.007.988; US 6.013.453; US
6.200.759; WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970; WO 01/88197
y WO 02/099084.

El término “secuencia” se refiere a una secuencia de nucleotidos de cualquier longitud, que puede ser ADN o ARN;
puede ser lineal, circular o ramificada y puede ser tanto monocatenaria como bicatenaria. El término “secuencia
donante” se refiere a una secuencia de nucledtidos que se inserta en un genoma. Una secuencia donante puede ser
de cualquier longitud, por ejemplo, entre 2 y 10.000 nucledtidos de longitud (o cualquier valor de nimero entero
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entremedias o por encima), preferentemente entre aproximadamente 100 y 1.000 nucleétidos de longitud (o
cualquier niumero entero entremedias), mas preferentemente entre aproximadamente 200 y 500 nucledtidos de
longitud.

Una “secuencia no idéntica homologa” se refiere a una primera secuencia que comparte un grado de identidad de
secuencias con una segunda secuencia, pero cuya secuencia no es idéntica a la de la segunda secuencia. Por
ejemplo, un polinucleétido que comprende la secuencia no mutante de un gen mutante es homologo y no idéntico a
la secuencia del gen mutante. En ciertas realizaciones, el grado de homologia entre las dos secuencias es suficiente
para permitir la recombinacion homéloga entremedias, utilizando mecanismos celulares normales. Dos secuencias
no idénticas homologas pueden ser de cualquier longitud y su grado de no homologia puede ser tan pequefio como
un unico nucleétido (por ejemplo, para la correccion de una mutacion puntual genémica por recombinacién homologa
dirigida) o de hasta 10 o mas kilobases (por ejemplo, para la inserciéon de un gen en un sitio ectépico predeterminado
en un cromosoma). Dos polinucleétidos que comprenden las secuencias no idénticas homologas no necesitan ser de
la misma longitud. Por ejemplo, puede usarse un polinucleétido exdgeno (es decir, polinucleétido donante) de entre
20 y 10.000 nucledtidos o pares de nucleétidos.

En la técnica también se conocen técnicas para determinar la identidad de secuencias de acidos nucleicos y de
aminoacidos. Normalmente, tales técnicas incluyen determinar la secuencia de nucleétidos del ARNm para un gen
y/o determinar la secuencia de aminoacidos asi codificada, y comparar estas secuencias con un segundo nucleétido
o secuencia de aminoacidos. También pueden determinarse y compararse secuencias genémicas de esta forma. En
general, identidad se refiere a una correspondencia exacta de nucleétido con nucleé6tido o aminoacido con
aminoacido de dos polinucleétidos o secuencias de polipéptidos, respectivamente. Pueden compararse dos o mas
secuencias (polinucledtido o aminoacido) determinando su identidad en porcentaje. La identidad en porcentaje de
dos secuencias, tanto de secuencias de acidos nucleicos como de aminoacidos, es el nimero de apareamientos
exactos entre dos secuencias alineadas dividido entre la longitud de las secuencias mas cortas y multiplicado por
100. Un alineamiento aproximado para secuencias de acidos nucleicos se proporciona por el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981). Este algoritmo puede aplicarse a
secuencias de aminoacidos usando la matriz de puntuacion desarrollada por Dayhoff, Atlas of Protein Sequences
and Structure, M.O. Dayhoff ed., 5 supl. 3:353-358, National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C.,
EE.UU., y normalizado por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6):6745-6763 (1986). Una implementacion a modo de
ejemplo de este algoritmo para determinar la identidad en porcentaje de una secuencia se proporciona por Genetics
Computer Group (Madison, WI) en la aplicacion informatica “BestFit”. Los parametros por defecto para este método
se describen en Wisconsin Analysis Package Program Manual, version 8 (1995) (disponible de Genetics Computer
Group, Madison, WI). Un método preferido de establecimiento de la identidad en porcentaje en el contexto de la
presente divulgacion es usar el paquete MPSRCH de programas con los derechos registrados por la Universidad de
Edimburgo, desarrollado por John F. Collins y Shane S. Sturrok, y distribuido por IntelliGenetics, Inc. (Mountain View,
CA). De este juego de paquetes puede emplearse el algoritmo de Smith-Waterman cuando se usan parametros por
defecto para la tabla de puntuacion (por ejemplo, penalizacion por hueco abierto de 12, penalizacién por extension
de hueco de uno, y un hueco de seis). De los datos generados, el valor de “Apareamiento” refleja la identidad de
secuencias. Otros programas adecuados para calcular la identidad en porcentaje o similitud entre secuencias son
generalmente conocidos en la técnica, por ejemplo, otro programa de alineamiento es BLAST, usado con
parametros por defecto. Por ejemplo, pueden usarse BLASTN y BLASTP usando los siguientes parametros por
defecto: cédigo genético = estandar; filiro = ninguno; cadena = ambas; corte = 60; esperado = 10; Matriz =
BLOSUM®62; Descripciones = 50 secuencias; clasificado por = PUNTUACION ALTA; Bases de datos = no
redundantes, traducciones de GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS + proteina Swiss + Spupdate +
PIR. Detalles de estos programas pueden encontrarse en la siguiente direccién de internet:
http://www.ncbi.nim.gov/cgi-bin/BLAST. Con respecto a las secuencias descritas en el presente documento, el
intervalo de grados deseados de identidad de secuencias es aproximadamente del 80 % al 100 % y cualquier valor
de numero entero entremedias. Normalmente, las identidades en porcentaje entre secuencias son de al menos el
70-75 %, preferentemente el 80-82 %, mas preferentemente el 85-90 %, incluso mas preferentemente el 92 %,
todavia mas preferentemente el 95 %, y lo mas preferentemente el 98 % de identidad de secuencias.

Alternativamente, el grado de similitud de secuencias entre polinucleétidos puede determinarse por hibridacion de
polinucledtidos en condiciones que permiten la formacion de duplex estables entre regiones homologas, seguido de
digestion con nucleasa(s) especificas monocatenarias, y determinacion del tamafio de los fragmentos digeridos. Dos
secuencias de acidos nucleicos, o dos de polipéptidos, son sustancialmente homoélogas entre si cuando las
secuencias presentan al menos aproximadamente el 70 %-75 %, preferentemente el 80 %-82 %, mas
preferentemente el 85 %-90 %, incluso mas preferentemente el 92 %, todavia mas preferentemente el 95 %, y lo
mas preferentemente el 98 % de identidad de secuencias sobre una longitud definida de las moléculas, como se
determina usando los métodos anteriores. Como se usa en el presente documento, sustancialmente homadlogo
también se refiere a secuencias que muestran identidad completa con una secuencia de ADN o de polipéptidos
especificada. Las secuencias de ADN que son sustancialmente homodlogas pueden identificarse en un experimento
de hibridacion Southern bajo, por ejemplo, condiciones rigurosas, como se definen para ese sistema particular. La
definicién de condiciones de hibridacion apropiadas esta dentro de la experiencia de la materia. VVéase, por ejemplo,
Sambrook et al., arriba; Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, editors B.D. Hames and S.J. Higgins,
(1985) Oxford; Washington, DC; IRL Press).
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La hibridacion selectiva de dos fragmentos de acido nucleico puede determinarse del siguiente modo. El grado de
identidad de secuencias entre dos moléculas de acidos nucleicos afecta la eficiencia e intensidad de los eventos de
hibridacién entre tales moléculas. Una secuencia de acidos nucleicos parcialmente idéntica inhibira al menos
parcialmente la hibridaciéon de una secuencia completamente idéntica con una molécula diana. La inhibicién de la
hibridacion de la secuencia completamente idéntica puede evaluarse usando ensayos de hibridacion que son muy
conocidos en la técnica (por ejemplo, transferencia Southern (ADN), transferencia Northern (ARN), hibridacion en
disolucion, o similares, véase Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, (1989)
Cold Spring Harbor, N.Y.). Tales ensayos pueden realizarse usando grados variables de selectividad, por ejemplo,
usando condiciones variables de baja a alta rigurosidad. Si se emplean condiciones de baja rigurosidad, la ausencia
de unidn no especifica puede evaluarse usando una sonda secundaria que carece de incluso un grado parcial de
identidad de secuencias (por ejemplo, una sonda que tiene menos de aproximadamente el 30 % de identidad de
secuencias con la molécula diana), de forma que, en ausencia de eventos de unién no especificos, la sonda
secundaria no se hibridara con la diana.

Si se utiliza un sistema de deteccion basado en hibridacion, se elige una sonda de acido nucleico que es
complementaria a una secuencia de acidos nucleicos de referencia, y luego por seleccion de condiciones apropiadas
la sonda y la secuencia de referencia se hibridan selectivamente, o se unen, entre si para formar una molécula de
duplex. Una molécula de acido nucleico que puede hibridarse selectivamente con una secuencia de referencia bajo
condiciones de hibridacion de rigurosidad moderada normalmente se hibrida bajo condiciones que permitan la
deteccion de una secuencia de acidos nucleicos diana de al menos aproximadamente 10-14 nucleétidos de longitud
que al menos aproximadamente el 70% de identidad de secuencias con la secuencia de la sonda de acido nucleico
seleccionada. Las condiciones de hibridacion rigurosas permiten normalmente la deteccion de secuencias de acidos
nucleicos diana de al menos aproximadamente 10-14 nucledtidos de longitud que tienen una identidad de
secuencias superior a aproximadamente el 90-95 % con la secuencia de la sonda de acido nucleico seleccionada.
Las condiciones de hibridacion utiles para la hibridacion de secuencias de la sonda/de referencia, en las que la
secuencia de la sonda y de referencia tienen un grado especifico de identidad de secuencias, pueden determinarse
como se conoce en la técnica (véase, por ejemplo, Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, editors B.D.
Hames and S.J. Higgins, (1985) Oxford; Washington, DC; IRL Press).

Las condiciones para la hibridacién son muy conocidas para aquellos expertos en la materia. Rigurosidad de la
hibridacion se refiere al grado al que las condiciones de hibridacién desfavorecen la formacion de hibridos que
contienen nucledétidos desapareados, correlacionandose la mayor rigurosidad con una menor tolerancia por hibridos
desapareados. Los factores que afectan la rigurosidad de hibridacion son muy conocidos para aquellos expertos en
la materia e incluyen, pero no se limitan a, temperatura, pH, fuerza iénica y concentracion de disolventes organicos
tales como, por ejemplo, formamida y sulfoxido de dimetilo. Como es conocido por aquellos expertos en la materia,
la rigurosidad de hibridacion aumenta por mayores temperaturas, menor fuerza iénica y menores concentraciones de
disolvente.

Con respecto a las condiciones de rigurosidad para la hibridacion, es muy conocido en la técnica que puedan
emplearse numerosas condiciones equivalentes para establecer una rigurosidad particular variando, por ejemplo, los
siguientes factores: la longitud y la naturaleza de las secuencias, composicion basica de las diversas secuencias,
concentraciones de sales y otros componentes de la disolucion de hibridacion, la presencia o ausencia de agentes
de bloqueo en las disoluciones de hibridacion (por ejemplo, sulfato de dextrano y polietilenglicol), parametros de
temperatura de reaccion y de tiempo de hibridacion, ademas de condiciones de lavado variables. La seleccion de un
conjunto particular de condiciones de hibridacion se selecciona siguiendo métodos estandar en la técnica (véanse,
por ejemplo, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, (1989) Cold Spring Harbor,
N.Y.).

“Recombinacion” se refiere a un proceso de intercambio de informacion genética entre dos polinucleétidos. Para los
fines de la presente divulgacion, “recombinacion homodloga (HR)” se refiere a la forma especializada de tal
intercambio que tiene lugar, por ejemplo, durante la reparaciéon de roturas bicatenarias en células. Este proceso
requiere homologia de secuencias de nucleétidos, usa una molécula “donante” para la reparacion del molde de una
molécula “diana” (es decir, la que experimento la rotura bicatenaria), y se conoce indistintamente como “conversion
génica no de entrecruzamiento” o “conversion génica de extension corta”, debido a que conduce a la transferencia
de informacién genética del donante a la diana. Sin desear cefiirse a teoria alguna particular, tal transferencia puede
implicar la correccion de desapareamientos del ADN de heteroduplex que se forma entre la diana rota y el donante,
y/o la “hibridacion de hebras dependiente de la sintesis”, en la que el donante se usa para resintetizar informacion
genética que sera parte de la diana, y/o procesos relacionados. Tal HR especializada frecuentemente produce una
alteracion de la secuencia de la molécula diana de forma que parte o toda la secuencia del polinucleétido donante se
incorpora en el polinucleétido diana.

“Escision” se refiere a la rotura del esqueleto covalente de una molécula de ADN. La escisiéon puede iniciarse
mediante una variedad de métodos que incluyen, pero no se limitan a, hidrdlisis enzimatica o quimica de un enlace
fosfodiéster. Tanto la escision monocatenaria como la escision bicatenaria son posibles, y la escision bicatenaria
puede producirse como resultado de dos eventos de escisidn monocatenaria distintos. La escision de ADN puede
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producir la produccién de tanto extremos romos como extremos en bisel. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de
fusién se usan para la escision de ADN bicatenario dirigida.

Un “dominio de escisidon” comprende una o mas secuencias de polipéptidos que poseen actividad catalitica para la
escision de ADN. Un dominio de escisidon puede estar contenido en una Unico cadena de polipéptidos o la actividad
de escision puede resultar de la asociacion de dos (o mas) polipéptidos.

Un “medio dominio de escision” es una secuencia de polipéptidos que, conjuntamente con un segundo polipéptido
(tanto idéntico como diferente), forma un complejo que tiene actividad de escision (preferentemente actividad de
escision bicatenaria).

“Cromatina” es la estructura de nucleoproteina que comprende el genoma celular. La cromatina celular comprende
acido nucleico, principalmente ADN, y proteina, que incluye histonas y proteinas cromosdmicas no histonas. La
mayoria de la cromatina celular eucariota existe en forma de nucleosomas, en la que un ndcleo de nucleosoma
comprende aproximadamente 150 pares de bases de ADN asociados a un octamero que comprende dos de cada
una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4; y el ADN de conector (de longitud variable dependiendo del organismo) se
extiende entre los nucleos de nucleosomas. Una molécula de histona H1 estd generalmente asociada al ADN de
conector. Para los fines de la presente divulgacion, se indica que el término “cromatina” engloba todos los tipos de
nucleoproteina celular, tanto procariota como eucariota. La cromatina celular incluye tanto cromatina cromosémica
como episémica.

Un “cromosoma” es un complejo de cromatina que comprende toda o una porcién del genoma de una célula. El
genoma de una célula se caracteriza frecuentemente por su cariotipo, que es el conjunto de todos los cromosomas
que comprenden el genoma de la célula. El genoma de una célula puede comprender uno 0 mas cromosomas.

Un “episoma” es un acido nucleico replicante, complejo de nucleoproteina u otra estructura que comprende un acido
nucleico que no es parte del cariotipo cromosomico de una célula. Ejemplos de episomas incluyen plasmidos y
ciertos genomas virales.

Una “region accesible” es un sitio en la cromatina celular en la que un sitio diana presente en el acido nucleico puede
unirse por una molécula exdgena que reconoce el sitio diana. Sin desear cefirse a teoria alguna particular, se cree
que una regién accesible es una que no esta encapsidada en una estructura nucleosémica. La distinta estructura de
una region accesible puede detectarse frecuentemente por su sensibilidad a sondas quimicas y enzimaticas, por
ejemplo, nucleasas.

Un “sitio diana” o “secuencia diana” es una secuencia de acidos nucleicos que define una porcién de un acido
nucleico con el que se unira una molécula de unién, proporcionado condiciones suficientes para que exista la union.
Por ejemplo, la secuencia 5-GAATTC-3' es un sitio diana para la endonucleasa de restriccion Eco RI.

Una molécula “exégena” es una molécula que no esta normalmente presente en una célula, pero puede introducirse
en una célula por uno o mas métodos genéticos, bioquimicos u otros. La “presencia normal en la célula” se
determina con respecto a la etapa de desarrollo particular y las condiciones medioambientales de la célula. Asi, por
ejemplo, una molécula que esta presente solo durante el desarrollo embrionario de musculo es una molécula
exogena con respecto a una célula de musculo adulta. Similarmente, una molécula inducida por choque térmico es
una molécula exégena con respecto a una célula no de choque térmico. Una molécula exégena puede comprender,
por ejemplo, una version con funcionalidad de una molécula endégena disfuncional o una version disfuncional de
una molécula endégena que funciona normalmente.

Una molécula exégena puede ser, entre otras cosas, una molécula pequefia, tal como se genera por un proceso de
quimica combinatoria, o una macromolécula tal como una proteina, acido nucleico, hidrato de carbono, lipido,
glicoproteina, lipoproteina, polisacarido, cualquier derivado modificado de las moléculas anteriores, o cualquier
complejo que comprende una o mas de las moléculas anteriores. Los acidos nucleicos incluyen ADN y ARN, pueden
ser mono- o bicatenarios; pueden ser lineales, ramificados o circulares; y pueden ser de cualquier longitud. Los
acidos nucleicos incluyen aquellos que pueden formar duplex, ademas de acidos nucleicos que forman triplex.
Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n® 5.176.996 y 5.422.251. Las proteinas incluyen, pero no se limitan a,
proteinas de unién a ADN, factores de transcripcion, factores de remodelacién de cromatina, proteinas de unién a
ADN metilado, polimerasas, metilasas, desmetilasas, acetilasas, desacetilasas, cinasas, fosfatasas, integrasas,
recombinasas, ligasas, topoisomerasas, girasas y helicasas.

Una molécula exdgena puede ser del mismo tipo de molécula que una molécula enddgena, por ejemplo, una
proteina exdgena o acido nucleico. Por ejemplo, un acido nucleico exégeno puede comprender un genoma viral
infectante, un plasmido o episoma introducido en una célula, o un cromosoma que normalmente no esta presente en
la célula. Métodos para la introducciéon de moléculas exdgenas en células son conocidos para aquellos expertos en
la materia e incluyen, pero no se limitan a, transferencia mediada por lipidos (es decir, liposomas, que incluyen
lipidos neutros y catidnicos), electroporacion, inyeccion directa, fusion de células, bombardeo de particulas, co-
precipitacion con fosfato de calcio, transferencia mediada por DEAE-dextrano y transferencia mediada por vector
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viral.

Por el contrario, una molécula “endégena” es una que normalmente esta presente en una célula particular en una
etapa de desarrollo particular bajo condiciones medioambientales particulares. Por ejemplo, un acido nucleico
enddgeno puede comprender un cromosoma, el genoma de una mitocondria, cloroplasto u otro organulo, o un acido
nucleico episémico que se produce naturalmente. Moléculas enddgenas adicionales pueden incluir proteinas, por
ejemplo, factores de transcripcion y enzimas.

Una molécula de “fusion” es una molécula en la que dos o mas moléculas de subunidad estan asociadas,
preferentemente covalentemente. Las moléculas de subunidad pueden ser el mismo tipo quimico de molécula, o
pueden ser tipos quimicos diferentes de moléculas. Ejemplos del primer tipo de molécula de fusién incluyen, pero no
se limitan a, proteinas de fusién (por ejemplo, una fusién entre un dominio de uniéon de ADN de ZFP y un dominio de
escision) y acidos nucleicos de fusion (por ejemplo, un acido nucleico que codifica la proteina de fusion descrita
arriba). Ejemplos del segundo tipo de molécula de fusion incluyen, pero no se limitan a, una fusién entre un acido
nucleico formador de triplex y un polipéptido, y una fusién entre un ligando de unién al surco menor y un acido
nucleico.

La expresion de una proteina de fusion en una célula puede resultar de la administracion de la proteina de fusion a
la célula o por administracién de un polinucleétido que codifica la proteina de fusiéon a una célula, en la que el
polinucledtido se transcribe, y el transcrito se traduce, para generar la proteina de fusion. También pueden participar
corte y empalme en trans, escision de polipéptidos y ligacion de polipéptidos en la expresion de una proteina en una
célula. Métodos para la administracion de polinucleétidos y polipéptidos a células se presentan en cualquier parte en
la presente divulgacion.

Un “gen”, para los fines de la presente divulgacion, incluye una region de ADN que codifica un producto génico
(véase mas adelante), ademas de todas las ADN regiones que regulan la produccién del producto génico, tanto si
tales secuencias reguladoras son adyacentes o no a secuencias de codificacién y/o transcritas. Por consiguiente, un
gen incluye, pero no se limita necesariamente a, secuencias promotoras, terminadores, secuencias reguladoras de
la traduccion tales como sitios de union al ribosoma vy sitios internos de entrada al ribosoma, potenciadores,
silenciadores, aislantes, elementos de frontera, origenes de replicacion, sitios de unidn a la matriz y regiones de
control de locus.

“Expresion génica” se refiere a la conversion de la informacion, contenida en un gen, en un producto génico. Un
producto génico puede ser el producto de la transcripcion directa de un gen (por ejemplo, ARNm, ARNt, ARNr, ARN
antisentido, ribozima, ARN estructural o cualquier otro tipo de ARN) o una proteina producida por la traduccién de un
ARNmM. Productos génicos también incluyen ARN que se modifican, por procesos tales como polarizacion,
poliadenilacion, metilacion y edicion, y proteinas modificadas por, por ejemplo, metilacion, acetilacion, fosforilacion,
ubiquitinacion, ribosilacion de ADP, miristilacién y glicosilacion.

“Modulacion” de la expresion génica se refiere a un cambio en la actividad de un gen. La modulacion de la expresion
puede incluir, pero no se limita a, activacion génica y represion génica.

Células “eucariotas” incluyen, pero no se limitan a, células fungicas (tales como levadura), células vegetales, células
de animales, células de mamifero y células humanas.

Una “region de interés” es cualquier region de cromatina celular, tal como, por ejemplo, un gen o una secuencia no
codificante dentro de o adyacente a un gen, en la que se desea unir una molécula exdégena. La unién puede ser para
los fines de escision de ADN dirigida y/o recombinacion dirigida. Una region de interés puede estar presente en, por
ejemplo, un cromosoma, un episoma, un genoma organular (por ejemplo, mitocondria, cloroplasto), o un genoma
viral infectante. Una region de interés puede estar dentro de la region codificante de un gen, dentro de regiones no
codificantes transcritas tales como, por ejemplo, secuencias conductoras, secuencias de transporte o intrones, o
dentro de regiones no transcritas, tanto en la direccion 5’ como en la direccién 3’ de la region codificante. Una region
de interés puede ser tan pequefia como un Unico par de nucleétidos o hasta 2.000 pares de nucleétidos de longitud,
o cualquier valor entero de pares de nucleétidos.

Los términos “enlace operativo” y “operativamente ligado” (u “operativamente ligado”) se usan indistintamente con
referencia a una yuxtaposicion de dos o mas componentes (tales como elementos de secuencia), en los que los
componentes estan dispuestos de forma que ambos componentes funcionan normalmente y permiten la posibilidad
de que al menos uno de los componentes pueda mediar en una funcion que es ejercida por al menos uno de los
otros componentes. A modo de ilustracién, una secuencia reguladora de la transcripcién, tal como un promotor, esta
operativamente ligada a una secuencia codificante si la secuencia reguladora transcripcional controla el nivel de
transcripcion de la secuencia codificante en respuesta a la presencia o ausencia de uno o mas factores reguladores
de la transcripcion. Una secuencia reguladora de la transcripcion esta generalmente operativamente ligada en cis
con una secuencia codificante, pero no necesita ser directamente adyacente a ella. Por ejemplo, un potenciador es
una secuencia reguladora transcripcional que esta operativamente ligada a una secuencia codificante, ain cuando
no sean contiguas.
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Con respecto a polipéptidos de fusién, el término “operativamente ligado” puede referirse al hecho de que cada uno
de los componentes realice la misma funcién en el enlace con el otro componente que haria si no estuviera asi
ligado. Por ejemplo, con respecto a un polipéptido de fusion en el que un dominio de union de ADN de ZFP esta
fusionado con un dominio de escision, el dominio de unién de ADN de ZFP y el dominio de escisién estan en enlace
operativo si, en el polipéptido de fusién, la porcion del dominio de unién de ADN de ZFP puede unirse a su sitio
diana y/o su sitio de unién, mientras que el dominio de escisién puede escindir ADN en la proximidad del sitio diana.

Un “fragmento funcional” de una proteina, polipéptido o acido nucleico es una proteina, polipéptido o acido nucleico
cuya secuencia no es idéntica a la proteina, polipéptido o acido nucleico de longitud completa, pero retiene la misma
funcién que la proteina, polipéptido o acido nucleico de longitud completa. Un fragmento funcional puede poseer
mas, menos, o el mismo nimero de residuos que la molécula nativa correspondiente, y/o puede contener uno o mas
sustituciones de aminoacidos o de nucledtidos. Métodos para determinar la funcién de un acido nucleico (por
ejemplo, funcion codificante, capacidad para hibridarse con otro acido nucleico) son muy conocidos en la técnica.
Similarmente, métodos para determinar la funcién de proteinas son muy conocidos. Por ejemplo, la funcion de unién
del ADN de un polipéptido puede determinarse, por ejemplo, por unién a filtro, desplazamiento de la movilidad
electroforética o ensayos de inmunoprecipitacion. La escision de ADN puede ensayarse por electroforesis en gel.
Véase Ausubel et al., arriba. La capacidad de una proteina para interaccionar con otra proteina puede determinarse,
por ejemplo, por co-inmunoprecipitacion, ensayos de dos hibridos o complementacién, tanto genética como
bioquimica. Véase, por ejemplo, Fields et al., (1989) Nature 340:245-246; patente de EE.UU. n° 5.585.245 y
documento PCT WO 98/44350.

Sitios diana

Los métodos y composiciones desvelados incluyen proteinas de fusiéon que comprenden un dominio de escisién (o
un medio dominio de escisién) y un dominio de dedos de cinc, en los que el dominio de dedos de cinc, que se une a
una secuencia en cromatina celular (por ejemplo, un sitio diana o un sitio de unioén), dirige la actividad del dominio de
escision (o medio dominio de escision) a la proximidad de la secuencia y, por tanto, induce la escisién en la
proximidad de la secuencia diana. Como se expone en cualquier parte en la presente divulgacion, un dominio de
dedos de cinc puede manipularse para unirse a practicamente cualquier secuencia deseada. Por consiguiente,
después de identificar una region de interés que contiene una secuencia en la que se desea la escision o
recombinacién, uno o mas dominios de unién de dedos de cinc pueden manipularse para unirse a una o mas
secuencias en la region de interés. La expresion de una proteina de fusion que comprende un dominio de union de
dedos de cinc y un dominio de escision (o de dos proteinas de fusidn, que comprende cada una un dominio de unién
de dedos de cinc y un medio dominio de escision), en una célula, afecta la escision en la region de interés.

La seleccion de una secuencia en cromatina celular para la unién por un dominio de dedos de cinc (por ejemplo, un
sitio diana) puede llevarse a cabo, por ejemplo, segun los métodos desvelados en la patente de EE.UU. del mismo
solicitante n° 6.453.242 (17 de septiembre de 2002), que también desvela métodos para disefiar ZFP para unirse a
una secuencia seleccionada. Sera evidente para aquellos expertos en la materia que la simple inspeccién visual de
una secuencia de nucleoétidos también puede usarse para la seleccion de un sitio diana. Por consiguiente, puede
usarse cualquier medio para la seleccién de sitios diana en los métodos reivindicados.

Los sitios diana estan generalmente compuestos de una pluralidad de subsitios diana adyacentes. Un subsitio diana
se refiere a la secuencia (normalmente tanto un triplete de nucleétidos, como un cuadruplete de nucleétidos que
pueden solaparse por un nucleétido con un cuadruplete adyacente) unida por un dedo de cinc individual. Véase, por
ejemplo, el documento WO 02/077227. Si la hebra con la que una proteina de dedos de cinc hace la mayoria de los
contactos se designa la hebra diana “hebra de reconocimiento primario”, o “hebra de contacto primario”, algunas
proteinas de dedos de cinc se unen a un triplete de tres bases en la hebra diana y una cuarta base sobre la hebra no
diana. Un sitio diana generalmente tiene una longitud de al menos 9 nucledétidos y, por consiguiente, esta unido por
un dominio de unién de dedos de cinc que comprende al menos tres dedos de cinc. Sin embargo, también es posible
la union de, por ejemplo, un dominio de unién de 4 dedos a un sitio diana de 12 nucleétidos, un dominio de unién de
5 dedos a un sitio diana de 15 nucleétidos o un dominio de unidn de 6 dedos a un sitio diana de 18 nucledtidos.
Como sera evidente, también es posible la unién de dominios de unién mas grandes (por ejemplo, 7, 8, 9 dedos y
mas) a sitios diana mas largos.

No es necesario que un sitio diana sea un mlltiplo de tres nucleétidos. Por ejemplo, en casos en los que se
producen interacciones de hebras cruzadas (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. 6.453.242 y el documento
WO 02/077227), uno o mas de los dedos de cinc individuales de un dominio de union de multiples dedos puede
unirse a subsitios de cuadruplete que se solapan. Como resultado, una proteina de tres dedos puede unirse a una
secuencia de 10 nucledtidos, en la que el décimo nucleétido es parte de un cuadruplete unido por un dedo terminal,
una proteina de cuatro dedos puede unirse a una secuencia de 13 nucleétidos, en la que el decimotercero nucleétido
es parte de un cuadruplete unido por un dedo terminal, etc.

La longitud y naturaleza de secuencias conectoras de aminoacidos entre dedos de cinc individuales en un dominio
de unién de multiples dedos también afecta la unién a una secuencia diana. Por ejemplo, la presencia de un llamado
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“conector no canodnico”, “conector largo” o “conector estructurado” entre dedos de cinc adyacentes en un dominio de
unién de multiples dedos puede permitir que aquellos dedos se unan a subsitios que no estan inmediatamente
adyacentes. Ejemplos no limitantes de tales conectores se describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n°
6.479.626 y el documento WO 01/53480. Por consiguiente, uno o mas subsitios, en un sitio diana para un dominio
de unién de dedos de cinc, pueden separarse entre si por 1, 2, 3, 4, 5 0 mas nucledtidos. Pero para proporcionar un
ejemplo, un dominio de union de cuatro dedos puede unirse a un sitio diana de 13 nucledtidos que comprende, en
secuencia, dos subsitios de 3 nucledtidos contiguos, un nucledtido intermedio y dos subsitios de triplete contiguos.

La distancia entre secuencias (por ejemplo, sitios diana) se refiere al nimero de nucleétidos o pares de nucleétidos
intermedios entre dos secuencias, como se mide desde los bordes de las secuencias mas préximas entre si.

En ciertas realizaciones en las que la escision depende de la unién de dos moléculas de fusién de dominio de dedos
de cinc/medio dominio de escisién para separar sitios diana, los dos sitios diana pueden estar sobre hebras de ADN
opuestas. En otras realizaciones, ambos sitios diana estan sobre la misma hebra de ADN.

Dominios de union de dedos de cinc

Un dominio de unién de dedos de cinc comprende uno o mas dedos de cinc. Miller et al., (1985) EMBO J. 4:1609-
1614; Rhodes (1993) Scientific American Feb.:56-65; patente de EE.UU. n° 6.453.242. Normalmente, un unico
dominio de dedos de cinc tiene aproximadamente 30 aminoacidos de longitud. Estudios estructurales han
demostrado que cada dominio de dedos de cinc (motivo) contiene dos hojas beta (mantenidas en un giro beta que
contiene los dos residuos de cisteina invariantes) y una hélice alfa (que contiene los dos residuos de histidina
invariantes), que se mantienen en una conformacioén particular mediante coordinacion de un atomo de cinc por las
dos cisteinas y las dos histidinas.

Los dedos de cinc incluyen tanto dedos de cinc C;H; candnicos (es decir, aquellos en los que el idn cinc esta
coordinado por dos residuos de cisteina y dos de histidina) y dedos de cinc no canénicos tales como, por ejemplo,
dedos de cinc CsH (aquellos en los que el i6n cinc esta coordinado por tres residuos de cisteina y un residuo de
histidina) y dedos de cinc C4 (aquellos en los que el idn cinc esta coordinado por cuatro residuos de cisteina). Véase
también el documento WO 02/057293.

Los dominios de unién de dedos de cinc pueden manipularse para unirse a una secuencia de eleccion. Véanse, por
ejemplo, Beerli et al., (2002) Nature Biotechnol. 20:135-141; Pabo et al., (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-340;
Isalan et al., (2001) Nature Biotechnol. 19:656-660; Segal et al., (2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12:632-637; Choo et
al., (2000) Curr. Opin. Struct. Biol. 10:411-416. Un dominio de unién de dedos de cinc manipulado puede tener una
especificidad de unién novedosa, en comparaciéon con una proteina de dedos de cinc que se produce naturalmente.
Los métodos de manipulacion incluyen, pero no se limitan a, disefio racional y diversos tipos de seleccion. El disefio
racional incluye, por ejemplo, usar bases de datos que comprenden secuencias de triplete (o cuadruplete) de
nucleodtidos y secuencias de aminoacidos de dedos de cinc individuales, en las que cada secuencia de nucleétidos
de triplete o cuadruplete esta asociada con una o mas secuencias de aminoacidos de dedos de cinc que se unen a
la secuencia de triplete o cuadruplete particular. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. del mismo solicitante
6.453.242 y 6.534.261.

Métodos de seleccion a modo de ejemplo, que incluyen expresion en fago y sistemas de dos hibridos, se desvelan
en las patentes de EE.UU. 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200.759; y
6.242.568; ademas de los documentos WO 98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y GB 2.338.237.

La mejora de la especificidad de union por dominios de unién de dedos de cinc se ha descrito, por ejemplo, en el
documento del mismo solicitante WO 02/077227.

Como un dedo de cinc individual se une a una secuencia de tres nucledtidos (es decir, triplete) (o una secuencia de
cuatro nucledétidos que puede solaparse, por un nucleétido, con el sitio de unién de cuatro nucleétidos de un dedo de
cinc adyacente), la longitud de una secuencia con la que se manipula un dominio de unién de dedos de cinc para
unirse (por ejemplo, una secuencia diana) determinara el nimero de dedos de cinc en un dominio de unién de dedos
de cinc manipulado. Por ejemplo, para ZFP en las que los motivos de dedos no se unen a subsitios de solapamiento,
una secuencia diana de seis nucleétidos se une por un dominio de unién de dos dedos; una secuencia diana de
nueve nucleétidos se une por un dominio de unién de tres dedos, etc. Como se observa en el presente documento,
los sitios de unién para dedos de cinc individuales (es decir, subsitios) en un sitio diana no necesitan ser contiguos,
sino que pueden estar separados por uno o varios nucleétidos, dependiendo de la longitud y naturaleza de las
secuencias de aminoacidos entre los dedos de cinc (es decir, los conectores entre dedos) en un dominio de unién de
multiples dedos.

En un dominio de unién de dedos de cinc de multiples dedos, dedos de cinc adyacentes pueden estar separados por
secuencias conectoras de aminoacidos de aproximadamente 5 aminoacidos (llamados conectores entre dedos
“canonicos”) o, alternativamente, por uno o mas conectores no canénicos. Véanse, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. n° del mismo solicitante 6.453.242 y 6.534.261. Para dominios de union de dedos de cinc manipulados que
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comprenden mas tres dedos, puede preferirse la insercion de conectores entre dedos mas largos (“no canoénicos”)
entre ciertos de los dedos de cinc ya que puede aumentar la afinidad y/o especificidad de unién por el dominio de
union. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 6.479.626 y documento WO 01/53480. Por consiguiente,
también pueden caracterizarse dominios de unién de dedos de cinc de multiples dedos con respecto a la presencia y
localizaciéon de conectores entre dedos no canénicos. Por ejemplo, un dominio de unién de dedos de cinc de seis
dedos que comprende tres dedos (unidos por dos conectores entre dedos candnicos), un conector largo y tres dedos
adicionales (unidos por dos conectores entre dedos candnicos) se indica una configuracion 2x3. Similarmente, un
dominio de unién que comprende dos dedos (con un conector canénico entremedias), un conector largo y dos dedos
adicionales (unidos por un conector candnico) se induce una proteina 2x2. Una proteina que comprende tres
unidades de dos dedos (en cada una de las cuales los dos dedos se unen por un conector canénico), y en la que
cada unidad de dos dedos esta unida a la unidad de dos dedos adyacentes por un conector largo, se denomina una
proteina 3x2.

La presencia de un conector largo o entre dedos no canénico entre dos dedos de cinc adyacentes en un dominio de
unioén de multiples dedos frecuentemente permite que los dos dedos se unan a subsitios que no son inmediatamente
contiguos en la secuencia diana. Por consiguiente, puede haber huecos de uno o mas nucleétidos entre subsitios en
un sitio diana; es decir, un sitio diana puede contener uno o mas nucleétidos que no estan en contacto por un dedo
de cinc. Por ejemplo, un dominio de unién de dedos de cinc 2x2 puede unirse a dos secuencias de seis nucleotidos
separadas por un nucleétido, es decir, se une a un sitio diana de 13 nucleétidos. Véase también Moore et al.,
(2001a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:1432-1436; Moore et al., (2001b) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:1437-1441y
el documento WO 01/53480.

Como se ha mencionado previamente, un subsitio diana es una secuencia de tres o cuatro nucleétidos que se une
por un unico dedo de cinc. Para ciertos fines, una unidad de dos dedos se indica un médulo de unién. Un médulo de
union puede obtenerse, por ejemplo, seleccionando dos dedos adyacentes en el contexto de una proteina de
multiples dedos (generalmente tres dedos) que se unen a una secuencia diana de seis nucleétidos particular.
Alternativamente, pueden construirse moédulos por ensamblaje de dedos de cinc individuales. Véanse también los
documentos WO 98/53057 y WO 01/53480.

Dominios de escision

La porcién del dominio de escision de las proteinas de fusién desveladas en el presente documento puede
obtenerse de cualquier endo- o exonucleasa. Endonucleasas a modo de ejemplo de las que puede derivarse un
dominio de escision incluyen, pero no se limitan a, endonucleasas de restriccion y endonucleasas de asentamiento.
Véase, por ejemplo, 2002-2003 Catalogue, New England Biolabs, Beverly, MA; y Belfort et al., (1997) Nucleic Acids
Res. 25:3379-3388. Se conocen enzimas adicionales que escinden ADN (por ejemplo, nucleasas S1; nucleasa de
judias mungo; DNasa | pancreatica; nucleasa microcécica; endonucleasa HO de levadura; véase también Linn et al.,
(eds.) Nucleases, Cold Spring Harbor Laboratory Press,1993). Una o mas de estas enzimas (o fragmentos
funcionales de las mismas) pueden usarse como fuente de dominios de escision y medios dominios de escision.

Similarmente, un medio dominio de escisidn (por ejemplo, proteinas de fusién que comprenden un dominio de unién
de dedos de cinc y un medio dominio de escision) pueden derivarse de cualquier nucleasa o porcidon de la misma,
como se expone anteriormente, que requiere dimerizacion para la actividad de escision. En general, se requieren
dos proteinas de fusién para la escision si las proteinas de fusion comprenden medios dominios de escision.
Alternativamente, puede usarse una Unica proteina que comprende dos medios dominios de escisién. Los dos
medios dominios de escision pueden derivarse de la misma endonucleasa (o fragmentos funcionales de la misma), o
cada medio dominio de escision puede derivarse de una endonucleasa diferente (o fragmentos funcionales de la
misma). Ademas, los sitios diana para las dos proteinas de fusion estan preferentemente dispuestos, el uno con
respecto al otro, tal que la unién de las dos proteinas de fusién ponga los medios dominios de escision en una
orientacion espacial entre si que permita que los medios dominios de escisién formen un dominio de escision
funcional, por ejemplo, por dimerizacion. Asi, en ciertas realizaciones, los bordes proximos de los sitios diana estan
separados por 5-8 nucleétidos o por 15-18 nucledtidos. Sin embargo, puede interponerse cualquier nimero entero
de nucledtidos o pares de nucledtidos entre dos sitios diana (por ejemplo, de 2 a 50 nucleétidos o mas). En general,
el punto de escisidn se encuentra entre los sitios diana.

Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion) estan presentes en muchas especies y son capaces de
union especifica de secuencia a ADN (en un sitio de reconocimiento), y escindir ADN en o cerca del sitio de unién.
Ciertas enzimas de restriccion (por ejemplo, tipo IIS) escinden ADN en sitios eliminados del sitio de reconocimiento y
tienen dominios de unién y de escisién separables. Por ejemplo, la enzima de tipo IIS Fok | cataliza la escision de
ADN bicatenario, en 9 nucleétidos desde su sitio de reconocimiento sobre una cadena y 13 nucleétidos desde su
sitio de reconocimiento sobre la otra. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.356.802; 5.436.150 y
5.487.994; ademas de Li et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4275-4279; Li et al., (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90:2764-2768; Kim et al., (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:883-887; Kim et al., (1994b) J. Biol. Chem.
269:31,978-31,982. Asi, en una realizacion, las proteinas de fusion comprenden el dominio de escision (o medio
dominio de escisién) desde al menos una enzima de restriccion de tipo IIS y uno o mas dominios de unién de dedos
de cinc, que pueden o pueden no estar manipulados.
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Una Enzima de restriccion de tipo IS a modo de ejemplo, cuyo dominio de escision es separable del dominio de
union, es Fok |. Esta enzima particular es activa como dimero. Bitinaite et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:
10.570-10.575. Por consiguiente, para los fines de la presente divulgacion, la porcion de la enzima Fok | usada en
las proteinas de fusién desveladas se considera un medio dominio de escisidn. Asi, para la escisiéon bicatenaria
dirigida y/o sustitucion dirigida de secuencias celulares usando fusiones de dedo de cinc-Fok |, pueden usarse dos
proteinas de fusion, cada una que comprende un medio dominio de escisién de Fokl, para reconstituir un dominio de
escision cataliticamente activo. Alternativamente, también pueden usarse una Unica molécula de polipéptido que
contiene un dominio de unién de dedos de cinc y dos medios dominios de escision de Fok |. Parametros para la
escision dirigida y alteracion de secuencias dirigida usando fusiones de dedo de cinc-Fok | se proporcionan en
cualquier parte en la presente divulgacion.

Un dominio de escision o medio dominio de escisién puede ser cualquier porciéon de una proteina que retiene
actividad de escision, o que retiene la capacidad para multimerizarse (por ejemplo, dimerizarse) para formar un
dominio de escision funcional.

Enzimas de restriccion de tipo 1IS a modo de ejemplo se enumeran en la Tabla 1. Enzimas de restriccion adicionales
también contienen dominios de unién y de escision separables, y éstos se contemplan por la presente divulgacion.
Véase, por ejemplo, Roberts et al., (2003) Nucleic Acids Res. 31:418-420.

Tabla 1: Algunas enzimas de restriccion de tipo IIS

Aar | BsrB | SspD5 |
Ace lll BsrD | Sth132 1
Aci | BstF5 | Sts |
Alo | Btr | TspDT |
Bae | Bts | TspGW |
Bbr7 | Cdil Tth111 1l
Bbv | CjeP | UbaP |
Bbv Il Drd Il Bsall
BbvC | Eci | BsmB |
Bec | Eco31 |

Bce83 | Eco57 |

BceA | Eco57M |

Beef | Esp3 |

Beg | Fau |

BciV | Fin |

Bfi | Fok |

Bin | Gdi ll

Bmg | Gsu

Bpu10 | Hga |

BsaX | Hin4 Il

Bsb | Hph |

BscAl Ksp632 |

BscG | Mbo I

BseR | Mily |

BseY | Mme |

Bsi | Mn1 |
Bsm | Pfl1108 |
BsmA | Ple |
BsmF | Ppi |
Bsp24 | Psr |
BspG | RleA |
BspM | Sap |
BspNC | SfaN |
Bsr | Sim |
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Fusiones de dominio de dedos de cinc-dominio de escision

Métodos para el disefio y construcciéon de proteinas de fusion (y polinucledtidos que codifican las mismas) son
conocidos para aquellos expertos en la materia. Por ejemplo, métodos para el disefio y construccion de proteina de
fusion que comprende proteinas de dedos de cinc (y polinucleétidos que codifican las mismas) se describen en las
patentes de EE.UU. del mismo solicitante 6.453.242 y 6.534.261. En ciertas realizaciones, se construyen
polinucledtidos que codifican tales proteinas de fusidn. Estos polinucleétidos pueden insertarse en un vector y el
vector puede introducirse en una célula (véase mas adelante para divulgacion adicional referente a vectores y
métodos para introducir polinucledtidos en células).

En ciertas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, una proteina de fusién comprende un
dominio de unién de dedos de cinc y un medio dominio de escision de la enzima de restriccion Fok |, y dos proteinas
de fusion tales se expresan en una célula. La expresion de dos proteinas de fusidon en una célula puede resultar de
la administracion de las dos proteinas a la célula; administracion de una proteina y un acido nucleico que codifica
una de las proteinas a la célula; administracién de dos acidos nucleicos, codificando cada una una de las proteinas,
a la célula; o por administraciéon de un Unico acido nucleico, que codifica ambas proteinas, a la célula. En
realizaciones adicionales, una proteina de fusién comprende una Unica cadena de polipéptidos que comprende dos
medios dominios de escisién y un dominio de unién de dedos de cinc. En este caso, una Unica proteina de fusion se
expresa en una célula y, sin desear ceiirse a teoria alguna, se cree que escindir ADN como resultado de la
formacion de un dimero intramolecular de los medios dominios de escision.

En ciertas realizaciones, los componentes de las proteinas de fusion (por ejemplo, fusiones de ZFP-Fok |) estan
dispuestos de forma que el dominio de dedos de cinc sea el mas préximo al extremo amino de la proteina de fusién,
y el medio dominio de escision sea el mas proximo al extremo carboxi. Esto refleja la orientacion relativa del dominio
de escision en dominios de escision de dimerizacion que se producen naturalmente tales como aquellos derivados
de la enzima Fok |, en la que el dominio de unién a ADN es el mas proximo al extremo amino y el medio dominio de
escision es el mas préoximo al extremo carboxi. En estas realizaciones, la dimerizacién de los medios dominios de
escision para formar una nucleasa funcional se provoca uniendo las proteinas de fusién a sitios sobre hebras de
ADN opuestas, siendo los extremos 5' de los sitios de union proximales entre si. Véase la Figura 43A.

En realizaciones adicionales, los componentes de las proteinas de fusion (por ejemplo, fusiones de ZFP-Fok ) se
disponen de forma que el medio dominio de escisidon sea el mas proximo al extremo amino de la proteina de fusion,
y el dominio de dedos de cinc sea el mas préximo al extremo carboxi. En estas realizaciones, la dimerizacion de los
medios dominios de escisiéon para formar una nucleasa funcional se provoca uniendo las proteinas de fusién a sitios
sobre hebras de ADN opuestas, siendo los extremos 3’ de los sitios de union proximales entre si. Véase la Figura
43B.

En otras realizaciones adicionales, una primera proteina de fusion contiene el medio dominio de escision mas
préximo al extremo amino de la proteina de fusién, y el dominio de dedos de cinc mas préximo al extremo carboxi, y
una segunda proteina de fusidn esta dispuesta de forma que el dominio de dedos de cinc sea el mas préximo al
extremo amino de la proteina de fusion, y el medio dominio de escisiéon sea el mas préoximo al extremo carboxi. En
estas realizaciones, ambas proteinas de fusiéon se unen a la misma hebra de ADN, conteniendo el sitio de unién de
la primera proteina de fusién el dominio de dedos de cinc mas préximo al extremo carboxi localizado con respecto al
lado 5' del sitio de union de la segunda proteina de fusién que contiene el dominio de dedos de cinc mas préximo al
extremo amino. Véase la Figura 43C.

En las proteinas de fusion desveladas, la secuencia de aminoacidos entre el dominio de dedos de cinc y el dominio
de escision (o medio dominio de escision) se indica el “conector de ZC”. El conector de ZC debe distinguirse de los
conectores entre dedos tratados anteriormente. Para los fines de determinar la longitud de un conector de ZC, se
usa la estructura de dedo de cinc descrita por Pabo et al., (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-340:

X-X-C-X2,4-C-X12-H-X3.5-H (SEC ID N°: 201)

En esta estructura, el primer residuo de un dedo de cinc es el aminoacido localizado dos residuos del extremo amino
con respecto al primer residuo de cisteina conservado. En la mayoria de las proteinas de dedos de cinc que se
producen naturalmente, esta posicion esta ocupada por un aminoacido hidréfobo (normalmente tanto fenilalanina
como tirosina). En las proteinas de fusion desveladas, el primer residuo de un dedo de cinc sera asi frecuentemente
un residuo hidréfobo, pero puede ser cualquier aminoacido. El residuo de aminoacido final de un dedo de cinc, como
se muestra anteriormente, es el segundo residuo de histidina conservado.

Asi, en las proteinas de fusién desveladas que tienen una polaridad en la que el dominio de unién de dedos de cinc
esta en el extremo amino con respecto al dominio de escision (o medio dominio de escision), el conector de ZC es la
secuencia de aminoacidos entre el segundo residuo de histidina conservado del dedo de cinc mas terminal del
extremo C y el aminoacido mas terminal del extremo N del dominio de escision (o medio dominio de escision). Por
ejemplo, en ciertas proteinas de fusion cuya construccion se ejemplifica en los ejemplos seccion, el aminoacido mas
terminal del extremo N de un medio dominio de escisidn es un residuo de glutamina (Q) correspondiente al nimero
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de aminoacido 384 en la secuencia de Fokl de Looney et al., (1989) Gene 80:193-208.

Para proteinas de fusion que tienen una polaridad en la que el dominio de escision (o medio dominio de escision)
esta en el extremo amino con respecto al dominio de unién de dedos de cinc, el conector de ZC es la secuencia de
aminoacidos entre el residuo de aminoacido mas terminal del extremo C del dominio de escision (0 medio dominio) y
el primer residuo del dedo de cinc mas terminal del extremo N del dominio de unién de dedos de cinc (es decir, €l
residuo localizado dos residuos en la direccion 5 del primer residuo de cisteina conservado). En ciertas proteinas de
fusion a modo de ejemplo, el aminoacido mas terminal del extremo C de un medio dominio de escision es un residuo
de fenilalanina (F) correspondiente al nimero de aminoacido 579 en la secuencia de Fokl de Looney et al., (1989)
Gene 80:193-208.

El conector de ZC puede ser cualquier secuencia de aminoacidos. Para obtener escision 6ptima, la longitud del
conector de ZC vy la distancia entre los sitios diana (sitios de unién) estan relacionadas entre si. Véase, por ejemplo,
Smith et al., (2000) Nucleic Acids Res. 28:3361-3369; Bibikova et al., (2001) Mol. Cell. Biol. 21:289-297, sefialando
que su notacion para la longitud de conectores se diferencia de la dada aqui. Por ejemplo, para fusiones de ZFP-Fok
| en las que el dominio de unién de dedos de cinc esta en el extremo amino con respecto al medio dominio de
escision, y que tiene una longitud de conector de ZC de cuatro aminoacidos como se define en el presente
documento (y se indica LO por otros), la escision 6ptima se produce cuando los sitios de unidn para las proteinas de
fusion se localizan 6 6 16 nucledtidos separados (como se mide desde el borde proximo de cada sitio de union).
Véase el Ejemplo 4.

Métodos de escision dirigida

Los métodos y composiciones desvelados pueden usarse para escindir ADN en una region de interés en cromatina
celular (por ejemplo, en un sitio deseado o predeterminado en un genoma, por ejemplo, en un gen, tanto mutante
como no mutante). Para tal escision de ADN dirigida, un dominio de union de dedos de cinc se manipula para unirse
a un sitio diana en o cerca del sitio predeterminado de escision, y una proteina de fusion que comprende el dominio
de union de dedos de cinc manipulado y un dominio de escisidén se expresa en una célula. Tras la union de la
porcién de dedo de cinc de la proteina de fusién al sitio diana, el ADN se escinde préximo al sitio diana por el
dominio de escision. El sitio de escision exacto puede depender de la longitud del conector de ZC.

Alternativamente, dos proteinas de fusion, que comprende cada una un dominio de union de dedos de cinc y un
medio dominio de escisidn, se expresan en una célula, y se unen a sitios diana que estan yuxtapuestos de tal forma
que se reconstituye un dominio de escision funcional y se escinde ADN en la proximidad de los sitios diana. En una
realizacion, la escisién se produce entre los sitios diana de los dos dominios de unién de dedos de cinc. Pueden
manipularse uno o ambos de los dominios de unién de dedos de cinc.

Para la escision dirigida usando un polipéptido de fusion de dominio de unién de dedos de cinc-dominio de escision,
el sitio de unién puede englobar el sitio de escision, o el borde préximo del sitio de unién puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6,
10, 25, 50 o mas nucledtidos (o cualquier valor entero entre 1 y 50 nucleétidos) desde el sitio de escision. La
localizacion exacta del sitio de unién, con respecto al sitio de escisiéon, dependera del dominio de escisién particular,
y la longitud del conector de ZC. Para métodos en los que se usan dos polipéptidos de fusién, que comprenden cada
uno un dominio de unién de dedos de cinc y un medio dominio de escision, los sitios de union generalmente cubren
el sitio de escision. Asi, el borde préximo del primer sitio de unién puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 25 o0 mas
nucledtidos (o cualquier valor entero entre 1 y 50 nucleétidos) sobre un lado del sitio de escision, y el borde proximo
del segundo sitio de union puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 25 0 mas nucledtidos (o cualquier valor entero entre 1 y 50
nucleétidos) sobre el otro lado del sitio de escisién. Métodos para mapear sitios de escision in vitro e in vivo son
conocidos para aquellos expertos en la materia.

Asi, los métodos descritos en el presente documento pueden emplear un dominio de uniéon de dedos de cinc
manipulado fusionado con un dominio de escision. En estos casos, el dominio de unién se manipula para unirse a
una secuencia diana, en o cerca de la cual se desea la escision. La proteina de fusion, o un polinucleétido que
codifica la misma, se introduce en una célula. Una vez introducida en, o expresada en, la célula, la proteina de fusiéon
se une a la secuencia diana y se escinde en o cerca de la secuencia diana. El sitio de escision exacto depende de la
naturaleza del dominio de escision y/o la presencia y/o naturaleza de secuencias conectoras entre los dominios de
unién y de escision. En casos en los que se usan dos proteinas de fusion, que comprenden cada una un medio
dominio de escision, la distancia entre los bordes préximos de los sitios de unién pueden ser 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10,25 o mas nucleotidos (o cualquier valor entero entre 1 y 50 nucledétidos). Niveles de escisién 6ptimos también
pueden depender de tanto la distancia entre los sitios de unién de las dos proteinas de fusion (véase, por ejemplo,
Smith et al., (2000) Nucleic Acids Res. 28:3361-3369; Bibikova et al., (2001) Mol. Cell. Biol. 21:289-297) y la longitud
del conector de ZC en cada proteina de fusion.

Para nucleasas de fusion de ZFP-Fokl, la longitud del conector entre la ZFP y el medio dominio de escision de Fokl
(es decir, el conector de ZC) puede influir en la eficiencia de escision. En un sistema experimental que utiliza una
fusion de ZFP-Fokl con un conector de ZC de 4 residuos de aminoacidos se obtuvo escisiéon 6ptima cuando los
bordes préximos de los sitios de unién para dos nucleasas ZFP-Fokl se separaron por 6 pares de bases. Esta

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543 409 T3

nucleasa de fusion particular comprendio la siguiente secuencia de aminoacidos entre la porcion de dedo de cinc y el
medio dominio de nucleasa:

HQRTHQNKKQLYV (SEC ID N°: 26)

en la que estan subrayadas las dos histidinas conservadas en la porcion del extremo C del dedo de cinc y los tres
primeros residuos en el medio dominio de escision de Fokl. Por consiguiente, la secuencia del conector de ZC de
esta construccion es QNKK. Bibikova et al., (2001) Mol. Cell. Biol. 21:289-297. Los presentes inventores han
construido varias nucleasas de fusion de ZFP-Fokl que tienen una variedad de longitudes y secuencias de
conectores de ZC, y analizado las eficiencias de escision de estas nucleasas sobre una serie de sustratos que tienen
diferentes distancias entre los sitios de unién de ZFP. Véase el Ejemplo 4.

En ciertas realizaciones, el dominio de escision comprende dos medios dominios de escisidon, ambos de los cuales
son parte de un Unico polipéptido que comprende un dominio de unién, un primer medio dominio de escision y un
segundo medio dominio de escision. Los medios dominios de escisidn pueden tener la misma secuencia de
aminoacidos o diferentes secuencias de aminoacidos, mientras que sirvan para escindir el ADN.

También pueden proporcionarse medios dominios de escisién en moléculas separadas. Por ejemplo, pueden
introducirse dos polipéptidos de fusion en una célula, en la que cada polipéptido comprende un dominio de unién y
un medio dominio de escision. Los medios dominios de escisién pueden tener la misma secuencia de aminoacidos o
diferentes secuencias de aminoacidos, mientras que sirvan para escindir el ADN. Ademas, los dominios de unién se
unen a secuencias diana que normalmente estan dispuestas de tal forma que, tras la unién de los polipéptidos de
fusion, los dos medios dominios de escisiéon se presentan en una orientacién espacial entre si que permita la
reconstitucion de un dominio de escision (por ejemplo, por dimerizacion de los medios dominios), posicionandose asi
los medios dominios el uno con respecto al otro para formar un dominio de escisién funcional, produciendo la
escision de cromatina celular en una region de interés. Generalmente, la escision por el dominio de escision
reconstituido se produce en un sitio localizado entre las dos secuencias diana. Una o ambas de las proteinas puede
manipularse para unirse a su sitio diana.

Las dos proteinas de fusion pueden unirse en la region de interés en la misma polaridad o polaridad opuesta, y sus
sitios de union (es decir, sitios diana) pueden separarse por cualquier numero de nucledétidos, por ejemplo, de 0 a
200 nucledtidos o cualquier valor entero entremedias. En ciertas realizaciones, los sitios de unién para dos proteinas
de fusion, que comprenden cada una un dominio de unién de dedos de cinc y un medio dominio de escision, pueden
localizarse separados entre 5y 18 nucleétidos, por ejemplo, separados 5-8 nucleétidos, o separados 15-18
nucledtidos, o separados 6 nucleétidos, o separados 16 nucleétidos, como se mide desde el borde de cada sitio de
unién mas proximo al otro sitio de unién, y la escision se produce entre los sitios de unién.

El sitio en el que el ADN se escinde generalmente se encuentra entre los sitios de unién para las dos proteinas de
fusion. La rotura bicatenaria de ADN frecuentemente resulta de dos roturas monocatenarias, o “cortes”,
compensados por 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas nucledtidos (por ejemplo, la escision de ADN bicatenario por Fok | nativa
resulta de roturas monocatenarias compensadas por 4 nucleétidos). Asi, la escisidon no se produce necesariamente
en sitios exactamente opuestos sobre cada hebra de ADN. Ademas, la estructura de las proteinas de fusion y la
distancia entre los sitios diana puede influir en si la escision se produce adyacente a un Unico par de nucledtidos, o si
la escision se produce en varios sitios. Sin embargo, para muchas aplicaciones, que incluyen recombinacion dirigida
y mutagénesis dirigida (véase mas adelante), la escision dentro de un intervalo de nucledtidos es generalmente
suficiente, y no se requiere la escision entre pares de bases particulares.

Como se observa anteriormente, la(s) proteina(s) de fusién puede(n) introducirse como polipéptidos y/o
polinucledtidos. Por ejemplo, pueden introducirse dos polinucleétidos, que comprenden cada uno secuencias que
codifican uno de los polipéptidos anteriormente mencionados, en una célula, y cuando los polipéptidos se expresan y
cada uno se une a su secuencia diana, la escisién se produce en o cerca de la secuencia diana. Alternativamente,
un Unico polinucleétido que comprende secuencias que codifican ambos polipéptidos de fusién se introduce en una
célula. Los polinucledétidos pueden ser ADN, ARN o cualquier forma modificada o analogos o ADN y/o ARN.

Para potenciar la especificidad por escision, también pueden emplearse composiciones adicionales en los métodos
descritos en el presente documento. Por ejemplo, medios dominios de escision individuales pueden presentar
actividad de escision bicatenaria limitada. En métodos en los que se introducen dos proteinas de fusion, que
contiene cada una un dominio de dedos de cinc de tres dedo y un medio dominio de escision, en la célula, cualquier
proteina especifica un sitio diana de aproximadamente 9 nucleétidos. Aunque es probable que la secuencia diana
total de 18 nucledtidos sea Unica en un genoma de mamifero, cualquier sitio diana de 9 nucleétidos dado se
produce, en promedio, aproximadamente 23.000 veces en el genoma humano. Asi, no puede producirse escision
especifica, debido a la unién especifica al sitio de un Unico medio dominio. Por consiguiente, los métodos descritos
en el presente documento contemplan el uso de un mutante negativo dominante de un medio dominio de escision tal
como Fok | (o un acido nucleico que codifica el mismo) que se expresa en una célula junto con las dos proteinas de
fusion. El mutante negativo dominante puede dimerizarse, pero es incapaz de escindirse, y también bloquea la
actividad de escision de un medio dominio con el que se dimeriza. Proporcionando el mutante negativo dominante
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en exceso molar a las proteinas de fusion, solo las regiones en las que ambas proteinas de fusion estan unidas
tendran una concentracion local suficientemente alta de medios dominios de escisién funcionales para que se
produzca la dimerizacion y escision. En sitios en los que solo se une una de las dos proteinas de fusion, su medio
dominio de escision forma un dimero con el medio dominio del mutante negativo dominante, y no se produce
escision no especifica no deseable.

Se han identificado tres residuos de aminoacidos cataliticos en el medio dominio de escisién de Fok |: Asp 450, Asp
467 y Lys 469. Bitinaite et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 10,570-10,575. Asi, puede usarse una o mas
mutaciones en uno de estos residuos para generar una mutacion negativa dominante. Ademas, se conocen muchos
de los residuos de aminoacidos cataliticos de otras endonucleasas de tipo IS y/o puede determinarse, por ejemplo,
por alineamiento con secuencias de Fok | y/o por generacion y prueba de mutantes para actividad catalitica.

Mutaciones de dominios de dimerizacion en el medio dominio de escision

Métodos para la escision dirigida que implican el uso de fusiones entre una ZFP y un medio dominio de escision
(tales como, por ejemplo, una fusién de ZFP/Fokl) requieren el uso de dos moléculas de fusion tales, cada una
generalmente dirigida a una secuencia diana distinta. Pueden elegirse secuencias diana para las dos proteinas de
fusion de manera que la escision dirigida se dirija a un Unico sitio en un genoma, como se trata anteriormente. Una
posible fuente de especificidad de escision reducida podria resultar de la homodimerizaciéon de uno de las dos
fusiones de ZFP/medio dominio de escision. Esto podria producirse, por ejemplo, debido a la presencia, en un
genoma, de repeticiones invertidas de las secuencias diana para una de las dos fusiones de ZFP/medio dominio de
escision, localizadas de manera que se permita que dos copias de la misma proteina de fusién se unan con una
orientacion y separacion que permita la formacion de un dimero funcional.

Un enfoque para reducir la probabilidad de este tipo de escisidon anémala en secuencias distintas del sitio diana
previsto implica generar variantes del medio dominio de escisién que minimizan o previenen la homodimerizacion.
Preferentemente, uno o mas aminoacidos en la regién del medio dominio que participan en su dimerizacion estan
alterados. En la estructura cristalina del dimero de la proteina Fokl, se informa que la estructura de los medios
dominios de escision es similar a la disposicién de los medios dominios de escisiéon durante la escision de ADN por
Fokl. Wah et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:10564-10569. Esta estructura indica que los residuos de
aminoacidos en las posiciones 483 y 487 desempefian una funcién clave en la dimerizacién de los medios dominios
de escisiéon de Fokl. La estructura también indica que los residuos de aminoacidos en las posiciones 446, 447, 479,
483, 484, 486, 487, 490, 491, 496, 498, 499, 500, 531, 534, 537 y 538 estan todos suficientemente proximos a la
interfase de dimerizacion para influir en la dimerizacién. Por consiguiente, alteraciones de la secuencia de
aminoacidos en una o mas de las posiciones anteriormente mencionadas alteraran probablemente las propiedades
de dimerizacién del medio dominio de escision. Tales cambios pueden introducirse, por ejemplo, construyendo una
biblioteca que contiene (o que codifica) diferentes residuos de aminoacidos en estas posiciones y seleccionando
variantes con las propiedades deseadas, o disefiando racionalmente mutantes individuales. Ademas de prevenir la
homodimerizacioén, también es posible que algunas de estas mutaciones puedan aumentar la eficiencia de escision
por encima de la obtenida con dos medios dominios de escisién no mutantes.

Por consiguiente, la alteracion de un medio dominio de escision de Fokl en cualquier residuo de aminoacido que
afecte la dimerizacion puede usarse para prevenir que una de un par de fusiones de ZFP/Fokl experimente
homodimerizacién que puede conducir a la escisién en secuencias no deseadas. Asi, para la escision dirigida
usando un par de fusiones de ZFP/Fokl, una o ambas de las proteinas de fusién pueden comprender una o mas
alteraciones de aminoacidos que inhiben la auto-dimerizacién, pero permiten que se produzca la heterodimerizacion
de las dos proteinas de fusién de forma que la escisién se produzca en el sitio diana deseado. En ciertas
realizaciones, las alteraciones estan presentes en ambas proteinas de fusion, y las alteraciones tienen efectos
aditivos; es decir, la homodimerizacién de cualquier fusién, que conduce a la escisién anémala, se minimiza o
suprime, mientras que la heterodimerizacion de las dos proteinas de fusion se facilita en comparacion con la
obtenida con medios dominios de escision no mutantes. Véase el Ejemplo 5.

Métodos para la alteracion dirigida de secuencias genémicas y recombinacion dirigida

En el presente documento también se describen métodos de sustitucion de una secuencia genémica (por ejemplo,
una region de interés en cromatina celular) con una secuencia no idéntica homologa (es decir, recombinacion
dirigida). Intentos previos por sustituir secuencias particulares han implicado poner en contacto una célula con un
polinuclesétido que comprende secuencias que llevan homologia con una regiéon cromosémica (es decir, un ADN
donante), seguido de seleccion de células en las que la molécula de ADN donante ha experimentado recombinacion
homdloga en el genoma. La tasa de éxito de estos métodos es baja, debido a la mala eficiencia de recombinacion
homdloga y una alta frecuencia de insercién no especifica del ADN donante en regiones del genoma distintas del
sitio diana.

La presente divulgacion proporciona métodos de alteracion de secuencias dirigida caracterizados por una mayor

eficiencia de recombinacion dirigida y una menor frecuencia de eventos de insercion no especificos. Los métodos
implican hacer y usar dominios de unién de dedos de cinc manipulados fusionados con dominios de escision (o
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medios dominios de escision) para hacer una o mas roturas bicatenarias dirigidas en ADN celular. Debido a que las
roturas bicatenarias en ADN celular estimulan la recombinacion homéloga varios miles de veces en la proximidad del
sitio de escision, tal escision dirigida permite la alteracion o sustitucion (mediante recombinacion homdloga) de
secuencias en practicamente cualquier sitio en el genoma.

Ademas de las moléculas de fusion descritas en el presente documento, la sustitucion dirigida de una secuencia
gendmica seleccionada también requiere la introduccion de la secuencia de sustitucion (o donante). La secuencia
donante puede introducirse en la célula antes de, simultaneamente con, o posterior a, la expresion de la(s)
proteina(s) de fusion. El polinucleétido donante contiene homologia suficiente con una secuencia genémica para
soportar la recombinacién homéloga entre ella y la secuencia gendmica con la que tiene homologia.
Aproximadamente 25, 50 100 6 200 nucledtidos o mas de homologia de secuencias entre una secuencia donante y
una genomica (o cualquier valor entero entre 10 y 200 nucleétidos, o mas) soportaran la recombinacion homologa
entremedias. Las secuencias donantes puede oscilar en longitud de 10 a 5.000 nucleétidos (o cualquier valor entero
de nucledtidos entremedias) o mas. Sera rapidamente evidente que la secuencia donante normalmente no es
idéntica a la secuencia gendmica que sustituye. Por ejemplo, la secuencia del polinucleétido donante puede
contener uno o mas cambios, inserciones, deleciones, inversiones o transposiciones de una sola base con respecto
a la secuencia gendmica, mientras que esta presente suficiente homologia para soportar la recombinacion
homologa. Alternativamente, una secuencia donante puede contener una secuencia no homologa flanqueada por
dos regiones de homologia. Adicionalmente, las secuencias donantes pueden comprender una molécula de vector
que contiene secuencias que no son homologas a la region de interés en cromatina celular. Generalmente, la(s)
region (regiones) homologa(s) de una secuencia donante tendran al menos el 50 % de identidad de secuencias con
una secuencia gendémica con la que se desea recombinacion. En ciertas realizaciones, esta presente el 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o el 99,9 % de identidad de secuencias. Puede estar presente cualquier valor entre el
1 % y el 100 % de identidad de secuencias, dependiendo de la longitud del polinucledtido donante.

Una molécula donante puede contener varias regiones de homologia discontinuas con cromatina celular. Por
ejemplo, para la insercién dirigida de secuencias normalmente no presentes en una region de interés, dichas
secuencias pueden estar presentes en una molécula donante de acido nucleico y flanqueadas por regiones de
homologia con secuencia en la region de interés.

Para simplificar los ensayos (por ejemplo, hibridacion, PCR, digestién con enzimas de restriccion) para determinar la
insercion satisfactoria de la secuencia donante, pueden estar presentes ciertas diferencias de secuencias en la
secuencia donante en comparacion con la secuencia genémica. Preferentemente, si esta localizada en una region
codificante, tales diferencias de la secuencia de nucledétidos no cambiaran la secuencia de aminoacidos, o haran
cambios de aminoacidos silenciosos (es decir, cambios que no afectan a la estructura o funcién de la proteina). El
polinucleétido donante puede contener opcionalmente cambios en secuencias correspondientes a sitios de unién del
dominio de dedos de cinc en la region de interés, para prevenir la escision de secuencias donantes que se han
introducido en cromatina celular por recombinaciéon homdloga.

El polinucledtido donante puede ser ADN o ARN, monocatenario o bicatenario, y puede introducirse en una célula en
forma lineal o circular. Si se introduce en forma lineal, los extremos de la secuencia donante pueden protegerse (por
ejemplo, de la degradacion exonucleolitica) por métodos conocidos para aquellos expertos en la materia. Por
ejemplo, se afiaden uno o mas residuos de didesoxinucledtidos al extremo 3' de una molécula lineal y/o se ligan
oligonucledtidos auto-complementarios a uno o ambos extremos. Véase, por ejemplo, Chang et al., (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84:4959-4963; Nehls et al., (1996) Science 272:886-889. Métodos adicionales para proteger
polinucledtidos exdgenos de la degradacion incluyen, pero no se limitan a, adicion de grupo(s) amino terminal(es) y
el uso de enlaces internucleotidicos modificados tales como, por ejemplo, fosforotioatos, fosforamidatos y residuos
de O-metilrribosa o desoxirribosa. Puede introducirse un polinucleétido en una célula como parte de una molécula de
vector que tiene secuencias adicionales tales como, por ejemplo, origenes de replicacion, promotores y genes que
codifican resistencia a antibiéticos. Ademas, los polinucleétidos donantes pueden introducirse como acido nucleico
desnudo, como acido nucleico complejado con un agente tal como un liposoma o poloxamero, o pueden
administrarse por virus (por ejemplo, adenovirus, AAV).

Sin desear quedar ligado a teoria, parece que la presencia de una rotura bicatenaria en una secuencia celular,
acoplada a la presencia de una molécula de ADN exdgeno que tiene homologia con una regidn adyacente a o que
rodea la rotura, activa mecanismos celulares que reparan la rotura por transferencia de informacién de secuencias
de la molécula donante en la secuencia celular (por ejemplo, genémica o cromosémica); es decir, por un proceso de
recombinacién homologa. Los métodos de los solicitantes combinan ventajosamente las poderosas capacidades de
direccionamiento de las ZFP manipuladas con un dominio de escisién (o medio dominio de escision) para dirigir
especificamente una rotura bicatenaria a la region del genoma en la que se desea recombinacion.

Para la alteracién de una secuencia cromosomica es necesario que la secuencia entera del donante sea copiada en
el cromosoma, en tanto que sea copiado suficiente de la secuencia donante para efectuar la alteracién de la
secuencia deseada.

La eficiencia de inserciéon de secuencias donantes por recombinacion homoéloga esta inversamente relacionada con
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la distancia, en el ADN celular, entre la rotura bicatenaria y el sitio en el que se desea la recombinacion. En otras
palabras, se observan mayores eficiencias de recombinacion homologa cuando la rotura bicatenaria esta mas
préxima al sitio en el que se desea la recombinacion. En los casos en los que no se ha predeterminado un sitio de
recombinacioén preciso (por ejemplo, el evento de recombinacion deseado puede producirse sobre un intervalo de
secuencia genémica), se seleccionan la longitud y secuencia del acido nucleico donante, junto con el (los) sitio(s) de
escision, para obtener el evento de recombinacion deseados. En los casos en los que el evento deseado se disefia
para cambiar la secuencia de un Unico par de nucleétidos en una secuencia gendmica, la cromatina celular se
escinde dentro de 10.000 nucleétidos en cualquier lado de ese par de nucledétidos. En ciertas realizaciones, la
escision se produce dentro de 500, 200, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5 6 2 nucledtidos, o cualquier valor
entero entre 2 y 1.000 nucledtidos, en cualquier lado del par de nucleétidos cuya secuencia va a cambiarse.

Como se ha detallado anteriormente, los sitios de unién para dos proteinas de fusion, que comprenden cada uno un
dominio de uniéon de dedos de cinc y un medio dominio de escisidn, pueden localizarse separados 5-8 6 15-18
nucledtidos, como se mide desde el borde de cada sitio de uniéon mas préoximo al otro sitio de union, y la escision se
produce entre los sitios de unién. Si la escisién se produce o no en un Unico sitio o en multiples sitios entre los sitios
de unién es irrelevante, ya que las secuencias genémicas escindidas estan sustituidas con las secuencias donantes.
Asi, para la eficaz alteracion de la secuencia de un Unico par de nucleétidos por recombinacion dirigida, el punto
medio de la region entre los sitios de unién esta dentro de 10.000 nucledtidos de ese par de nucledtidos,
preferentemente dentro de 1.000 nucledétidos, o 500 nucledétidos, o 200 nucleétidos, o 100 nucleétidos, o 50
nucleétidos, o 20 nucleétidos, o 10 nucleétidos, o 5 nucledtido, o 2 nucledtidos, o un nucleétido, o en el par de
nucledtidos de interés.

En ciertas realizaciones, un cromosoma homélogo puede servir de polinucleétido donante. Asi, por ejemplo, la
correccion de una mutacion en un heterocigoto puede lograrse manipulando proteinas de fusion que se unen ay
escinden la secuencia mutante en un cromosoma, pero no escinden la secuencia no mutante en el cromosoma
homologo. La rotura bicatenaria en el cromosoma que tiene la mutacion estimula un proceso de “conversion génica”
basado en homologia en el que la secuencia no mutante del cromosoma homdlogo se copia en el cromosoma
escindido, restaurando asi dos copias de la secuencia no mutante.

También se proporcionan métodos y composiciones que pueden potenciar los niveles de recombinacion dirigida que
incluyen, pero no se limitan a, el uso de fusiones de ZFP-dominio funcional adicionales para activar la expresion de
genes que participan en recombinacion homdloga, tales como, por ejemplo, miembros del grupo de epistasia RAD52
(por ejemplo, Rad50, Rad51, Rad51B, Rad51C, Rad51D, Rad52, Rad54, Rad54B, Mre11, XRCC2, XRCC3), genes
cuyos productos interaccionan con los productos génicos anteriormente mencionados (por ejemplo, BRCA1, BRCA2)
y/o genes en el complejo de NBS1. Similarmente, pueden usarse fusiones de ZFP-dominio funcional, en
combinacion con los métodos y composiciones desvelados en el presente documento, para reprimir la expresion de
genes que participan en la unién de extremos no homélogos (por ejemplo, Ku70/80, XRCC4, polimerasa poli(ADP
ribosa), ADN ligasa 4). Véanse, por ejemplo, Yanez et al., (1998) Gene Therapy 5:149-159; Hoeijmakers (2001)
Nature 411:366-374; Johnson et al., (2001) Biochem. Soc. Trans. 29:196-201; Tauchi et al., (2002) Oncogene
21:8967-8980. Métodos para la activacion y represion de la expresion génica usando fusiones entre un dominio de
unién de dedos de cinc y un dominio funcional se desvelan en la patente de EE.UU. del mismo solicitante n°
6.534.261. Métodos de represion adicionales incluyen el uso de oligonucledtidos antisentido y/o ARN interferente
pequefio (ARNip o iARN) dirigido a la secuencia del gen que va a reprimirse.

Como una alternativa a o, ademas de, puede usarse la activacion de la expresion de productos génicos que participa
en la recombinacion homéloga, fusiones de estas proteinas (o fragmentos funcionales de las mismas) con un
dominio de union de dedos de cinc dirigido a la region de interés, para reclutar estas proteinas (proteinas de
recombinacioén) a la region de interés, aumentando asi su concentracion local y estimulando adicionalmente los
procesos de recombinacién homologa. Alternativamente, un polipéptido que participa en la recombinacién homdloga
como se ha descrito anteriormente (o un fragmento funcional del mismo) puede ser parte de una proteina de fusion
triple que comprende un dominio de unién de dedos de cinc, un dominio de escision (o medio dominio de escision) y
la proteina de recombinaciéon (o fragmento funcional de la misma). Proteinas adicionales que participan en la
conversion génica y remodelacién de cromatina relacionada con la recombinacién, que pueden usarse en los
meétodos y composiciones anteriormente mencionados, incluyen histona acetiltransferasas (por ejemplo, Esalp,
Tip60), histona metiltransferasas (por ejemplo, Dot1p), histona cinasas e histona fosfatasas.

Se ha informado que la proteina p53 desempefia una funcion fundamental en reprimir la recombinacién homéloga
(HR). Véanse, por ejemplo, Valerie et al., (2003) Oncogene 22:5792-5812; Janz, et al., (2002) Oncogene 21:5929-
5933. Por ejemplo, la tasa de HR en lineas tumorales humanas deficientes en p53 es 10,000 veces superior a en
fibroblastos humanos primarios, y hay un aumento de 100 veces en HR en células tumorales con una p53 no
funcional en comparacion con aquellas con p53 funcional. Mekeel et al., (1997) Oncogene 14:1847-1857. Ademas, la
expresion en exceso de mutantes negativos dominantes de p53 conduce a un aumento de 20 veces en la
recombinacion espontanea. Bertrand et al., (1997) Oncogene 14:1117-1122. El analisis de diferentes mutaciones de
p53 ha revelado que las funciones de p53 en la transactivacion transcripcional y el control del punto de regulacion
del ciclo celular G1 son separables de su participacion en HR. Saintigny et al., (1999) Oncogene 18:3553-3563;
Boehden et al., (2003) Oncogene 22:4111-4117. Por consiguiente, la regulacion por disminucion de la actividad de
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p53 puede servir para aumentar la eficiencia de recombinacion homdloga dirigida usando los métodos y
composiciones desvelados en el presente documento. Puede usarse cualquier método para la regulaciéon por
disminucion de la actividad de p53, que incluye, pero no se limita a, cotransfeccion y expresion en exceso de un
mutante negativo dominante de p53 o represion dirigida de la expresion génica de p53 segun métodos desvelados,
por ejemplo, en la patente de EE.UU. del mismo solicitante n° 6.534.261.

Se consiguen aumentos adicionales en la eficiencia de recombinacion dirigida, en células que comprenden una
molécula de fusion de dedos de cinc/nucleasa y una molécula de ADN donante, bloqueando las células en la fase G2
del ciclo celular, cuando los procesos de reparacion conducidos por homologia son maximamente activos. Tal
parada puede lograrse de varias formas. Por ejemplo, pueden tratarse células con, por ejemplo, farmacos,
compuestos y/o moléculas pequefias que influyen en la progresion del ciclo celular de manera que se detengan las
células en la fase G2. Moléculas a modo de ejemplo de este tipo incluyen, pero no se limitan a, compuestos que
afectan la polimerizacion microtubulos (por ejemplo, vinblastina, nocodazol, Taxol), compuestos que interaccionan
con ADN (por ejemplo, dicloruro de cis-platino(ll)-diamina, cisplatino, doxorubicina) y/o compuestos que afectan la
sintesis de ADN (por ejemplo, timidina, hidroxiurea, L-mimosina, etopdsido, 5-fluorouracilo). Aumentos adicionales
en la eficiencia de recombinacién se logran usando inhibidores de la histona desacetilasa (HDAC) (por ejemplo,
butirato de sodio, tricostatina A) que alteran la estructura de la cromatina para hacer el ADN gendémico mas accesible
a la maquinaria de recombinacioén celular.

Métodos adicionales para la parada del ciclo celular incluyen la expresion en exceso de proteinas que inhiben la
actividad de las cinasas del ciclo celular CDK, por ejemplo, introduciendo un ADNc que codifica la proteina en la
célula o introduciendo en la célula una ZFP manipulada que activa la expresion del gen que codifica la proteina. La
parada del ciclo celular también se logra inhibiendo la actividad de ciclinas y CDK, por ejemplo, usando métodos de
iARN (por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 6.506.559) o introduciendo en la célula una ZFP manipulada que
reprime la expresién de uno o mas genes que participan en la progresion del ciclo celular tal como, por ejemplo,
genes de ciclina y/o CDK. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. del mismo solicitante n° 6.534.261 para
métodos para la sintesis de proteinas de dedos de cinc manipuladas para la regulacién de la expresion génica.

Alternativamente, en ciertos casos, la escision dirigida se realiza en ausencia de un polinucleétido donante
(preferentemente en fase S o Gy), y la recombinacion se produce entre cromosomas homologos.

Métodos para cribar factores celulares que facilitan la recombinacion homéloga

Como la recombinacién homodloga es un proceso de multiples etapas que requieren la modificacion de extremos de
ADN vy el reclutamiento de varios factores celulares en un complejo de proteina, la adicion de uno o mas factores
exogenos, junto con ADN donante y vectores que codifican fusiones de dedo de cinc-dominio de escision, puede
usarse para facilitar la recombinacion homadloga dirigida. Un método a modo de ejemplo para identificar un factor tal
o factores emplea analisis de expresidon génica usando micromatrices (por ejemplo, matrices Gene Chip® de
Affymetrix) para comparar los patrones de expresion de ARNm de diferentes células. Por ejemplo, pueden analizarse
células que presentan una mayor capacidad para estimular la recombinaciéon homadloga conducida por la rotura
bicatenaria en presencia de ADN donante y fusiones de dedo de cinc-dominio de escision, tanto sin ayuda como en
condiciones conocidas por aumentar el nivel de correccion génica, para sus patrones de expresidon génica en
comparacion con células que carecen de tal capacidad. Los genes que estan regulados por incremento o regulados
por disminucién de un modo que se correlaciona directamente con elevados niveles de recombinacion homdloga son
asi identificados y pueden clonarse en uno cualquiera de varios vectores de expresion. Estas construcciones de
expresion pueden co-transfectarse junto con fusiones de dedo de cinc-dominio de escision y construcciones
donantes para dar métodos mejorados para lograr la recombinacion homologa de alta eficiencia. Alternativamente, la
expresion de tales genes puede regularse apropiadamente usando proteinas de dedo de cinc manipuladas que
modulan la expresion (tanto activacion como represion) de uno o mas de estos genes. Véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. del mismo solicitante n°® 6.534.261 para métodos para la sintesis de proteinas de dedos de cinc
manipuladas para la regulacion de expresion génica.

Como un ejemplo, se observo que los diferentes clones obtenidos en los experimentos descritos en el Ejemplo 9y la
Figura 27 presentaron un amplio intervalo de frecuencias de recombinacion homdloga cuando se transfectaron con
ADN donante y plasmidos que codifican fusiones de dedo de cinc-dominio de escision. La expresion génica en
clones que muestran una alta frecuencia de recombinacion dirigida puede asi compararse con aquella en clones que
presentan una baja frecuencia, y pueden identificarse patrones de expresion Unicos para los primeros clones.

Como un ejemplo adicional, estudios usando inhibidores del ciclo celular (por ejemplo, nocodazol o vinblastina,
véanse, por ejemplo, los Ejemplos 11, 14 y 15) mostraron que las células paradas en la fase G2 fase del ciclo celular
llevaron a cabo la recombinacién homologa a mayores tasas, que indica que los factores celulares responsables de
la recombinacion homologa pueden expresarse preferencialmente o ser activos en G2. Una forma para identificar
estos factores es comparar los patrones de expresion de ARNm entre los clones de células HEK 293 establemente
transfectadas que lleva a cabo la correccion génica a altos y bajos niveles (por ejemplo, el clon T18 frente al clon
T7). Se hacen comparaciones similares entre estas lineas celulares en respuesta a compuestos que paran las
células en la fase G2. Genes candidatos que se expresan diferencialmente en células que llevan a cabo la
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recombinacién homodloga a una mayor tasa, tanto sin ayuda como en respuesta a compuestos que paran las células
en G2, se identifican, clonan y re-introducen en las células para determinar si su expresion es suficiente para dar
lugar a las tasas mejoradas. Alternativamente, la expresion de dichos genes candidatos se activa usando factores de
transcripcion de dedos de cinc manipulados como se describen, por ejemplo, en la patente de EE.UU. del mismo
solicitante n°® 6.534.261.

Vectores de expresion

Un acido nucleico que codifica una o mas ZFP o proteinas de fusién de ZFP puede clonarse en un vector para la
transformacién en células procariotas o eucariotas para la replicacion y/o expresion. Los vectores pueden ser
vectores procariotas, por ejemplo, plasmidos, o vectores lanzadera, vectores de insecto o vectores eucariotas. Un
acido nucleico que codifica una ZFP también puede clonarse en un vector de expresion, para administracion a una
célula de planta, célula de animal, preferentemente una célula de mamifero o una célula humana, célula fungica,
célula bacteriana, o célula protozoica.

Para obtener la expresiéon de un gen o acido nucleico clonado, las secuencias que codifica una ZFP o proteina de
fusion de ZFP se subclonan normalmente en un vector de expresiéon que contiene un promotor para dirigir la
transcripcion. Promotores bacterianos y eucariotas adecuados son muy conocidos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (22 ed. 1989; 3r3 ed., 2001); Kriegler, Gene
Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al.,
arriba. Sistemas de expresion bacterianos para expresar las ZFP estan disponibles en, por ejemplo, E. coli, Bacillus
sp., y Salmonella (Palva et al., Gene 22:229-235 (1983)). Estan comercialmente disponibles kits para tales sistemas
de expresion. Sistemas de expresion eucariotas para células de mamifero, levadura y células de insecto son muy
conocidos por aquellos expertos en la materia y también estan comercialmente disponibles.

Un promotor usado para dirigir la expresion de un acido nucleico que codifica ZFP depende de la aplicacion
particular. Por ejemplo, normalmente se usa un promotor constitutivo fuerte para la expresion y purificacion de ZFP.
A diferencia, cuando ZFP se administra in vivo para la regulacion génica, se usa tanto un promotor constitutivo como
uno inducible, dependiendo del uso particular de la ZFP. Ademas, un promotor preferido para la administracion de
una ZFP puede ser un promotor débil, tal como TK del VHS o un promotor que tiene actividad similar. Un promotor
normalmente también puede incluir elementos que son sensibles a la transactivacion, por ejemplo, elementos de
respuesta a hipoxia, elementos de respuesta a Gal4, elemento de respuesta al represor lac y sistemas de control de
molécula pequena tales como sistemas regulados por tet y el sistema RU-486 (véase, por ejemplo, Gossen &
Bujard, PNAS 89:5547 (1992); Oligino et al., Gene Ther. 5:491-496 (1998); Wang et al., Gene Ther. 4:432-441
(1997); Neering et al., Blood 88:1147-1155 (1996); y Rendahl et al., Nat. Biotechnol. 16:757-761 (1998)). También
puede usarse el promotor MNDUS3, y es preferencialmente activo en citoblastos hematopoyéticos CD34".

Ademas de un promotor, el vector de expresion normalmente contiene una unidad de transcripcién o casete de
expresion que contiene todos los elementos adicionales requeridos para la expresion del acido nucleico en células
huésped, tanto procariotas como eucariotas. Asi, un casete de expresion tipico contiene un promotor operativamente
ligado, por ejemplo, a una secuencia de acidos nucleicos que codifica la ZFP, y sefales requeridas, por ejemplo,
para la eficaz poliadenilacién del transcrito, terminacion transcripcional, sitios de unién al ribosoma, o terminacion de
la traduccién. Elementos adicionales del casete pueden incluir, por ejemplo, potenciadores y sefiales de corte y
empalme heterdlogas.

El vector de expresion particular usado para el transporte de la informacién genética a la célula se selecciona con
respecto al uso previsto de la ZFP, por ejemplo, expresion en plantas, animales, bacterias, hongos, protozoos, etc.
(véanse los vectores de expresion descritos mas adelante). Vectores de expresion bacterianos estandar incluyen
plasmidos tales como plasmidos basados en pBR322, pSKF, pET23D y comercialmente sistemas de expresion de
fusion disponibles tales como GST y LacZ. Una proteina de fusion a modo de ejemplo es la proteina de union a
maltosa, “MBP”. Tales proteinas de fusién se usan para la purificacion de la ZFP. También pueden afiadirse marcas
de epitopes a proteinas recombinantes para proporcionar métodos convenientes de aislamiento, para monitorizar la
expresion y para monitorizar la localizacion celular y subcelular, por ejemplo, c-myc o FLAG.

Vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus eucariotas se usan frecuentemente en
vectores de expresion eucariotas, por ejemplo, vectores del SV40, vectores del virus del papiloma y vectores
derivados del virus de Epstein-Barr. Otros vectores eucariotas a modo de ejemplo incluyen pMSG, pAV009/A+,
pMTO10/A+, pMAMneo-5, baculovirus pDSVE, y cualquier otro vector que permita la expresion de proteinas bajo la
direccion del promotor temprano del SV40, promotor tardio del SV40, promotor de metalotioneina, promotor del virus
del tumor mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de la poliedrina, u otros promotores
que mostré que eran eficaces para la expresion en células eucariotas.

Algunos sistemas de expresion tienen marcadores para la seleccion de lineas celulares establemente transfectadas
tales como timidina cinasa, higromicina B fosfotransferasa y dihidrofolato reductasa. También son adecuados
sistemas de expresién de alto rendimiento, tales como usando un vector de baculovirus en células de insecto, con
una secuencia codificante de ZFP bajo la direccion del promotor de la poliedrina u otros promotores de baculovirus
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fuertes.

Los elementos que normalmente estan incluidos en vectores de expresion también incluyen un replicon que funciona
en E. coli, un gen que codifica la resistencia a antibiéticos para permitir la seleccion de bacterias que alojan
plasmidos recombinantes, y sitios de restriccion Unicos en regiones no esenciales del plasmido para permitir la
insercion de secuencias recombinantes.

Se usan métodos de transfeccién estandar para producir lineas celulares bacterianas, de mamifero, de levadura o
insecto que expresan grandes cantidades de proteina, que luego se purifica usando técnicas convencionales (véase,
por ejemplo, Colley et al., J. Biol. Chem. 264:17619-17622 (1989); Guide to Protein Purification, en Methods in
Enzymology, vol. 182 (Deutscher, ed., 1990)). La transformacion de células eucariotas y procariotas se realiza segun
técnicas convencionales (véase, por ejemplo, Morrison, J. Bact. 132:349-351 (1977); Clark-Curtiss & Curtiss,
Methods in Enzymology 101:347-362 (Wu et al., eds, 1983).

Puede usarse cualquiera de los procedimientos muy conocidos para introducir secuencias de nucleétidos extrafias
en células huésped. Estos incluyen el uso de transfeccién con fosfato de calcio, polibreno, fusién de protoplastos,
electroporacion, métodos ultrasénicos (por ejemplo, sonoporacion), liposomas, microinyeccion, ADN desnudo,
vectores plasmidicos, vectores virales, tanto episémicos como integrativos, y cualquiera de los otros métodos muy
conocidos para introducir ADN gendmico clonado, ADNc, ADN sintético u otro material genético extrafio en una
célula huésped (véase, por ejemplo, Sambrook et al., arriba). Solo es necesario que el procedimiento de ingenieria
genética particular usado sea capaz de introducir satisfactoriamente al menos un gen en la célula huésped que
puede expresar la proteina de eleccion.

Acidos nucleicos que codifican proteinas de fusion y administracion a células

Pueden usarse métodos de transferencia génica basados en virus y no virales convencionales para introducir acidos
nucleicos que codifican ZFP manipuladas en células (por ejemplo, células de mamifero) y tejidos diana. Tales
métodos también pueden usarse para administrar acidos nucleicos que codifican ZFP a células in vitro. En ciertas
realizaciones, los acidos nucleicos que codifican ZFP se administran para usos de terapia génica in vivo o ex vivo.
Sistemas de administracion de vectores no virales incluyen plasmidos de ADN, acido nucleico desnudo y acido
nucleico complejado con un vehiculo de administracion tal como un liposoma o poloxamero. Sistemas de
administracion de vectores virales incluyen virus de ADN y de ARN, que tienen tanto genomas episémicos como
integrados después de la administracion a la célula. Para una revision de los procedimientos de terapia génica véase
Anderson, Science 256:808-813 (1992); Nabel & Felgner, TIBTECH 11:211-217 (1993); Mitani & Caskey, TIBTECH
11:162-166 (1993); Dillon, TIBTECH 11:167-175 (1993); Miller, Nature 357:455-460 (1992); Van Brunt,
Biotechnology 6(10):1149-1154 (1988); Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8:35-36 (1995); Kremer &
Perricaudet, British Medical Bulletin 51(1):31-44 (1995); Haddada et al., en Current Topics in Microbiology and
Immunology Doerfler y Bohm (eds) (1995); y Yu et al., Gene Therapy 1:13-26 (1994).

Métodos de administracion no viral de acidos nucleicos que codifican ZFP manipuladas incluyen electroporacion,
lipofeccion, microinyeccion, biolistica, virosomas, liposomas, inmunoliposomas, conjugados de polication o
lipido:acido nucleico, ADN desnudo, viriones artificiales y captacion de ADN potenciada por agente. También puede
usarse sonoporacion usando, por ejemplo, el sistema Sonitron 2000 (Rich-Mar) para la administracion de acidos
nucleicos.

Sistemas de administracion de acidos nucleicos a modo de ejemplo adicionales incluyen aquellos proporcionados
por Amaxa Biosystems (Colonia, Alemania), Maxcyte, Inc. (Rockville, Mariland) y BTX Molecular Delivery Systems
(Holliston, MA).

La lipofeccion se describe en, por ejemplo, los documentos US 5.049.386, US 4.946.787; y US 4.897.355) y los
reactivos de lipofeccion se venden comercialmente (por ejemplo, Transfectam™ y Lipofectin™). Lipidos catiénicos y
neutros que son adecuados para la eficaz lipofeccion de reconocimiento de receptores de polinucleétidos incluyen
aquellos de Felgner, documentos WO 91/17424, WO 91/16024. La administracion puede ser a células
(administracion ex vivo) o tejidos diana (administracion in vivo).

La preparacion de complejos de lipido:acido nucleico, que incluye liposomas dirigidos tales como complejos de
inmunolipidos, es muy conocido para un experto en la materia (véase, por ejemplo, Crystal, Science 270:404-410
(1995); Blaese et al., Cancer Gene Ther. 2:291-297 (1995); Behr et al., Bioconjugate Chem. 5:382-389 (1994); Remy
et al., Bioconjugate Chem. 5:647-654 (1994); Gao et al., Gene Therapy 2:710-722 (1995); Ahmad et al., Cancer Res.
52:4817-4820 (1992); las patentes de EE.UU. n® 4.186.183, 4.217.344, 4.235.871, 4.261.975, 4.485.054, 4.501.728,
4.774.085, 4.837.028 y 4.946.787).

El uso de sistemas basados en virus de ARN o ADN para la administracién de acidos nucleicos que codifican ZFP
manipuladas se aprovechan de procesos altamente desarrollados para dirigir un virus a células especificas en el
cuerpo y transportar la carga viral al nucleo. Los vectores virales pueden administrarse directamente a pacientes (in
vivo) o pueden usarse para tratar células in vitro y las células modificadas se administran a pacientes (ex vivo).
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Sistemas basados en virus convencionales para la administracion de ZFP incluyen, pero no se limitan a, vectores
retrovirales, de lentivirus, adenovirales, adeno-asociados, de la variolovacuna y del virus del herpes simple para la
transferencia génica. Es posible la integracion en el genoma del huésped con los métodos de transferencia de genes
de retrovirus, lentivirus y virus adeno-asociados, produciendo frecuentemente expresion a largo plazo del transgén
insertado. Adicionalmente, se han observado altas eficiencias de transduccion en muchos tipos diferentes de células
y tejidos diana.

El tropismo de un retrovirus puede alterarse incorporando proteinas de la envuelta extrafias, que amplian la posible
poblacién diana de células diana. Vectores lentivirales son vectores retrovirales que pueden transducir o infectar
células no en division y normalmente producen titulos virales altos. La seleccion de un sistema de transferencia
génica retroviral depende del tejido diana. Los vectores retrovirales comprenden repeticiones terminales largas que
actlan en cis con capacidad de encapsidacion para hasta 6-10 kb de secuencia extrafia. Las LTR que actuan en cis
minimas son suficientes para la replicaciéon y encapsidacion de los vectores, que luego se usan para integrar el gen
terapéutico en la célula diana para proporcionar expresion transgénica permanente. Vectores retrovirales
ampliamente usados incluyen aquellos basados en el virus de la leucemia murina (MuLV), virus de la leucemia de
mono gibén (GalLV), virus de la inmunodeficiencia simia (VIS), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y
combinaciones de los mismos (véanse, por ejemplo, Buchscher et al., J. Virol. 66:2731-2739 (1992); Johann et al., J.
Virol. 66:1635-1640 (1992); Sommerfelt et al., Virol. 176:58-59 (1990); Wilson et al., J. Virol. 63:2374-2378 (1989);
Miller et al., J. Virol. 65:2220-2224 (1991); documento PCT/US94/05700).

En aplicaciones en las que se prefiere la expresién transitoria de una proteina de fusion de ZFP, pueden usarse
sistemas basados en adenovirus. Los vectores basados en adenovirus son capaces de eficiencia de transduccion
muy alta en muchos tipos de células y no requieren division celular. Con tales vectores se han obtenido alto titulo y
altos niveles de expresion. Este vector puede producirse en grandes cantidades en un sistema relativamente simple.
También se usan vectores de virus adeno-asociados (“AAV”) para transducir células con acidos nucleicos diana, por
ejemplo, en la produccién in vitro de acidos nucleicos y péptidos, y para los procedimientos de terapia génica in vivo
y ex vivo (véanse, por ejemplo, West et al., Virology 160:38-47 (1987); patente de EE.UU. n°® 4.797.368; documento
WO 93/24641; Kotin, Human Gene Therapy 5:793-801 (1994); Muzyczka, J. Clin. Invest. 94:1351 (1994). La
construccion de vectores de AAV recombinantes se describen en varias publicaciones, que incluyen la patente de
EE.UU. n° 5.173.414; Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 (1985); Tratschin, et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072-
2081 (1984); Hermonat & Muzyczka, PNAS 81:6466-6470 (1984); y Samulski et al., J. Virol. 63:03822-3828 (1989).

Al menos seis enfoques de vectores virales estan actualmente disponibles para transferencia génica en ensayos
clinicos, que utilizan enfoques que implican complementacion de vectores defectuosos por genes insertados en
lineas celulares auxiliares para generar el agente de transduccion.

pLASN y MFG-S son ejemplos de vectores retrovirales que se han usado en ensayos clinicos (Dunbar et al., Blood
85:3048-305 (1995); Kohn et al., Nat. Med. 1:1017-102 (1995); Malech et al., PNAS 94:22 12133-12138 (1997)).
PA317/pLASN fue el primer vector terapéutico usado en un ensayo de terapia génica (Blaese et al., Science
270:475-480 (1995)). Se han observado eficiencias de transduccién del 50 % o mayores para los vectores
encapsidados con MFG-S (Ellem et al., Immunol Immunother. 44(1):10-20 (1997); Dranoff et al., Hum. Gene Ther.
1:111-2 (1997).

Los vectores de virus adeno-asociados recombinantes (rAAV) son un sistema de administracion de genes alternativo
prometedor basado en el virus de tipo 2 adeno-asociado de parvovirus defectuoso y no patégeno. Todos los
vectores se derivan de un plasmido que retiene solo las repeticiones terminales invertidas de 145 pb de AAV que
flanquean el casete de expresion del transgén. La eficaz transferencia de genes y la administracion de transgenes
estable debido a la integracion en los genomas de la célula transducida son caracteristicas clave para este sistema
de vector (Wagner et al., Lancet 351:9117 1702-3 (1998), Kearns et al., Gene Ther. 9:748-55 (1996)).

Pueden producirse vectores adenovirales (Ad) recombinantes deficientes en la replicacion a alto titulo e infectar
facilmente varios tipos diferentes de células. La mayoria de los vectores de adenovirus se manipulan de forma que
un transgén sustituya los genes E1a, E1b y/o E3 de Ad; posteriormente, el vector defectuoso en la replicacion se
propaga en células 293 humanas que suministran la funcién génica delecionada en trans. Los vectores Ad pueden
transducir multiples tipos de tejidos in vivo, que incluyen células diferenciadas que no se dividen, tales como aquellas
encontradas en higado, rifidn y musculo. Los vectores Ad convencionales Ad tienen una gran capacidad portadora.
Un ejemplo del uso de un vector Ad en un ensayo clinico implicé terapia con polinucleétidos para inmunizacion
antitumoral con inyeccion intramuscular (Sterman et al., Hum. Gene Ther. 7:1083-9 (1998)). Ejemplos adicionales del
uso de vectores de adenovirus para transferencia génica en ensayos clinicos incluyen Rosenecker et al., Infection
24:15-10 (1996); Sterman et al., Hum. Gene Ther. 9:7 1083-1089 (1998); Welsh et al., Hum. Gene Ther. 2:205-18
(1995); Alvarez et al., Hum. Gene Ther. 5:597-613 (1997); Topf et al., Gene Ther. 5:507-513 (1998); Sterman et al.,
Hum. Gene Ther. 7:1083-1089 (1998).

Se usan células encapsidadas para formar particulas de virus que pueden infectar una célula huésped. Tales células

incluyen células 293, que encapsidan adenovirus, y células W2 o células PA317, que encapsidan retrovirus. Los
vectores virales usados en terapia génica se generan normalmente por una linea celular productora que encapsida
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un vector de acido nucleico en una particula viral. Los vectores normalmente contienen las secuencias virales
minimas requeridas para la encapsidacion y posterior integracion en un huésped (si es aplicable), siendo otras
secuencias virales sustituidas con un casete de expresion que codifica la proteina que va a expresarse. Las
funciones virales ausentes se suministran en trans por la linea celular de encapsidacion. Por ejemplo, vectores de
AAV usados en terapia génica normalmente solo poseen secuencias de repeticiones terminales invertidas (ITR) del
genoma de AAV que se requieren para la encapsidacion e integracion en el genoma del huésped. El ADN viral se
encapsida en una linea celular, que contiene un plasmido auxiliar que codifica los otros genes de AAV,
concretamente rep y cap, pero que carece de secuencias de ITR. La linea celular también se infecta con adenovirus
como auxiliar. El virus auxiliar promueve la replicacion del vector de AAV y la expresion de genes de AAV del
plasmido auxiliar. El plasmido auxiliar no esta encapsidado en cantidades significativas debido a que carece de
secuencias de ITR. La contaminacién con adenovirus puede reducirse por, por ejemplo, tratamiento térmico al cual
el adenovirus es mas sensible que AAV.

En muchas aplicaciones de terapia génica se desea administrar el vector de terapia génica con un alto grado de
especificidad a un tipo de tejido particular. Por consiguiente, puede modificarse un vector viral para que tenga
especificidad por un tipo de célula dado que expresa un ligando como una proteina de fusion con una proteina de la
envuelta viral sobre la superficie externa del virus. Se elige el ligando por tener afinidad por un receptor conocido por
estar presente sobre el tipo de célula de interés. Por ejemplo, Han et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:9747-9751
(1995), informaron de que puede modificarse el virus de la leucemia murina de Moloney para expresar heregulina
humana fusionada con gp70, y el virus recombinante infecta ciertas células humanas de cancer de mama que
expresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano. Este principio puede extenderse a otros pares de
virus-célula diana, en los que la célula diana expresa un receptor y el virus expresa una proteina de fusion que
comprende un ligando para el receptor de la superficie celular. Por ejemplo, puede manipularse fago filamentoso
para mostrar fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, FAB o Fv) que tienen afinidad de unién especifica por
practicamente cualquier receptor celular elegido. Aunque la descripcion anterior se aplica principalmente a vectores
virales, los mismos principios pueden aplicarse a vectores no virales. Tales vectores pueden manipularse para
contener secuencias de captacion especificas que favorecen la captacion por células diana especificas.

Pueden administrarse vectores de terapia génica in vivo por administracion a un paciente individual, normalmente
por administracion sistémica (por ejemplo, infusién intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subdérmica o
intracraneal) o administracion topica, como se describe mas adelante. Alternativamente, los vectores pueden
administrarse a células ex vivo, tales como células explantadas de un paciente individual (por ejemplo, linfocitos,
aspirados de la médula ésea, biopsia de tejido) o citoblastos hematopoyéticos de donante universal, seguido de
reimplantacion de las células en un paciente, normalmente después de la selecciéon de células que han incorporado
el vector.

La transfeccion de células ex vivo para diagndstico, investigacion o para terapia génica (por ejemplo, mediante re-
infusion de las células transfectadas en el organismo huésped) es muy conocida para aquellos expertos en la
materia. En una realizacioén preferida, se aislan células del organismo del sujeto, se transfectan con un acido
nucleico de ZFP (gen o ADNCc) y se vuelven a reinfundir en el organismo del sujeto (por ejemplo, paciente). Diversos
tipos de células adecuadas para transfeccion ex vivo son muy conocidas para aquellos expertos en la materia
(véase, por ejemplo, Freshney et al., Culture of Animal Cells, A Manual of Basic Technique (32 ed. 1994)) y las
referencias citadas en su interior para una discusion de cémo aislar y cultivar células de pacientes).

En una realizacion, se usan citoblastos en procedimientos ex vivo para la transfeccion de células y terapia génica. La
ventaja de usar citoblastos es que pueden diferenciarse en otros tipos de células in vitro, o pueden introducirse en un
mamifero (tal como el donante de las células) en el que se implantaran en la médula 6sea. Se conocen métodos
para diferenciar células CD34+ in vitro en tipos inmunitarios clinicamente importantes de células usando citocinas
tales como GM-CSF, IFN-y y TNF-a (véase Inaba et al., J. Exp. Med. 176:1693-1702 (1992)).

Se aislan citoblastos para la transduccion y diferenciacion usando métodos conocidos. Por ejemplo, los citoblastos
se aislan de células de la médula 6sea inmunopurificando las células de la médula 6sea con anticuerpos que se
unen a células no deseadas, tales como CD4+ y CD8+ (linfocitos T), CD45+ (células panB), GR-1 (granulocitos) e
lad (células presentadoras de antigeno diferenciadas) (véase Inaba et al., J. Exp. Med. 176:1693-1702 (1992)).

También pueden administrarse directamente vectores (por ejemplo, retrovirus, adenovirus, liposomas, etc.) que
contienen acidos nucleicos de ZFP terapéuticas a un organismo para la transduccion de células in vivo.
Alternativamente, puede administrarse ADN desnudo. La administracion es por cualquiera de las vias usadas
normalmente para introducir una molécula en contacto maximo con sangre o células de tejido que incluyen, pero no
se limitan a, inyeccion, infusién, administracion tépica y electroporacion. Métodos adecuados de administrar tales
acidos nucleicos estan disponibles y son muy conocidos para aquellos expertos en la materia, y, aunque puede
usarse mas de una via para administrar una composicién particular, una via particular puede proporcionar
frecuentemente una reaccion mas inmediata y mas eficaz que ofra via.

Métodos para la introduccion de ADN en citoblastos hematopoyéticos se desvelan, por ejemplo, en la patente de
EE.UU. n°®5.928.638. Vectores utiles para la introduccion de transgenes en citoblastos hematopoyéticos, por
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ejemplo, células CD34", incluyen adenovirus tipo 35.

Vectores adecuados para la introduccion de transgenes en células inmunitarias (por ejemplo, linfocitos T) incluyen
vectores de lentivirus no integrantes. Véanse, por ejemplo, Ory et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11382-
11388; Dull et al., (1998) J. Virol. 72:8463-8471; Zuffery et al., (1998) J. Virol. 72:9873-9880; Follenzi et al., (2000)
Nature Genetics 25:217-222.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicién particular que se
administra, ademas de por el método particular usado para administrar la composicién. Por consiguiente, hay una
amplia variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas disponibles, como se describe mas
adelante (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., 1989).

Pueden introducirse construcciones de ADN en el genoma de un huésped de planta deseado mediante una variedad
de técnicas convencionales. Para revisiones de tales técnicas véanse, por ejemplo, Weissbach & Weissbach
Methods for Plant Molecular Biology (1988, Academic Press, N.Y.) Seccion VIIl, pag. 421-463; y Grierson & Corey,
Plant Molecular Biology (1988, 22 ed.), Blackie, London, Cap. 7-9. Por ejemplo, la construccion de ADN puede
introducirse directamente en el ADN genémico de la célula de planta usando técnicas tales como electroporacion y
microinyeccion de protoplastos de célula de planta, o las construcciones de ADN pueden introducirse directamente
en tejido de planta usando métodos biolisticos, tales como bombardeo de particulas de ADN (véase, por ejemplo,
Klein et al., (1987) Nature 327:70-73). Alternativamente, las construcciones de ADN pueden combinarse con
regiones flanqueantes de T-ADN adecuadas e introducirse en un vector huésped de Agrobacterium tumefaciens
convencional. Las técnicas de transformacion mediadas por Agrobacterium tumefaciens, que incluyen el desarme y
uso de vectores binarios, se han descrito bien en la bibliografia cientifica. Véanse, por ejemplo, Horsch et al., (1984)
Science 233:496-498, y Fraley et al., (1983) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 80:4803. Las funciones de virulencia del
huésped de Agrobacterium tumefaciens dirigiran la insercion de la construccion y marcador adyacente en el ADN de
la célula de planta cuando la célula se infecta por las bacterias usando el vector T-ADN binario (Bevan (1984) Nuc.
Acid Res. 12:8711-8721) o el procedimiento de co-cultivo (Horsch et al., (1985) Science 227:1229-1231).
Generalmente, el sistema de transformacion con Agrobacterium se usa para manipular plantas dicotiledoneas
(Bevan et al., (1982) Ann. Rev. Genet 16:357-384; Rogers et al., (1986) Methods Enzymol. 118:627-641). El sistema
de transformacion con Agrobacterium también puede usarse para transformar, ademas de transferir, ADN a plantas
monocotiledoneas y células vegetales. Véase Hernalsteen et al., (1984) EMBO J 3:3039-3041; Hooykass-Van
Slogteren et al., (1984) Nature 311:763-764; Grimsley et al., (1987) Nature 325:1677-179; Boulton et al., (1989) Plant
Mol. Biol. 12:31-40; y Gould et al., (1991) Plant Physiol. 95:426-434.

Métodos de transferencia y de transformacion génica alternativos incluyen, pero no se limitan a, transformacion de
protoplastos mediante captacién mediada por calcio, polietilenglicol (PEG) o electroporacién de ADN desnudo
(véanse Paszkowski et al., (1984) EMBO J 3:2717-2722, Potrykus et al., (1985) Molec. Gen. Genet. 199:169-177;
Fromm et al., (1985) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82:5824-5828; y Shimamoto (1989) Nature 338:274-276) y
electroporacion de tejidos de planta (D'Halluin et al., (1992) Plant Cell 4:1495-1505). Métodos adicionales para la
transformacion de células de planta incluyen microinyeccion, captacion de ADN mediada por carburo de silicio
(Kaeppler et al., (1990) Plant Cell Reporter 9:415-418) y bombardeo con microproyectiles (véanse Klein et al., (1988)
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85:4305-4309; y Gordon-Kamm et al., (1990) Plant Cell 2:603-618).

Los métodos y composiciones desvelados pueden usarse para insertar secuencias exdégenas en una localizacion
predeterminada en un genoma de célula de planta. Esto es util en la medida en que la expresiéon de un transgén
introducido en un genoma de planta depende criticamente de su sitio de integracion. Por consiguiente, genes que
codifican, por ejemplo, nutrientes, antibidticos o moléculas terapéuticas pueden insertarse, por recombinacion
dirigida, en regiones de un genoma de planta favorable para su expresion.

Células vegetales transformadas que se producen por cualquiera de las técnicas de transformacién anteriores
pueden cultivarse para regenerar una planta completa que posee el genotipo transformado y asi el fenotipo deseado.
Tales técnicas de regeneracion se basan en la manipulacién de ciertas fitohormonas en un medio de crecimiento de
cultivo de tejido, que normalmente se basa en un marcador biocida y/o herbicida que se ha introducido junto con las
secuencias de nucledtidos deseadas. La regeneracion de plantas de protoplastos cultivados se describe en Evans,
et al., “Protoplasts Isolation and Culture” en Handbook of Plant Cell Culture, pag. 124-176, Macmillan Publishing
Company, New York, 1983; y Binding, Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pag. 21-73, CRC Press, Boca
Raton, 1985. La regeneracion también puede obtenerse de callos de planta, explantes, érganos, polen, embriones o
partes de los mismos. Tales técnicas de regeneracion se describen generalmente en Klee et al., (1987) Ann. Rev. of
Plant Phys. 38:467-486.

Los acidos nucleicos introducidos en una célula de planta pueden usarse para conferir rasgos deseados a
esencialmente cualquier planta. Puede manipularse una amplia variedad de plantas y sistemas de células de planta
para las caracteristicas fisiologicas y agronémicas deseadas como se ha descrito en el presente documento usando
las construcciones de acidos nucleicos de la presente divulgaciéon y los diversos métodos de transformacion
mencionados anteriormente. En realizaciones preferidas, plantas y células vegetales diana para manipular incluyen,
pero no se limitan a, aquellas plantas monocotileddneas y dicotiledoneas, tales como cultivos que incluyen cultivos
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de grano (por ejemplo, trigo, maiz, arroz, mijo, cebada), cultivos de frutos (por ejemplo, tomate, manzana, pera,
fresa, naranja), cultivos de forraje (por ejemplo, alfalfa), cultivos de verduras de raiz (por ejemplo, zanahoria, patata,
remolachas azucareras, boniato), cultivos de verduras de hoja (por ejemplo, lechuga, espinaca); plantas de flor (por
ejemplo, petunia, rosa, crisantemo), coniferas y pinos (por ejemplo, pino abeto, picea); plantas usadas en
fitorremediacion (por ejemplo, plantas que acumulan metales pesados); cultivos de aceite (por ejemplo, girasol,
semilla de colza) y plantas usadas para fines experimentales (por ejemplo, Arabidopsis). Asi, los métodos y
composiciones desvelados tienen uso en una amplia variedad de plantas, que incluyen, pero no se limitan a,
especies de los géneros Asparagus, Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Cucurbita, Daucus, Glycine,
Hordeum, Lactuca, Lycopersicon, Malus, Manihot, Nicotiana, Oryza, Persea, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus,
Secale, Solanum, Sorghum, Triticum, Vitis, Vigna y Zea.

Un experto en la materia reconocera que después de incorporar establemente el casete de expresion en plantas
transgénicas y de confirmarse que es operativo, puede introducirse en otras plantas por cruce sexual. Puede usase
cualquiera de varias técnicas de cultivo estandar, dependiendo de las especies que vayan a cruzarse.

Una célula de planta transformada, callo, tejido o planta puede identificarse y aislarse seleccionando o cribando el
material de planta manipulado para rasgos codificados por los genes marcadores presentes en el ADN
transformante. Por ejemplo, puede realizarse seleccion cultivando el material de planta manipulado en medios que
contienen una cantidad inhibidora del antibiético o herbicida al que la construccion de gen transformante confiere
resistencia. Ademas, también pueden identificarse plantas y células vegetales transformadas cribando las
actividades de cualquier marcador de gen visible (por ejemplo, los genes de la B-glucuronidasa, luciferasa, B o C1)
que pueden estar presentes en las construcciones de acidos nucleicos recombinantes. Tales metodologias de
seleccion y cribado son muy conocidas para aquellos expertos en la materia.

También pueden usarse métodos fisicos y bioquimicos para identificar transformantes de plantas o células de planta
que contienen construcciones de genes insertadas. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a: 1) analisis de
Southern o amplificacién por PCR para detectar y determinar la estructura del inserto de ADN recombinante; 2)
transferencia Northern, proteccién de RNasa S1, amplificacién por PCR por extension de cebadores o con
transcriptasa inversa para detectar y examinar transcritos de ARN de las construcciones de gen; 3) ensayos
enzimaticos para detectar actividad de enzima o ribozima, en la que tales productos génicos estan codificados por la
construccion de gen; 4) electroforesis en gel de proteina, técnicas de transferencia Western, inmunoprecipitacion o
enzimoinmunoanalisis, en los que los productos de la construccién de gen son proteinas. También pueden usarse
técnicas adicionales, tales como hibridacion in situ, tincién de enzimas e inmunotincién, para detectar la presencia o
expresion de la construccion recombinante en érganos y tejidos de planta especificos. Los métodos para hacer todos
estos ensayos son muy conocidos para aquellos expertos en la materia.

Los efectos de la manipulacién génica usando los métodos desvelados en el presente documento pueden
observarse, por ejemplo, por transferencias Northern del ARN (por ejemplo, ARNm) aislado de los tejidos de interés.
Normalmente, si la cantidad de ARNm ha aumentado, puede asumirse que el gen endégeno correspondiente esta
siendo expresado a una mayor tasa que antes. Pueden usarse otros métodos de medicion de la actividad de genes
y/o de CYP74B. Pueden usarse diferentes tipos de ensayos enzimaticos, dependiendo del sustrato usado y el
método de deteccion del aumento o disminucién de un producto de reaccion o subproducto. Ademas, los niveles de
y/o proteina CYP74B expresada pueden medirse inmunoquimicamente, es decir, ELISA, RIA, EIA y otros ensayos
basados en anticuerpos muy conocidos para aquellos expertos en la materia, tales como por ensayos de deteccion
electroforética (tanto con tincion como transferencia Western). El transgén puede expresarse selectivamente en
algunos tejidos de la planta o en algunos estadios de desarrollo, o el transgén puede expresarse en sustancialmente
todos los tejidos de la planta, sustancialmente a lo largo de su ciclo de vida entero. Sin embargo, también es
aplicable cualquier modo de expresién combinatoria.

La presente divulgacion también engloba semillas de las plantas transgénicas descritas anteriormente en las que la
semilla tiene el transgén o construccion de gen. La presente divulgacion engloba adicionalmente la progenie, clones,
lineas celulares o células de las plantas transgénicas descritas anteriormente en las que dicha progenie, clon, linea
celular o célula tiene el transgén o construccion de gen.

Vehiculos de administracion

Un factor importante en la administraciéon de compuestos de polipéptido, tales como proteinas de fusién de ZFP, es
asegurar que el polipéptido tiene la capacidad de atravesar la membrana plasmatica de una célula, o la membrana
de un compartimento intracelular tal como el nicleo. Las membranas celulares estan compuestas de bicapas de
lipido-proteina que son libremente permeables a compuestos lipéfilos no idnicos pequefios y son inherentemente
impermeables a compuestos polares, macromoléculas y agentes terapéuticos o de diagnoéstico. Sin embargo, se han
descrito proteinas y otros compuestos tales como liposomas, que tienen la capacidad de translocar polipéptidos tales
como ZFP a través de una membrana celular.

Por ejemplo, los “polipéptidos de translocalizacion hacia la membrana” tienen subsecuencias de aminoacidos
anfifilicos o hidréfobos que tienen la capacidad de actuar de vehiculos de translocacién hacia la membrana. En una
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realizacion, las proteinas de homeodominio tienen la capacidad de translocar a través de membranas celulares. Se
encontré que el péptido internalizable mas corto de una proteina de homeodominio, Antennapedia, era la tercera
hélice de la proteina, desde la posicion de aminoacido 43 a 58 (véase, por ejemplo, Prochiantz, Current Opinion in
Neurobiology 6:629-634 (1996)). Se encontré que otra subsecuencia, el dominio h (hidréfobo) de péptidos sefal,
tenia caracteristicas de translocalizacion hacia la membrana celular similares (véase, por ejemplo, Lin et al., J. Biol.
Chem. 270:1 4255-14258 (1995)).

Ejemplos de secuencias de péptidos que pueden ligarse a una proteina, para facilitar la captacion de la proteina en
células, incluyen, pero no se limitan a: un péptido de 11 aminoacidos de la proteina tat del VIH; una secuencia de
péptidos de 20 residuos que se corresponde con los aminoacidos 84-103 de la proteina p16 (véase Fahraeus et al.,
Current Biology 6:84 (1996)); la tercera hélice del homeodominio de 60 aminoacidos de longitud de Antennapedia
(Derossi et al., J. Biol. Chem. 269:10444 (1994)); la region h de un péptido sefial tal como la region h del factor de
crecimiento de fibroblastos de Kaposi (K-FGF) (Lin et al., arriba); o el dominio de translocalizacion de VP22 del VHS
(Eliot & O'Hare, Cell 88:223-233 (1997)). Otros restos quimicos adecuados que proporcionan captacion celular
potenciada también pueden estar quimicamente ligados a ZFP. También pueden seleccionarse dominios de
translocalizacion de membrana (es decir, dominios de internalizacién) de bibliotecas de secuencias de péptidos
aleatorizadas. Véase, por ejemplo, Yeh et al., (2003) Molecular Therapy 7(5):S461, Resumen n°® 1191.

Las moléculas de toxina también tienen la capacidad de transportar polipéptidos a través de membranas celulares.
Frecuentemente, tales moléculas (llamadas “toxinas binarias”) estan compuestas de al menos dos partes: un
dominio de translocalizacién/unién o polipéptido y un dominio de toxina o polipéptido separado. Normalmente, el
dominio de translocalizacion o polipéptido se une a un receptor celular, y a continuacion la toxina se transporta en la
célula. Se han usado varias toxinas bacterianas, que incluyen toxina iota de Clostridium perfringens, toxina diftérica
(DT), exotoxina A de Pseudomonas (PE), toxina pertussis (PT), toxina de Bacillus anthracis y adenilato ciclasa de
pertussis (CYA) para administrar péptidos al citosol de la célula como fusiones internas o del extremo amino (Arora
et al., J. Biol. Chem., 268:3334-3341 (1993); Perelle et al., Infect. Immun., 61:5147-5156 (1993); Stenmark et al., J.
Cell Biol. 113:1025-1032 (1991); Donnelly et al., PNAS 90:3530-3534 (1993); Carbonetti et al., Abstr. Annu. Meet.
Am. Soc. Microbiol. 95:295 (1995); Sebo et al., Infect. Immun. 63:3851-3857 (1995); Klimpel et al., PNAS U.S.A.
89:10277-10281 (1992); y Novak et al., J. Biol. Chem. 267:17186-17193 1992)).

Tales secuencias de péptidos pueden usarse para translocar ZFP a través de una membrana celular. Las ZFP
pueden fusionarse convenientemente con o derivatizarse con tales secuencias. Normalmente, la secuencia de
translocalizacion se proporciona como parte de una proteina de fusién. Opcionalmente, puede usarse un conector
para enlazar la ZFP y la secuencia de translocalizacion. Puede usarse cualquier conector adecuado, por ejemplo, un
conector peptidico.

La ZFP también puede introducirse en una célula de animal, preferentemente una célula de mamifero, mediante
liposomas y derivados de liposomas tales como inmunoliposomas. El término “liposoma” se refiere a vesiculas que
comprenden una o mas bicapas de lipidos concéntricamente ordenadas, que encapsulan una fase acuosa. La fase
acuosa normalmente contiene el compuesto que va a administrarse a la célula, es decir, un ZFP.

El liposoma se fusiona con la membrana plasmatica, liberando asi el farmaco en el citosol. Alternativamente, el
liposoma es fagocitado o captado por la célula en una vesicula de transporte. Una vez en el endosoma o fagosoma,
el liposoma tanto es degradado como se fusiona con la membrana de la vesicula de transporte y libera su contenido.

En los actuales métodos de administracion de farmacos mediante liposomas, el liposoma se vuelve por ultimo lugar
permeable y libera el compuesto encapsulado (en este caso, una ZFP) en el tejido diana o célula. Para
administracion sistémica o especifica de tejido, esto puede llevarse a cabo, por ejemplo, en un modo pasivo en el
que la bicapa de liposoma se degrada con el tiempo mediante la accién de diversos agentes en el cuerpo.
Alternativamente, la liberacion de farmaco activo implica usar un agente para inducir un cambio de permeabilidad en
la vesicula del liposoma. Las membranas de liposomas pueden construirse de manera que se desestabilicen cuando
el entorno se vuelve acido cerca de la membrana del liposoma (véase, por ejemplo, PNAS 84:7851 (1987);
Biochemistry 28:908 (1989)). Cuando los liposomas son endocitados por una célula diana, por ejemplo, se
desestabilizan y liberan su contenido. Esta desestabilizacion se llama fusogénesis.

La dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) es la base de muchos sistemas “fusogénicos”.

Tales liposomas normalmente comprenden una ZFP y un componente de lipido, por ejemplo, un lipido neutro y/o
catiénico, que opcionalmente incluye una molécula de reconocimiento de receptor tal como un anticuerpo que se une
a un receptor de la superficie celular o ligando predeterminado (por ejemplo, un antigeno). Estan disponibles una
variedad de métodos para preparar liposomas como se describe en, por ejemplo, Szoka et al., Ann. Rev. Biophys.
Bioeng. 9:467 (1980), las patentes de EE.UU. n® 4.186.183, 4.217.344, 4.235.871, 4.261.975, 4.485.054, 4.501.728,
4.774.085, 4.837.028, 4.235.871, 4.261.975, 4.485.054, 4.501.728, 4.774.085, 4.837.028, 4.946.787, publicacion
PCT n°® WO 91\17424, Deamer & Bangham, Biochim. Biophys. Acta 443:629-634 (1976); Fraley, et al., PNAS
76:3348-3352 (1979); Hope et al., Biochim. Biophys. Acta 812:55-65 (1985); Mayer et al., Biochim. Biophys. Acta
858:161-168 (1986); Williams et al., PNAS 85:242-246 (1988); Liposomes (Ostro (ed.), 1983, Capitulo 1); Hope et al.,
Chem. Phys. Lip. 40:89 (1986); Gregoriadis, Liposome Technology (1984) y Lasic, Liposomes: from Physics to

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543 409 T3

Applications  (1993)). Métodos adecuados incluyen, por ejemplo, sonicacién, extrusién, alta
presion/homogeneizacion, microfluidizacion, dialisis con detergentes, fusion inducida por calcio de vesiculas de
liposomas pequefias y métodos de fusidn en éter, todos los cuales son conocidos para aquellos expertos en la
materia.

En ciertas realizaciones, se desea dirigir liposomas usando restos de direccionamiento que son especificos para un
tipo de célula particular, tejido y similares. Se ha descrito el direccionamiento de liposomas usando una variedad de
restos de direccionamiento (por ejemplo, ligandos, receptores y anticuerpos monoclonales). Véanse, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. n°® 4.957.773 y 4.603.044.

Ejemplos de restos de direccionamiento incluyen anticuerpos monoclonales especificos para antigenos asociados a
neoplasias, tales como antigeno especifico del cancer de prostata y MAGE. También pueden diagnosticarse tumores
detectando productos génicos resultantes de la activacion o expresion en exceso de oncogenes, tales como ras o c-
erbB2. Ademas, muchos tumores expresan antigenos normalmente expresados por tejido fetal, tales como la alfa-
fetoproteina (AFP) y antigeno carcinoembrionario (CEA). Pueden diagnosticarse sitios de infeccion viral usando
diversos antigenos virales tales como antigenos del nucleo y de la superficie de la hepatitis B (VHBc, VHBs)
antigenos de la hepatitis C, antigenos del virus de Epstein-Barr, antigenos del virus de la inmunodeficiencia humana
tipo-1 (VHI1) y del virus del papiloma. La inflamacién puede detectarse usando moléculas especificamente
reconocidas por moléculas de superficie que se expresan en sitios de inflamacion tales como integrinas (por
ejemplo, VCAM-1), receptores de selectina (por ejemplo, ELAM-1) y similares.

Pueden usarse métodos convencionales para acoplar agentes de direccionamiento a liposomas. Estos métodos
generalmente implican la incorporacion en liposomas de componentes de lipido, por ejemplo, fosfatidiletanolamina,
que pueden activarse para la union de agentes de direccionamiento, o compuestos lipdfilos derivatizados tales como
bleomicina derivatizada de lipidos. Pueden construirse liposomas dirigidos a anticuerpo usando, por ejemplo,
liposomas que incorporan proteina A (véase Renneisen et al., J. Biol. Chem., 265:16337-16342 (1990) y Leonetti et
al., PNAS 87:2448-2451 (1990).

Dosificaciones

Para aplicaciones terapéuticas, la dosis administrada a un paciente, o a una célula que se introducira en un paciente,
en el contexto de la presente divulgacion, debe ser suficiente para efectuar una respuesta terapéutica beneficiosa en
el paciente con el tiempo. Ademas, pautas de dosificacién particulares pueden ser Utiles para determinar cambios
fenotipicos en un entorno experimental, por ejemplo, en estudios de genémica funcionales, y en modelos de célula o
animales. La dosis se determinara por la eficacia y Kq de la ZFP particular empleada, el volumen nuclear de la célula
diana y la afeccion del paciente, ademas del peso corporal o area superficial del paciente que va a tratarse. El
tamafio de la dosis también se determinara por la existencia, naturaleza y grado de cualquier efecto secundario
adverso que acompafia a la administracion de un compuesto particular o vector en un paciente particular.

La maxima dosificacion terapéuticamente eficaz de ZFP para aproxmadamente el 99 % de la unién a sitios diana se
calcula que esta en el intervalo de menos de aproximadamente 1 ,5x10° a 1,5x10° copias de la molécula de ZFP
especifica por célula. El nimero de ZFP por célula para este nivel de unlon se calcula del siguiente modo, usando el
volumen de un ntcleo de células HelLa (aproximadamente 1000 pm® o 1072 I; Cell Biology (Altman & Katz, eds.
(1976)). Como el nucleo de HelLa es relativamente grande, este niumero de dosificacion se recalcula segun se
necesite usando el volumen del nucleo de la célula diana. Este calculo no tiene en cuenta la competicion de la unién
de ZFP por otros sitios. Este calculo también supone que esencialmente toda la ZFP esta localizada en el nucleo. Se
usa un valor de 100x Ky para calcular aproximadamente el 99 % de union al sitio diana, y se usa un valor de 10x Ky
para calcular aproximadamente el 90 % de union al sitio diana. Para este ejemplo, K4 = 25 nM

ZFP + sitio diana < complejo Kyg= [ADN] {proteinal

es decir, ADN + proteina < complejo de ADN:proteina . . Cuando esta
P < el P [ADN:complejo proteina

-

unido el 50 % de ZFP Kg = [proteina] Asi, cuando;proteina] =25 nMy el volumen de nucleos es 107
[protelna] = (25 x 10 moles/l) (102 I/ntcleo) (6x10? moléculas/mol)

= 15.000 moléculas/nucleo para el 50 % de la unlon Cuando esta unido el 99 % de diana; 100x Ky
[proteina] 100x Ky = [proteinal = 2,5 uyM (2, 5x10° moles/l) (10° 12 I/nucleo) (6x10 moléculas/mol)
aproximadamente 1.500.000 moléculas por nucleo para el 99 % de union del sitio diana.

La dosis apropiada de un vector de expresion que codifica una ZFP también puede calcularse teniendo en cuenta la
tasa promedio de expresion de ZFP de un promotor y la tasa promedio de degradacion de ZFP en la célula. En
ciertas realizaciones se usa un promotor débil tal como un promotor TK del VHS no mutante o mutante, como se ha
descrito anteriormente. La dosis de ZFP en microgramos se calcula teniendo en cuenta el peso molecular de la ZFP
particular que se emplea.

En la determinacién de la cantidad eficaz de la ZFP que va a administrarse en el tratamiento o profilaxis de la
enfermedad, el médico evalua los niveles en plasma circulantes de la ZFP o acido nucleico que codifica la ZFP,

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543 409 T3

posibles toxicidades de ZFP, progresiéon de la enfermedad vy la produccion de anticuerpos anti-ZFP. La
administracion puede llevarse a cabo mediante dosis Unicas o divididas.

Composiciones farmacéuticas y administracion

Pueden administrarse ZFP y vectores de expresion que codifican ZFP directamente al paciente para la escision y/o
recombinacion dirigidas, y para aplicaciones terapéuticas o profilacticas, por ejemplo, cancer, isquemia, retinopatia
diabética, degeneracién macular, artritis reumatoide, psoriasis, infeccién por el VIH, anemia drepanocitica,
enfermedad de Alzheimer, distrofia muscular, enfermedades neurodegenerativas, enfermedad vascular, fibrosis
quistica, accidente cerebrovascular y similares. Ejemplos de microorganismos que pueden inhibirse por terapia
génica con ZFP incluyen bacterias patdgenas, por ejemplo, clamidias, bacterias rickettsias, micobacterias,
estafilococos, estreptococos, neumococos, meningococos y conococos, klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas,
legionella, difteria, salmonella, bacilos, codlera, tétanos, botulismo, antrax, peste, leptospirosis y bacterias de la
enfermedad de Lyme; hongo infeccioso, por ejemplo, Aspergillus, especies de Candida; protozoos tales como
esporozoos (por ejemplo, Plasmodia), rizopodos (por ejemplo, Entamoeba) y flagelados (Trypanosoma, Leishmania,
Trichomonas, Giardia, etc.); enfermedades virales, por ejemplo, hepatitis (A, B o C), virus del herpes (por ejemplo,
VVZ, VHS-1, VHS-6, VHS-Il, CMV y VEB), VIH, Ebola, adenovirus, virus de la gripe, flavivirus, ecovirus, rinovirus,
virus de Coxsackie, coronavirus, virus respiratorio sincitial, virus de las paperas, rotavirus, virus del sarampion, virus
de la rubeola, parvovirus, virus de la variolovacuna, virus HTLV, virus del dengue, virus del papiloma, virus de la
poliomielitis, virus de la rabia y virus de la encefalitis arboviral, etc.

La administracién de cantidades terapéuticamente eficaces es por cualquiera de las vias normalmente usadas para
introducir ZFP en contacto maximo con el tejido que va a tratarse. Las ZFP se administran de cualquier manera
adecuada, preferentemente con vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estan disponibles métodos adecuados de
administracion de tales moduladores y son muy conocidos para aquellos expertos en la materia, y, aunque puede
usarse mas de una via para administrar una composicién particular, una via particular puede frecuentemente
proporcionar una reaccion mas inmediata y mas eficaz que otra via.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicion particular que se administra,
ademas de por el método particular usado para administrar la composicion. Por consiguiente, hay una amplia
variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas que estan disponibles (véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed. 1985)).

Las ZFP, solas o en combinacién con otros componentes adecuados, pueden prepararse en formulaciones en
aerosol (es decir, pueden “nebulizarse”) para administrarse mediante inhalaciéon. Las formulaciones en aerosol
pueden colocarse en propulsores aceptables presurizados, tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y
similares.

Formulaciones adecuadas para administracion parenteral, tales como, por ejemplo, por vias intravenosa,
intramuscular, intradérmica y subcutanea, incluyen disoluciones acuosas y no acuosas para inyeccion estéril
isotonica, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que convierten la formulacion en
isotonica con la sangre del receptor previsto, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspension, solubilizantes, espesantes, estabilizadores y conservantes. Las composiciones desveladas
pueden administrarse, por ejemplo, por infusion intravenosa, por via oral, topicamente, intraperitonealmente,
intravesicalmente o intratecalmente. Las formulaciones de compuestos pueden presentarse en envases sellados de
dosis unitaria o multi-dosis, tales como ampollas y viales. Pueden prepararse disoluciones y suspensiones para
inyeccion a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo previamente descrito.

Aplicaciones

Los métodos y composiciones desvelados para la escision dirigida pueden usarse para inducir mutaciones en una
secuencia genémica, por ejemplo, escindiendo en dos sitios y delecionando secuencias entremedias, escindiendo en
un unico sitio seguido de unién de extremos no homoélogos y/o escindiendo en un sitio de manera que se eliminen
uno o dos o algunos nucleétidos. La escision dirigida también puede usarse para crear inactivaciones de genes (por
ejemplo, para genoémica funcional o la validacion de dianas) y para facilitar la insercion dirigida de una secuencia en
un genoma (es decir, activaciones de genes); por ejemplo, para fines de ingenieria de células o expresion en exceso
de proteinas. La insercion puede ser por medio de sustituciones de secuencias cromosémicas mediante
recombinacion homologa o por integracion dirigida, en la que una nueva secuencia (es decir, una secuencia no
presente en la region de interés), flanqueada por secuencias homologas a la region de interés en el cromosoma, se
inserta en un sitio diana predeterminado.

También pueden usarse los mismos métodos para sustituir una secuencia no mutante con una secuencia mutante, o
para convertir un alelo en un alelo diferente.

La escision dirigida de genomas virales infectantes o integrados puede usarse para tratar infecciones virales en un
huésped. Adicionalmente, la escision dirigida de genes que codifican receptores para virus puede usarse para
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bloquear la expresion de tales receptores, previniendo asi la infeccion viral y/o proliferacion viral en un organismo
huésped. Puede usarse mutagénesis dirigida de genes que codifican receptores virales (por ejemplo, los receptores
CCR5 y CXCR4 para el VIH) para hacer que los receptores sean incapaces de unirse a virus, previniendo asi la
nueva infeccion y bloqueando la propagacion de infecciones existentes. Ejemplos no limitantes de virus o receptores
virales que pueden ser elegidos como diana incluyen virus del herpes simple (VHS), tales como VHS-1 y VHS-2,
virus de la varicela zéster (VVZ), virus de Epstein-Barr (VEB) y citomegalovirus (CMV), VHH6 y VHHY7. Los familia de
virus de la hepatitis incluye virus de la hepatitis A (VHA), virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC),
el virus de la hepatitis delta (VHD), virus de la hepatitis E (VHE) y virus de la hepatitis G (VHG). Otros virus o sus
receptores pueden elegidos como diana, que incluyen, pero no se limitan a, Picornaviridae (por ejemplo, virus de la
poliomielitis, etc.); Caliciviridae; Togaviridae (por ejemplo, virus de la rubeola, virus del dengue, etc.); Flaviviridae;
Coronaviridae; Reoviridae; Birnaviridae; Rhabodoviridae (por ejemplo, virus de la rabia, etc.); Filoviridae;
Paramyxoviridae (por ejemplo, virus de las paperas, virus del sarampion, virus respiratorio sincitial, etc.);
Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de la gripe tipos A, B y C, etc.); Bunyaviridae; Arenaviridae; Retroviridae;
lentivirus (por ejemplo, HTLV-I; HTLV-II; VIH-1 (también conocidos como HTLV-III, LAV, ARV, hTLR, etc.) VIH-II);
virus de la inmunodeficiencia simia (VIS), virus del papiloma humano (VPH), virus de la gripe y los virus de la
encefalitis transmitida por garrapatas. Véase, por ejemplo, Virology, 32 edicion (W. K. Joklik ed. 1988); Fundamental
Virology, 22 edicién (B. N. Fields y D. M. Knipe, eds. 1991), para una descripcién de estos y otros virus. Los
receptores para el VIH, por ejemplo, incluyen CCR-5 y CXCR-4.

De manera similar, el genoma de una bacteria infectante puede mutagenizarse por escisién de ADN dirigida seguido
de unidén de extremos no homologos, para bloquear o mejorar las infecciones bacterianas.

Los métodos desvelados para la recombinacion dirigida pueden usarse para sustituir cualquier secuencia genémica
con una secuencia no idéntica homologa. Por ejemplo, puede sustituirse una secuencia genémica mutante con su
homologo no mutante, proporcionando asi métodos para el tratamiento de, por ejemplo, enfermedad genética,
trastornos heredados, cancer y enfermedad autoinmunitaria. De manera similar, un alelo de un gen puede sustituirse
con un alelo diferente usando los métodos de recombinacion dirigida desvelados en el presente documento.

Enfermedades genéticas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, acondroplasia, acromatopsia, deficiencia
de maltasa acida, deficiencia de adenosina desaminasa (OMIM n° 102700), adrenoleucodistrofia, sindrome de
Aicardi, deficiencia de alfa-1 antitripsina, alfa-talasemia, sindrome de insensibilidad a andrégenos, sindrome de
Apert, displasia ventricular derecha arritmogénica, ataxia telangiectasia, sindrome de Bart, beta-talasemia, sindrome
de Bean, enfermedad de Canavan, enfermedades granulomatosas crénicas (EGC), sindrome del maullido, fibrosis
quistica, enfermedad de Dercum, displasia ectodérmica, anemia de Fanconi, fibrodisplasia osificante progresiva,
sindrome del X fragil, galactosemia, enfermedad de Gaucher, gangliosidosis generalizada (por ejemplo, GM1),
hemocromatosis, la mutacion de hemoglobina C en el 6° codén de beta-globina (HbC), hemofilia, enfermedad de
Huntington, sindrome de Hurler, hipofosfatasia, sindrome de Klinefleter, enfermedad de Krabbes, sindrome de
Langer-Giedion, deficiencia de adhesion de leucocitos (LAD, OMIM No. 116920), leucodistrofia, sindrome de QT
largo, sindrome de Marfan, sindrome de Moebius, mucopolisacaridosis (MPS), sindrome onicorrotuliano, diabetes
insipida nefrogénica, neurofibromatosis, enfermedad de Neimann-Pick, osteogénesis imperfecta, porfiria, sindrome
de Prader-Willi, progeria, sindrome de Proteus, retinoblastoma, sindrome de Rett, sindrome de Rubinstein-Taybi,
sindrome de Sanfilippo, inmunodeficiencia combinada grave (IDCG), sindrome de Shwachman, drepanocitosis
(anemia drepanocitica), sindrome de Smith-Magenis, sindrome de Stickler, enfermedad de Tay-Sachs, sindrome de
trombocitopenia con radios ausente (TAR), sindrome de Treacher-Collins, trisomia, esclerosis tuberculosa, sindrome
de Turner, trastorno del ciclo de la urea, enfermedad de von Hippel-Landau, sindrome de Waardenburg, sindrome de
Williams, enfermedad de Wilson, sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome linfoproliferativo asociado a X (XLP, OMIM
No. 308240).

Enfermedades a modo de ejemplo adicionales que pueden tratarse por escision de ADN y/o recombinacion
homodloga dirigidas incluyen inmunodeficiencias adquiridas, enfermedades de almacenamiento lisosémico (por
ejemplo, enfermedad de Gaucher, GM1, enfermedad de Fabry y enfermedad de Tay-Sachs), mucopolisacaridosis
(por ejemplo, enfermedad de Hunter, enfermedad de Hurler), hemoglobinopatias (por ejemplo, enfermedades
drepanociticas, HbC, a-talasemia, B-talasemia) y hemofilias.

En ciertos casos, se desea la alteracion de una secuencia genémica en una célula pluripotente (por ejemplo, un
citoblasto hematopoyético). Se conocen en la técnica métodos para la movilizaciéon, enriquecimiento y cultivo de
citoblastos hematopoyéticos. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.061.620; 5.681.559; 6.335.195;
6.645.489 y 6.667.064. Los citoblastos tratados pueden devolverse a un paciente para el tratamiento de diversas
enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, IDCG y anemia drepanocitica.

En muchos de estos casos, una region de interés comprende una mutacion, y el polinucleétido donante comprende
la secuencia no mutante correspondiente. Similarmente, una secuencia no mutante genémica puede sustituirse por
una secuencia mutante, si se desea. Por ejemplo, la expresion en exceso de un oncogén puede invertirse tanto
mutando el gen como reemplazando sus secuencias de control con secuencias que soporten un menor nivel de
expresion no patolégico. Como otro ejemplo, el alelo no mutante del gen ApoAl puede sustituirse con el alelo Milano
de ApoAl, para tratar aterosclerosis. De hecho, cualquier patologia dependiente de una secuencia gendémica
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particular, en cualquier modo, puede corregirse o aliviarse usando los métodos y composiciones desvelados en el
presente documento.

También pueden usarse escision dirigida y recombinacion dirigida para alterar secuencias no codificantes (por
ejemplo, secuencias reguladoras tales como promotores, potenciadores, iniciadores, terminadores, sitios de corte y
empalme) para alterar los niveles de expresion de un producto génico. Tales métodos pueden usarse, por ejemplo,
para fines terapéuticos, genémica funcional y/o estudios de validacion de dianas.

Las composiciones y métodos descritos en el presente documento también permiten novedosos enfoques vy
sistemas para dirigir reacciones inmunitarias de un huésped a injertos alégenos. En particular, un problema
importante que se afronta cuando los citoblastos alégenos (o cualquier tipo de célula alégena) se injertan en un
receptor huésped es el alto riesgo de rechazo por el sistema inmunitario del huésped, principalmente mediado por el
reconocimiento del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) sobre la superficie de las células implantadas. El
MHC comprende la(s) proteina(s) de clase | de HLA que sirven de heterodimeros que comprenden una subunidad 3
comun y subunidades o variables. Se ha demostrado que los injertos de tejido derivados de citoblastos que carecen
de HLA escapan de la respuesta inmunitaria del huésped. Véanse, por ejemplo, Coffman et al., J Immunol 151, 425-
35. (1993); Markmann et al., Transplantation 54, 1085-9. (1992); Koller et al., Science 248, 1227-30. (1990). Usando
las composiciones y métodos descritos en el presente documento, los genes que codifican proteinas HLa que
participaron en el rechazo del injerto pueden escindirse, mutagenizarse o alterarse por recombinacion, en tanto sus
secuencias codificantes como reguladoras, de manera que su expresion se bloquee o expresen un producto no
funcional. Por ejemplo, inactivando el gen que codifica el gen de subunidad B comun (B2-microglobulina) usando
proteinas de fusion de ZFP como se describen en el presente documento, la clase | de HLA puede eliminarse de las
células para generar rapida y de forma fiable citoblastos nulos de la clase | de HLA de cualquier donante, reduciendo
asi la necesidad de hacer coincidir estrechamente los haplotipos del MHC del donante/receptor durante el injerto de
citoblastos.

La inactivacion de cualquier gen (por ejemplo, el gen de B2-microglobulina) puede lograrse, por ejemplo, por un
evento de escisidon unico, por escision seguida de union de extremos no homologos, por escision en dos sitios
seguido de unién de manera que se delecione la secuencia entre los dos sitios de escision, por recombinacion
dirigida de un codon de sentido alterado o finalizador en la region codificante, o por recombinacion dirigida de una
secuencia irrelevante (es decir, una secuencia de “relleno”) en el gen o su regién reguladora, de manera que rompan
el gen o region reguladora.

La modificacion dirigida de la estructura de cromatina, como se ha desvelado en el documento del mismo solicitante
WO 01/83793, puede usarse para facilitar la uniéon de proteinas de fusién a cromatina celular.

En realizaciones adicionales pueden usarse una o mas fusiones entre un dominio de unién de dedos de cinc y una
recombinasa (o fragmento funcional de la misma), ademas de o en lugar de las fusiones de dedos de cinc-dominio
de escision desveladas en el presente documento, para facilitar la recombinacion dirigida. Véanse, por ejemplo, la
patente de EE.UU. del mismo solicitante n°® 6.534.261 y Akopian et al., (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:8688-
8691.

En realizaciones adicionales, los métodos y composiciones desvelados se usan para proporcionar fusiones de
dominios de unidn de ZFP con activacion transcripcional o dominios de represion que requieren dimerizacion (tanto
homodimerizacion como heterodimerizacion) para su actividad. En estos casos, un polipéptido de fusién comprende
un dominio de unién de dedos de cinc y un mondmero de dominio funcional (por ejemplo, un monémero de una
activacion transcripcional dimera o dominio de represion). La unién de dos de tales polipéptidos de fusién a sitios
diana apropiadamente situados permite la dimerizacién de manera que se reconstituya una activacién de la
transcripcion funcional o dominio de represion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Edicion de un gen hSMC1L1 cromosémico por recombinacion dirigida

El gen hSMC1L1 es el ortélogo humano del gen de la levadura en gemacién mantenimiento estructural de
cromosomas 1. Una regién de este gen que codifica una porcion del extremo amino de la proteina que incluye el
dominio de ATPasa Walker se mutagenizé por escision y recombinacion dirigidas. La escision se dirigio a la region
del codén de iniciacion de metionina (nucledtidos 24-26, Figura 1), disefiando nucleasas quiméricas, que
comprenden un dominio de unién de ADN de dedos de cinc y un medio dominio de escisidon de Fokl, que se unen en
la proximidad del codén. Asi, se disefiaron dos dominios de unién de dedos de cinc, uno de los cuales reconoce los
nucleodtidos 23-34 (contactos primarios a lo largo de la hebra superior como se muestra en la Figura 1) y el otro de
los cuales reconoce los nucleodtidos 5-16 (contactos primarios a lo largo de la hebra inferior). Se disefiaron proteinas
de dedos de cinc como se ha descrito en las patentes de EE.UU. del mismo solicitante 6.453.242 y 6.534.261.
Véase la Tabla 2 para las secuencias de aminoacidos de las regiones de reconocimiento de las proteinas de dedos
de cinc.
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Las secuencias que codifican cada uno de estos dos dominios de union de ZFP se fusionaron con secuencias que
codifican un medio dominio de escision de Fokl (aminoacidos 384-579 de la secuencia nativa de Fokl; Kita et al.,
(1989) J. Biol. Chem. 264:5751-5756), de forma que la proteina codificada contuviera secuencias de Fokl en el
extremo carboxi y secuencias de ZFP en el extremo amino. Cada una de estas secuencias de fusion se clono
entonces en un vector de expresion de mamifero modificado pcDNA3 (Figura 2).

Tabla 2: Disefios de dedos de cinc para el gen hSMC1L1

Secuencia objetivo F1 F2 F3 F4

CATGGGGTTCCT

(SEC ID NO: 27)

RSHDLIE (SEC ID
NO: 28)

TSSSLSR (SEC ID
NO: 29)

RSDHLST (SEC ID
NO: 30)

TNSNRIT (SEC ID
NO: 31)

GCGGCGCCGGCG
(SEC ID NO: 32)

RSDDLSR (SEC ID
NO: 33)

RSDDRKT (SEC ID
NO: 34)

RSEDLIR (SEC ID
NO: 35)

RSDTLSR (SEC ID
NO: 36)

Nota: Las secuencias de aminoacidos de dedos de cinc mostradas anteriormente (en el codigo de una letra)
representan los residuos -1 a +6, con respecto al inicio de la porcién de hélice alfa de cada dedo de cinc. El
dedo F1 es el mas préximo al extremo amino de la proteina y el dedo 4 es el mas proximo al extremo carboxi.

Se obtuvo una molécula de ADN donante del siguiente modo. Primero, se amplificé un fragmento de 700 pares de
bases de ADN gendémico humano que representa los nucleotidos 52415936-52416635 de la hebra “-” del
cromosoma X (publicacion del genoma humano de UCSC de julio de 2003), que incluye el primer exén del gen
hSMC1L1 humano, usando ADN gendmico de células HEK293 como molde. Las secuencias de cebadores usadas
para la amplificacion se muestran en la Tabla 3 (“Amp inicial 1” y “Amp inicial 2”). A continuacion se alter¢ el
producto de PCR usando metodologia de PCR de extension por solapamiento estandar (véase, por ejemplo, Ho, et
al., (1989) Gene 77:51-59), produciendo la sustitucion de la secuencia ATGGGG (nucledtidos 24-29 en la Figura 1) a
ATAAGAAGC. Este cambio produjo la conversion del codon ATG (metionina) en un coddn ATA (isoleucina) y la
sustitucion de GGG (nucledtidos 27-29 en la Figura 1) por la secuencia AGAAGC, permitiendo la discriminacion
entre secuencias derivadas de donante y secuencias cromosémicas enddgenas tras la recombinacion. Un diagrama
esquematico del gen hSMC1, que incluye secuencias del ADN cromosémico en la region del coddn de iniciacion, y
secuencias en el ADN donante que se diferencian de la secuencia cromosdmica, se facilita en la Figura 3. El
fragmento donante de 700 pares de bases resultante se clond en pCR4BluntTopo, que no contiene ninguna
secuencia homdloga al genoma humano. Véase la Figura 4.

Para la mutacion dirigida del gen hSMC1L1 cromosoémico, los dos plasmidos que codifican fusiones de ZFP-Fokl y el
plasmido donante se introdujeron en 1x10° células HEK293 por transfeccion usando Lipofectamine 2000°
(Invitrogen). Los controles incluyeron células transfectadas solo con los dos plasmidos que codifican las fusiones de
ZFP-Fokl, células transfectadas solo con el plasmido donante y células transfectadas con un plasmido de control
(PEGFP-N1, Clontech). Las células se cultivaron en 5 % de CO; a 37 °C. 48 horas después de la transfeccion, se
aisl6 ADN gendmico de las células, y se usaron 200 ng como molde para la amplificacion por PCR, usando un
cebador complementario a una region del gen fuera de su region de homologia con las secuencias donantes
(nucledtidos 52416677-52416701 sobre la HEBRA “-” del cromosoma X; UCSC Julio de 2003), y un segundo
cebador complementario a una regién de la molécula donante en la que se introdujeron mutaciones distintivas.
Usando estos dos cebadores, se obtendra un producto de amplificaciéon de 400 pares de bases a partir del ADN
gendmico si se ha producido un evento de recombinacion dirigida. Las secuencias de estos cebadores se facilitan en
la Tabla 3 (marcado “especifica de cromosoma” y “especifica de donante”, respectivamente). Las condiciones para
la amplificacion fueron: 94 °C, 2 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C, 30 s, 60 °C, 1 min, 72 °C, 1 min; y una etapa
final de 72 °C, 7 min.

Los resultados de este analisis (Figura 5) indican que un producto de amplificacion de 400 pares de bases (marcado
“ADN quimérico” en la figura) se obtuvo solo con ADN extraido de células que se habia transfectado con el plasmido
donante y ambos plasmidos de ZFP-Fokl.

Tabla 3: Cebadores de amplificacion para el gen hNSMC1L1
AGCAACAACTCCTCCGGGGATC (SEC ID NO: 37)
TTCCAGACGCGACTCTTTGGC (SEC ID NO: 38)
CTCAGCAAGCGTGAGCTCAGGTCTC (SEC ID NO: 39)
CAATCAGTTTCAGGAAGCTTCTT (SEC ID NO: 40)
CTCAGCAAGCGTGAGCTCAGGTCTC (SEC ID NO: 41)
GGGGTCAAGTAAGGCTGGGAAGC (SEC ID NO: 42)

Amp. inicial 1

Amp. inicial 2

Cromosoma especifico

Donante especifico

Exterior 1

Exterior 2
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Para confirmar este resultado, se realizaron dos experimentos adicionales. Primero, el producto de amplificaciéon se
cloné en pCR4Blunt-Topo (Invitrogen) y se determind su secuencia de nucleétidos. Como se muestra en la Figura 6
(SEC ID N°: 6), la secuencia amplificada se obtuvo a partir del ADN cromosémico de células transfectadas con los
dos plasmidos que codifican ZFP-Fokl y el plasmido donante contiene la secuencia AAGAAGC que es Unica para el
donante (nucledtidos 395-401 de la secuencia presentada en la Figura 6) ligada covalentemente a secuencias
cromosOmicas no presentes en la molécula donante (nucledtidos 32-97 de la Figura 6), que indica que las
secuencias donantes se han recombinado en el cromosoma. En particular, la mutacion de G—A que convierte el
codon de iniciacion en un coddn de isoleucina se observa en la posicién 395 en la secuencia.

En un segundo experimento, ADN cromosomico de células transfectadas solo con plasmido donante, células
transfectadas con ambos plasmidos de fusién de ZFP-Fokl, células transfectadas con el plasmido donante y ambos
plasmidos de fusiéon de ZFP-Fokl o células transfectadas con el plasmido de control EGFP se usaron como molde
para la amplificacién, usando cebadores complementarios a secuencias fuera de la region de homologia de 700
nucledtidos entre las secuencias donantes y cromosomicas (identificado como “Fuera de 1” y “Fuera de 2” en la
Tabla 3). El producto de amplificacion resultante se purificd y se us6 como molde para una segunda reaccién de
amplificacion usando los cebadores especificos de donante y especificos de cromosoma descritos anteriormente
(Tabla 3). Esta amplificacion dio un producto de 400 nucleétidos solo de células transfectadas con la construccion
donante y ambas construcciones de fusion de ZFP-Fokl, un resultado de acuerdo con la sustitucion de secuencias
gendmicas por recombinacion dirigida en estas células.

Ejemplo 2: Edicion de un gen IL-2Ry cromosémico por recombinacion dirigida

El gen IL-2Ry codifica una proteina, conocida como la “cadena gamma del receptor de citocinas comun”, que sirve
de subunidad de varios receptores de interleucina (que incluyen IL-2R, IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL-15R y IL-21R). Las
mutaciones en este gen, que incluyen aquellas que rodean el extremo 5' del tercer exén (por ejemplo, el codon de
tirosina 91), pueden producir inmunodeficiencia combinada grave (IDCG) ligada al X. Véase, por ejemplo, Puck et
al., (1997) Blood 89:1968-1977. Se introdujo una mutacion en el codon de tirosina 91 (nucleétidos 23-25 de SEC ID
N°: 7; Figura 7) en el gen IL-2Ry por escisién y recombinacién dirigidas. La escision se dirigié a esta region
disefiando dos pares de proteinas de dedos de cinc. El primer par (dos primeras filas de la Tabla 4) comprende una
proteina de dedos de cinc disefiada para unirse a los nucleétidos 29-40 (contactos primarios a lo largo de la hebra
superior como se muestra en la Figura 7) y una proteina de dedos de cinc disefiada para unirse a los nucleétidos 8-
20 (contactos primarios a lo largo de la hebra inferior). El segundo par (tercera y cuarta filas de la Tabla 4)
comprende dos proteinas de dedos de cinc, reconociendo la primera los nucleétidos 23-34 (contactos primarios a lo
largo de la hebra superior como se muestra en la Figura 7) y reconociendo la segunda los nucleotidos 8-16
(contactos primarios a lo largo de la hebra inferior). Se disefiaron proteina de dedos de cinc como se describe en las
patentes de EE.UU. del mismo solicitante 6.453.242 y 6.534.261. Véase la Tabla 4 para las secuencias de
aminoacidos de las regiones de reconocimiento de las proteinas de dedos de cinc.

Las secuencias que codifican los dominios de uniéon de ZFP se fusionaron con las secuencias que codifican un
medio dominio de escision de Fokl (aminoacidos 384-579 de la secuencia nativa de Fokl, Kita et al., arriba), de
forma que la proteina codificada contuviera las secuencias de Fokl en el extremo carboxi y las secuencias de ZFP
en el extremo amino. Cada una de estas secuencias de fusién se cloné entonces en un vector de expresion de
mamifero modificado pcDNA3. Véase la Figura 8 para un diagrama esquematico de las construcciones.

Tabla 4: Disefios de dedos de cinc para el gen IL-2Ry

Secuencia objetivo F1 F2 F3 F4

AACTCGGATAAT
(SEC ID NO: 43)

DRSTLIE (SEC ID
NO:44)

SSSNLSR (SEC ID
NO:45)

RSDDLSK (SEC ID
NO:46)

DNSNRIK (SEC ID
NO:47)

TAGAGGaGAAAGG
(SEC ID NO:48)

RSDNLSN (SEC ID
NO:49)

TSSSRIN (SEC ID
NO:50)

RSDHLSQ (SEC ID
NO:51)

RNADRKT (SEC ID
NO:52)

TACAAGAACTCG
(SEC ID NO:53)

RSDDLSK (SEC ID
NO:54)

DNSNRIK (SEC ID
NO:55)

RSDALSV (SEC ID
NO:56)

DNANRTK (SEC ID
NO:57)

NO:58)

GGAGAAAGG (SEC ID

RSDHLTQ (SEC ID
NO:59)

QSGNLAR (SEC ID
NO:60)

RSDHLSR (SEC ID
NO:61)

Nota: Las secuencias de
representan los residuos
dedo F1 es el mas préoximo al extremo amino de la proteina.

aminoacidos de dedos de cinc mostradas anteriormente (en el cédigo de una letra)
-1 a +6, con respecto al inicio de la porcidn de hélice alfa de cada dedo de cinc. El
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Se obtuvo una molécula de ADN donante del siguiente modo. Primero, se amplificé un fragmento de 700 pares de
bases de ADN humano correspondiente a las posiciones 69196910-69197609 sobre la hebra “-” del cromosoma X
(UCSC, Julio de 2003), que incluye el exdn 3 del gen IL-2Ry, usando ADN gendmico de células K562 como molde.
Véase la Figura 9. Las secuencias de cebadores usadas para la amplificacion se muestran en la Tabla 5 (marcada
Amp inicial 1 y Amp inicial 2). A continuacion se alterd el producto de PCR mediante metodologia de PCR de
extension por solapamiento estandar (Ho, et al., arriba) para sustituir la secuencia TACAAGAACTCGGATAAT (SEC
ID N°: 62) con la secuencia TAAAAGAATTCCGACAAC (SEC ID N°: 63). Esta sustitucion produce la introduccion de
una mutacién puntual en el nucleétido 25 (Figura 7), que convierte el codén de tirosina 91 TAC en un coddn de
terminacion TAA y permite la discriminacion entre secuencias cromosémicas derivadas de donante y enddgenas tras
la recombinacion, debido a las diferencias en las secuencias en la direccion 3' del codén 91. El fragmento de 700
pares de bases resultante se cloné en pCR4BluntTopo que no contiene ninguna secuencia homéloga al genoma
humano. Véase la Figura 10.

Para la mutacion dirigida del gen IL-2Ry cromosémico, el plasmido donante, junto con dos plasmidos que codifican
cada uno uno de un par de fusiones de ZFP-Fokl, se introdujeron en 2x1 0% células K652 usando
lipofeccion/electroporacion mixta (Amaxa). Cada uno de los pares de ZFP/Fokl (véase la Tabla 4) se probo en
experimentos separados. Los controles incluyeron células transfectadas solo con dos plasmidos que codifican
fusiones de ZFP-Fokl, y células transfectadas solo con el plasmido donante. Las células se cultivaron en 5 % de CO,
a 37 °C. 48 horas después de la transfeccion, se aisld6 ADN gendmico de las células y se usaron 200 ng como molde
para la amplificacién por PCR, usando un cebador complementario a una region del gen fuera de su region de
homologia con las secuencias donantes (nucleo6tidos 69196839-69196863 sobre la hebra “+” del cromosoma X;
UCSC, Julio de 2003) y un segundo cebador complementario a una region de la molécula donante en la que se
introdujeron mutaciones distintivas (véase anteriormente) y cuya secuencia, por tanto, diverge de aquella del ADN
cromosomico. Véase la Tabla 5 para las secuencias de cebadores, marcadas “especifica de cromosoma” y
“especifica de donante”, respectivamente. Usando estos dos cebadores, se obtiene un producto de amplificacion de
500 pb a partir del ADN gendmico en el que se ha producido un evento de recombinacion dirigida. Las condiciones
para la amplificacion fueron: 94 °C, 2 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C, 30 s, 62 °C, 1 min, 72 °C, 45 s; y una etapa
final de 72 °C, 7 min.

Los resultados de este analisis (Figura 11) indican que se obtiene un producto de amplificacion del tamafio esperado
(500 pares de bases) con ADN extraido de células que se habian transfectado con el plasmido donante y cualquiera
de los pares de ZFP-Fokl que codifican plasmidos. El ADN de células transfectadas con plasmidos que codifican un
par de ZFP solas (sin plasmido donante) no produjo generacion del producto de 500 pb, ni produjo ADN de células
transfectadas solo con el plasmido donante.

Tabla 5: Cebadores de amplificacion para el gen IL-2Ry

Amp. Inicial 1 TGTCGAGTACATGAATTGCACTTGG (SEC ID NO:64)
Amp. Inicial 2 TTAGGTTCTCTGGAGCCCAGGG (SEC ID NO:65)
Cromosoma especifico | CTCCAAACAGTGGTTCAAGAATCTG (SEC ID NO:66)
Donante especifico TCCTCTAGGTAAAGAATTCCGACAAC (SEC ID NO:67)

Para confirmar este resultado, el producto de amplificacion obtenido a partir del experimento usando el segundo par
de fusiones de ZFP/Fokl se cloné en pCR4Blunt-Topo (Invitrogen) y se determind su secuencia de nucleoétidos.
Como se muestra en la Figura 12 (SEC ID N° 12), la secuencia consiste en una fusién entre secuencias
cromosomicas y secuencias del plasmido donante. En particular, la mutacion G a A que convierte la tirosina 91 en un
codon de terminacién se observa en la posicion 43 en la secuencia. Las posiciones 43-58 contienen nucleétidos
Unicos para el donante; los nucledtidos 32-42 y 59-459 son secuencias comunes al donante y el cromosoma, y los
nucledtidos 460-552 son Unicos para el cromosoma. La presencia de secuencias Unicas del donante ligadas
covalentemente a secuencias presentes en el cromosoma, pero no en el donante, indica que el ADN del plasmido
donante se introdujo en el cromosoma por recombinacion homaloga.

Ejemplo 3: Edicion de un gen de B-globina cromosémico por recombinacion dirigida

El gen de la beta-globina humana es uno de los dos productos génicos responsables de la estructura y funcion de la
hemoglobina en eritrocitos humanos adultos. Mutaciones en el gen de la beta-globina pueden producir anemia
drepanocitica. Se disefiaron dos proteinas de dedos de cinc para unirse dentro de esta secuencia, cerca de la
localizacion de un nucleétido que, cuando se muta, produce anemia drepanocitica. La Figura 13 muestra la
secuencia de nucledtidos de una porcién del gen de la beta-globina humana y los sitios diana para las dos proteinas
de dedos de cinc estan subrayados en la secuencia presentada en la Figura 13. Las secuencias de aminoacidos de
las regiones de reconocimiento de las dos proteinas de dedos de cinc se muestran en la Tabla 6. Las secuencias
que codifican cada uno de estos dos dominios de unién de ZFP se fusionaron con secuencias que codifican un
medio dominio de escisidon de Fokl, como se ha descrito anteriormente, para crear ZFP-nucleasas manipuladas que
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digirieron el gen de la beta-globina endégena. Cada una de estas secuencias de fusion se cloné entonces en el
vector de expresion de mamifero pcDNA3.1 (Figura 14).

Tabla 6: Diseiios de dedos de cinc para el gen de la beta-globina

Secuencia Objetivo

F1

F2

F3

F4

(SEC ID NO: 73)

NO: 74)

NO: 75)

NO: 76)

GGGCAGTAACGG | RSDHLSE (SECID | QSANRTK (SEC ID | RSDNLSA (SEC ID | RSQNRTR (SEC ID
(SEC ID NO: 68) NO: 69) NO: 70) NO: 71) NO: 72)
AAGGTGAACGTG | RSDSLSR (SECID | DSSNRKT (SEC ID | RSDSLSA (SEC ID | RNDNRKT (SEC ID

NO: 77)

Nota: Las secuencias de aminoacidos de dedos de cinc mostradas anteriormente (en el cédigo de una letra)
representan los residuos -1 a +6, con respecto al inicio de la porcion de hélice alfa de cada dedo de cinc. El
dedo F1 es el mas proximo al extremo amino de la proteina y el dedo 4 es el mas préximo al extremo carboxi.

Se obtuvo una molécula de ADN donante del siguiente modo. Primero, se amplificé un fragmento de 700 pares de
bases de ADN humano correspondiente a los nucleétidos 5212134 - 5212833 sobre la hebra “-” del cromosoma 11
(BLAT, sitio del genoma humano UCSC) por PCR usando ADN gendmico de células K562 como molde. Las
secuencias de cebadores usadas para la amplificacion se muestran en la Tabla 7 (marcada Amp inicial 1 y Amp
inicial 2). El fragmento amplificado resultante contiene secuencias correspondientes a un promotor, los dos primeros
exones y el primer intron del gen de la beta-globina humana. Véase la Figura 15 para un esquema que ilustra las
localizaciones de exones 1y 2, el primer intron y los primeros sitios de unién en la secuencia de la beta-globina.
Entonces, el producto clonado se modificd adicionalmente por PCR para introducir un conjunto de cambios de
secuencias entre los nucledtidos 305-336 (como se muestra en la Figura 13), que sustituyd la secuencia
CCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTG (SEC 1D N°: 78) con
gCGTTAgTGCCCGAATTCCGAtcGTcAACcac (SEC ID N°: 79) (cambios en negrita). Ciertos de estos cambios
(mostrados en minudscula) se manipularon especificamente para prevenir que las proteinas de fusion de ZFP/Fokl se
unieran a y escindieran la secuencia donante, una vez integradas en el cromosoma. Ademas, todos los cambios de
secuencia permiten la discriminacion entre secuencias cromosomicas donantes y endégenas tras la recombinacion.
El fragmento de 700 pares de bases resultante se cloné en pCR4-TOPO, que no contiene ninguna secuencia
homologa al genoma humano (Figura 16).

Para la mutacion dirigida del gen de la beta-globina cromosoémico, los dos plasmidos que codifican fusiones de ZFP-
Fokl y el plasmido donante (pCR4-TOPO-HBBdonante) se introdujeron en 1 x 10° células K562 por transfeccion
usando disolucidon Nucleofector™ (Amaxa Biosystems). Los controles incluyeron células transfectadas solo con 100
ng (bajo) o0 200 ng (alto) de los dos plasmidos que codifican las fusiones de ZFP-Fokl, células transfectadas solo con
200 ng (bajo) o 600 ng (alto) del plasmido donante, células transfectadas con un plasmido que codifica GFP y
células transfectadas con vector vacio. Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 (Invitrogen) complementado
con 10 % de suero bovino fetal (FBS) (Hyclone) y L-glutamina 2 mM. Las células se mantuvieron a 37 °C en una
atmosfera de 5 % de CO,. 72 horas después de la transfeccion, se aisl6 ADN gendmico de las células y se usaron
200 ng como molde para la amplificacion por PCR, usando un cebador complementario a una regién del gen fuera
de su region de homologia con las secuencias donantes (nucleé6tidos 5212883-5212905 sobre la hebra “-” del
cromosoma 11) y un segundo cebador complementario a una regién de la molécula donante en la que se
introdujeron mutaciones distintivas en la secuencia donante (véase arriba). Las secuencias de estos cebadores se
facilitan en la Tabla 7 (marcada “especifica de cromosoma” y “especifica de donante”, respectivamente). Usando
estos dos cebadores, se obtendra un producto de amplificacion de 415 pares de bases a partir del ADN gendmico si
se ha producido un evento de recombinacion dirigida. Como control para la carga de ADN, también se llevaron a
cabo reacciones de PCR usando los cebadores Amp inicial 1 y Amp inicial 2 para garantizar que niveles de ADN
gendémico similares se afiadieron a cada reaccion de PCR. Las condiciones para la amplificacion fueron: 95 °C, 2
min, seguido de 40 ciclos de 95 °C, 30 s, 60 °C, 45 s, 68 °C, 2 min; y una etapa final de 68 °C, 10 min.

Los resultados de este analisis (Figura 17) indican que se obtuvo un producto de amplificacion de 415 pares de
bases solo con ADN extraido de células que se habian transfectado con la concentracion “alta” de plasmido donante
y ambos plasmidos de ZFP-Fokl, de acuerdo con la recombinacion dirigida de secuencias donantes en el sitio de
beta-globina cromosémico.

Tabla 7: Cebadores de amplificacion para el gen de la beta-globina humana

Amp. inicial 1 TACTGATGGTATGGGGCCAAGAG (SEC ID NO:80)

Amp. inicial 2 CACGTGCAGCTTGTCACAGTGC (SEC ID NO:81)

Cromosoma especifico TGCTTACCAAGCTGTGATTCCA (SEC ID NO:82)

Donante especifico GGTTGACGATCGGAATTC (SEC ID NO:83)
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Para confirmar este resultado, el producto de amplificacion se cloné en pCR4-TOPO (Invitrogen) y se determind su
secuencia de nucledtidos. Como se muestra en la Figura 18 (SEC ID N°: 14), la secuencia consiste en una fusion
entre las secuencias cromosémicas no presentes en el plasmido donante y las secuencias Unicas para el plasmido
donante. Por ejemplo, dos mutaciones C—G que rompen la unién de ZFP se observan en las posiciones 377 y 383
en la secuencia. Los nucleétidos 377-408 representan secuencia obtenida a partir del plasmido donante que
contiene los cambios de secuencia descritos anteriormente; los nucleétidos 73-376 son secuencias comunes al
donante y el cromosoma y los nucleétidos 1-72 son unicos para el cromosoma. El enlace covalente de secuencias
especificas de donante y especificas de cromosoma en el genoma confirma la satisfactoria recombinacion de la
secuencia donante en el locus correcto dentro del genoma de células K562.

Ejemplo 4: Optimizacion del conector de ZFP-Fokl (conector de ZC)

Con el fin de de probar el efecto de la longitud del conector de ZC sobre la eficiencia de escision, un dominio de
unién de ZFP de cuatro dedos se fusioné con un medio dominio de escision de Fokl, usando conectores de ZC de
diversas longitudes. El sitio diana para la ZFP es 5-AACTCGGATAAT-3' (SEC ID N° 84) y las secuencias de
aminoacidos de las regiones de reconocimiento (posiciones - 1 a +6 con respecto al inicio de la hélice alfa) de cada
uno de los dedos de cinc fueron del siguiente modo (en las que F1 es el dedo de cinc mas terminal del extremo N y
F4 es el mas terminal del extremo C):

F1: DRSTLIE (SEC ID N°: 85)

F2: SSSNLSR (SEC ID N°: 86)
F3: RSDDLSK (SEC ID N°: 87)
F4: DNSNRIK (SEC ID N°: 88)

Se construyeron fusiones de ZFP-Fokl, en las que el dominio de unidon de ZFP anteriormente mencionado y un
medio dominio de escisién de Fokl se separaron por 2, 3, 4, 5, 6 6 10 residuos de aminoacidos. Cada una de estas
proteinas se probd para la escision de sustratos que tienen una repeticion invertida del sitio diana de ZFP, con
repeticiones separadas por 4, 5, 6,7, 8,9, 12, 15, 16, 17, 22 6 26 pares de bases.

Las secuencias de aminoacidos de las construcciones de fusién, en la region del empalme de ZFP-Fokl (con las
secuencias de los diversos sustratos de escision, con los sitios diana de ZFP subrayados, son del siguiente modo:

Conector de 10 residuos HTKIHLRQKDAARGSQLYV (SEC ID N°: 89)
Conector de 6 residuos  HTKIHLRQKGSQLYV (SEC ID N°: 90)
Conector de 5 residuos  HTKIHLROGSQLV (SEC ID N°: 91)
Conector de 4 residuos  HTKIHLRGSQLYV (SEC ID N°; 92)
Conector de 3 residuos  HTKIHLGSQLYV (SEC ID N°: 93)

Conector de 2 residuos  HTKIHGSQLV (SEC ID N°: 94)

Las secuencias de los diversos sustratos de escision, con los sitios diana de ZFP subrayados, son del siguiente
modo:

Separacién de 4 pb CTAGCATTATCCGAGTTACACAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAATGTGTTGAGCCTATTACGATC

(SEQ ID NO:95)
separacion de 5 pb CTAGCATTATCCGAGTTCACACAACTCGGATAATGCTAG

GATCGTAATAGGCTCAAGTGTGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:96)

separacion de 6 pb CTAGGCATTATCCGAGTTCACCACAACTCGGATAATGACTAG
GATCCGTAATAGGCTCAAGTGGTGTTGAGCCTATTACTGATC
(SEQ ID NO:97)

separacion de 7 pb CTAGCATTATCCGAGTTCACACACAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTGTGTGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:98)

separacion de 8 pb CTAGCATTATCCGAGTTCACCACACAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTGGTGTGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:99)

Separacic’)n de 9 pb CTAGCATTATCCGAGTTCACACACACAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTGTGTGTGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:100) ‘

Separacic’)n de 12 pb CTAGCATTA'];CCGAGTTCACCACCAACACAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTGGTGGTTGTGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:101)

separacién de 15 pb CTAGCATTATCCGAGTTCACCACCAACCACACAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTGGETGETTGGTCTCTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:102) o
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separacion de 16 pb CTAGCATTATCCGAGTTCACCACCAACCACACCAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTGGTGGTTGGTGTGGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:103)

separacion de 17 pb CTAGCATTATCCGAGTTCAACCACCAACCACACCAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTTGGTGGTTGGTGTGGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:104) )

separacion de 22 pb CTAGCATTATCCGAGTTCAACCACCAACCACACCAACACAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTTGGTGGTTGGTGTGGTTGTGTTGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:105)

separacion de 26 pb CTAGCATTATCCGAGTTCAACCACCAACCACACCAACACCACCAACTCGGATAATGCTAG
GATCGTAATAGGCTCAAGTTGGTGGTTGGTGTCCTTGTGCTGGTTCGAGCCTATTACGATC
(SEQ ID NO:106)

Los plasmidos que codifican las diferentes proteinas de fusion de ZFP-Fokl (véase anteriormente) se construyeron
por técnicas de biologia molecular estandar y se uso6 un sistema de transcripcion/traduccion acoplado in vitro para
expresar las proteinas codificadas. Para cada construccion, 200 ng de ADN de plasmido linealizado se incubaron en
20 pl de mezcla de TnT y se incubaron a 30 °C durante 1 hora y 45 minutos. La mezcla de TnT contiene 100 pl de
lisado de TnT (Promega, Madison, WI) con 4 pl de ARN polimerasa T7 (Promega) + 2 pl de metionina (1 mM) + 2,5
pl de ZnClz (20 mM).

Para el analisis de la escisidon de ADN por las diferentes fusiones de ZFP-Fokl, 1 ul de la mezcla de reaccién de
transcripcion/traduccion acoplada se combiné con aproximadamente 1 ng de sustrato de ADN (marcado en los
extremos con **P usando polinucledtido cinasa T4), y la mezcla se diluy6 a un volumen final de 19 pl con tampon de
escision de Fokl. El tampon de escision de Fokl contiene Tris-HCI 20 mM a pH 8,5, NaCl 75 mM, ZnCl; 10 uM, DTT
1 mM, 5 % de glicerol, 500 ug/ml de BSA. La mezcla se incubé durante 1 hora a 37 °C. Entonces se afiadieron 6,5 pl
de tampon de Fokl, que también contenia MgCl, 8 mM, y la incubacion continué durante una hora a 37 °C. Se extrajo
proteina afiadiendo 10 pl de disolucién de fenol-cloroformo a cada reaccion, mezclando y centrifugando para separar
las fases. Se analizaron diez microlitros de la fase acuosa de cada reaccion por electroforesis en un gel de 10 % de
poliacrilamida.

El gel se sometioé a autorradiografia, y la eficiencia de escisidon para cada par de fusién de ZFP-Fokl/sustrato se
calcul6 cuantificando la radiactividad en bandas correspondientes a sustrato sin escindir y escindido, sumando para
obtener radiactividad total, y determinando el porcentaje de la radiactividad total presente en las bandas que
representan productos de escision.

Los resultados de este experimento se muestran en la Tabla 8. Estos datos permiten la seleccién de un conector de
ZC que proporciona eficiencia de escision éptima para una separacion de sitios diana dada. Estos datos también
permiten la seleccion de longitudes de conector que permiten la escisién en un par de sitios diana seleccionados,
pero discriminan por la escisién en los mismos sitios diana de ZFP o similares que tienen una separaciéon que es
diferente de aquella en el sitio de escision previsto.

Tabla 8: Eficiencia de escision de ADN para diversas longitudes de conectores de ZC y diversas
separaciones de sitio de unién*

2-residuo 3-residuo 4-residuo 5-residuo 6-residuo  10-residuo
4 pb 74% 81% 74% 12% 6% 4%
5pb 61% 89% 92% 80% 53% 40%
6 pb 78% 89% 95% 91% 93% 76%
7 pb 15% 55% 80% 80% 70% 80%
8 pb 0% 0% 8% 11% 22% 63%
9 pb 2% 6% 23% 9% 13% 51%
12 pb 8% 12% 22% 40% 69% 84%
15 pb 73% 78% 97% 92% 95% 88%
16 pb 59% 89% 100% 97% 90% 86%
17 pb 5% 22% 77% 71% 85% 82%
22 pb 1% 3% 5% 8% 18% 58%
26 pb 1% 2% 35% 36% 84% 78%

* Las columnas representan diferentes construcciones de fusion de ZFP-Fokl con el nimero indicado de
residuos que separan la ZFP y el medio dominio de escision de Fokl. Las filas representan diferentes
sustratos de ADN con el niumero indicado de pares de bases que separan las repeticiones invertidas del sitio
diana de ZFP.
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Para fusiones de ZFP-Fokl con conectores de cuatro residuos, la secuencia de aminoacidos del conector también se
vario. En construcciones separadas, la secuencia conectora de LRGS original (SEC ID N°: 107) se cambié a LGGS
(SEC ID N°: 108), TGGS (SEC ID N°: 109), GGGS (SEC ID N°: 110), LPGS (SEC ID N°: 111), LRKS (SEC ID N°:
112) y LRWS (SEC ID N°: 113); y las fusiones resultantes se probaron sobre sustratos que tenian una separacion de
seis pares de bases entre sitios de unién. Se observaron fusiones que contenian la secuencia conectora LGGS
(SEC ID N°: 108) para escindir mas eficazmente que aquellas que contenian la secuencia LRGS original (SEC ID N°:
107). Las fusiones que contienen las secuencias LRKS (SEC ID N° 112) y LRWS (SEC ID N°: 113) se escindieron
con menos eficiencia que la secuencia LRGS (SEC ID N° 107), mientras que las eficiencias de escision de las
restantes fusiones fueron similares a las de la fusién que comprende la secuencia LRGS original (SEC ID N°: 107).

Ejemplo 5: Especificidad de escision elevada resultante de la alteracion del medio dominio de escision de
Fokl en la interfase de dimerizacion

Se disefiaron un par de proteinas de fusion de ZFP/Fokl (indicadas 5-8 y 5-10) para unirse a sitios diana en el quinto
exon del gen IL-2Ry, para promover la escision en la regién entre los sitios diana. La region relevante del gen, que
incluye las secuencias diana de las dos proteinas de fusién, se muestra en la Figura 19. La secuencia de
aminoacidos de la proteina 5-8 se muestra en la Figura 20 y la secuencia de aminoacidos de la proteina 5-10 se
muestra en la Figura 21. Ambas proteinas contienen un conector de ZC de 10 aminoacidos. Con respecto a la
porcién de dedos de cinc de estas proteinas, las secuencias diana de ADN, ademas de las secuencias de
aminoacidos de las regiones de reconocimiento en los dedos de cinc, se facilitan en la Tabla 9.

Tabla 9: Disefios de dedos de cinc para el gen IL-2Ry

Fusion Secuencia Objetivo F1 F2 F3 F4
5-8 RSDNLSE RNAHRIN RSDTLSE ARSTRTT
ﬁjclzg_T?LG)GAAG (SEC | (sEc D (SEC ID (SEC ID (SEC ID
) NO:115) NO:116) NO:117) NO:118)
5-10 RSDSLSR DSSNRKT RSDSLSV DRSNRIT
l%“ﬁé?ﬁ%A)ACGTG (SEC | (secID (SEC ID (SEC ID (SEC ID
’ NO:120) NO:121) NO:122) NO:123)
Nota: Las secuencias de aminoacidos de dedos de cinc mostradas anteriormente (en el cédigo de una
letra) representan los residuos -1 a +6, con respecto al inicio de la porcion de hélice alfa de cada dedo
de cinc. El dedo F1 es el mas proximo al extremo amino de la proteina.

La capacidad de este par de proteinas de fusion para catalizar la escisidon de ADN especifica entre sus secuencias
diana (véase la Figura 19) se probd in vitro usando un molde de ADN marcado que contenia la secuencia diana y
ensayando la presencia de productos de digestion de diagnéstico. Se obtuvo escision especifica cuando se usaron
ambas proteinas (Tabla 10, primera fila). Sin embargo, la proteina de fusion 5-10 (que comprende un medio dominio
de escision de Fokl no mutante) también fue capaz de escision anémala en un sitio no diana en ausencia de la
proteina 5-8 (Tabla 10, segunda fila), posiblemente debido a auto-dimerizacion.

Por consiguiente, 5-10 se modificé en su medio dominio de escision de Fokl convirtiendo el residuo de aminoacido
490 de acido glutamico (E) en lisina (K) (la numeracion de residuos de aminoacidos en la proteina Fokl es segun
Wah et al., arriba). Esta modificacién se disefid para prevenir la homodimerizacion alterando un residuo de
aminoacido en la interfase de dimerizacion. La proteina 5-10 mutante (E490K), a diferencia de la parental 5-10, fue
incapaz de escindir en sitios anémalos en ausencia de la proteina de fusion 5-8 (Tabla 10, fila 3). Sin embargo, la
proteina 5-10 (E490K) mutante, junto con la 5-8, catalizaron la escision especifica del sustrato (Tabla 10, fila 4). Asi,
la alteracion de un residuo en el medio dominio de escision de 5-10, que participa en la dimerizacién, previno la
escision andmala por esta proteina de fusion debido a auto-dimerizacion. Un mutante E490R también presenta
menores niveles de homodimerizacion que la proteina parental.

Ademas, la proteina 5-8 se modificé en su interfase de dimerizacion reemplazando el residuo de glutamina (Q) en la
posicion 486 con acido glutamico (E). Este mutante 5-8 (Q486E) se prob6 para su capacidad para catalizar la
escision dirigida en presencia de cualquiera de la proteina 5-10 no mutante o la mutante 5-10 (E490K). No se
observé escision de ADN cuando el sustrato marcado se incubd en presencia de tanto 5-8 (Q486E) como 5-10 no
mutante (Tabla 10, fila 5). Sin embargo, se obtuvo escisién cuando los mutantes 5-8 (Q486E) y 5-10 (E490K) se
usaron en combinacioén (Tabla 10, fila 6).

Estos resultados indican que la escision de ADN por un par de proteinas de fusién de ZFP/Fokl, en regiones
distintas de aquellas definidas por las secuencias diana de las dos proteinas de fusién, puede minimizarse o
suprimirse alterando la secuencia de aminoacidos del medio dominio de escisiéon en una o ambas de las proteinas
de fusion.
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Tabla 10: Escision de ADN por los pares de proteinas de fusién de ZFP/Fokl que contienen medios dominios

ES 2 543 409 T3

de escision no mutantes y mutantes

ZFP 5-8 dominio de union

ZFP 5-10 dominio de unién

Escision ADN

1

Fokl tipo salvaje

Fokl tipo salvaje

Especifico

2 No presente Fokl tipo salvaje No Especifico
3 No presente Fokl E490K Ninguno

4 Fokl tipo salvaje Fokl E490K Especifico

5 Fokl Q486E Fokl tipo salvaje Ninguno

6 Fokl Q486E Fokl E490K Especifico

Nota: Cada fila de la tabla presenta los resultados de un experimento separado en el que las proteinas de fusion
de ZFP/Fokl se probaron para la escisién de un sustrato de ADN marcado. Una de las proteinas de fusiéon contuvo
el dominio de union de ADN de 5-8 y la otra proteina de fusion contuvo el dominio de unién de ADN de 5-10
(véanse la Tabla 9 y la Figura 19). La porcién de medio dominio de escision de las proteinas de fusién fue como
se indica en la tabla. Asi, las entradas en la columna de ZFP 5-8 indican el tipo de dominio de escisidon de Fokl
fusionado con ZFP 5-8; y las entradas en la columna de ZFP 5-10 indican el tipo de dominio de escision de Fokl
fusionado con ZFP 5-10. Para los mutantes de medio dominio de escision de Fokl, el niumero se refiere al residuo
de aminoacidos en la proteina Fokl; la letra que precede al nimero se refiere al aminoacido presente en la
proteina no mutada y la letra que sigue al niumero indica el aminoacido al que el residuo no mutante se cambio en
la generacion de la proteina modificada.

'‘No presente' indica que la proteina de fusion de ZFP/Fokl entera se omitié de ese experimento particular.

El sustrato de ADN usado en este experimento fue un producto de PCR de aproximadamente 400 pb que
contiene los sitios diana para tanto ZFP 5-8 como ZFP 5-10. Véase la Figura 19 para las secuencias y orientacion
relativa de los dos sitios diana.

Ejemplo 6: Generacion de un gen de proteina verde fluorescente potenciada (eGFP) defectuoso

La proteina verde fluorescente potenciada (eGFP) es una forma modificada de la proteina verde fluorescente (GFP;
véase, por ejemplo, Tsien (1998) Ann. Rev. Biochem. 67:509-544) que contiene cambios en el aminoacido 64 (phe a
leu) y 65 (ser a thr). Heim et al., (1995) Nature 373:663-664; Cormack et al., (1996) Gene 173:33-38. Se construyo
un sistema indicador basado en eGFP generando una forma defectuosa del gen eGFP, que contenia un coddn de
terminacion y una mutacion del marco de lectura de 2 pb. La secuencia del gen eGFP se muestra en la Figura 22.
Las mutaciones se insertaron por mutagénesis de PCR por solapamiento, usando el kit de alta fidelidad de Tag ADN
polimerasa Platinum® (Invitrogen) y los oligonucleétidos GFP-Bam, GFP-Xba, stop sense2 y stop anti2 como
cebadores (las secuencias de oligonucleétidos se enumeran debajo en la Tabla 11). GFP-Bam y GFP-Xba sirvieron
de cebadores externos, mientras que los cebadores stop sense2 y stop anti2 sirvieron de cebadores internos que
codifican los cambios de nucleétidos. El vector peGFP-NI (BD Biosciences), que codifica un gen eGFP de longitud
completa, se usé como el molde de ADN en dos reacciones de amplificacion separadas, la primera que utiliza los
oligonucledtidos GFP-Bam y stop anti2 como cebadores y la segunda que usa los oligonucleétidos GFP-Xba y stop
sense2 como cebadores. Esto generd dos productos de amplificacion cuyas secuencias se solaparon. Estos
productos se combinaron y se usaron como molde en una tercera reaccion de amplificacion, usando los
oligonucledtidos GFP-Bam y GFP-Xba externos como cebadores, para regenerar un gen eGFP modificado en el que
la secuencia GACCACAT (SEC ID N°: 124) en los nucledtidos 280-287 se sustituy6 con la secuencia TAACAC (SEC
ID N°: 125). Las condiciones de PCR para todas las reacciones de amplificacion fueron del siguiente modo: el molde
se desnaturalizo inicialmente durante 2 minutos a 94 grados y seguido de 25 ciclos de amplificacion incubando la
reaccion durante 30 s a 94 °C, 45 s a 46 °C y 60 s a 68 °C. Se llevo a cabo una ronda de extension final a 68 °C
durante 10 minutos. La secuencia del producto de amplificacion final se muestra en la Figura 23. Este fragmento de
795 pb se clond en el vector pCR(R)4-TOPO usando el kit de clonacién TOPO-TA (Invitrogen) para generar la
construccion pCR(R)4-TOPO-GFPmut.

Tabla 11: Secuencias de oligonucleétidos para GFP

Oligo secuencia 5-3’

GFP-Bam CGAATTCTGCAGTCGAC (SEC ID NO:126)

GFP-Xba GATTATGATCTAGAGTCG (SEC ID NO:127)

stop sense2 AGCCGCTACCCCTAACACGAAGCAG (SEC ID NO:128)
stop anti2 CTGCTTCGTGTTAGGGGTAGCGGCT (SEC ID NO:129)
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Ejemplo 7: Disefio y ensamblaje de nucleasas de dedos de cinc dirigidas a eGFP

Se disefiaron dos ZFP de tres dedos para unir una region del gen GFP mutado (Ejemplo 6) correspondiente a los
nucledtidos 271-294 (numeracién segun la Figura 23). Los sitios de unidén para estas proteinas se producen en
orientacion opuesta separando 6 pares de bases los dos sitios de union. Véase la Figura 23. ZFP 287A se une a los
nucledtidos 271-279 sobre la hebra no codificante, mientras que ZFP 296 se une a los nucleétidos 286-294 sobre la
hebra codificante. La secuencia diana de ADN y de aminoacidos para las regiones de reconocimiento de las ZFP se
enumeran a continuacion, y en la Tabla 12:

287A:
F1 (GCGg) RSDDLTR (SEC ID N°: 130)
F2 (GTA) QSGALAR (SEC ID N°: 131)
F3 (GGG) RSDHLSR (SEC ID N°: 132)
296S:
F1 (GCA) QSGSLTR (SEC ID N°: 133)
F2 (GCA) QSGDLTR (SEC ID N°: 134)
F3 (GAA) QSGNLAR (SEC ID N°: 135)
Tabla 12: Disenos de dedos de cinc para el gen GFP
Proteina | Secuencia Objetivo | F1 F2 F3
287A GGGGTAGCGg RSDDLTR (SEC ID QSGALAR (SEC ID RSDHLSR (SEC ID
(SEC ID NO:136) NO:137) NO:138) NO:139)
2065 GAAGCAGCA (SEC | QSGSLTR (SEC ID QSGDLTR (SEC ID QSGNLAR (SEC ID
ID NO:140) NO:141) NO:142) NO:143)

Nota: Las secuencias de aminoacidos de dedos de cinc mostradas anteriormente (en el cédigo de una letra) representan
los residuos -1 a +6, con respecto al inicio de la porcién de hélice alfa de cada dedo de cinc. El dedo F1 es el mas
préximo al extremo amino de la proteina y el dedo 3 es el mas proximo al extremo carboxi.

Se generaron secuencias que codifican estas proteinas por ensamblaje por PCR (por ejemplo, la patente de EE.UU.
n°® 6.534.261), se clonaron entre los sitios Kpnl y BamH| del vector pcDNA3.1 (Invitrogen) y se fusionaron en marco
con el dominio catalitico de la endonucleasa Fokl (aminoacidos 384-579 de la secuencia de Looney et al., (1989)
Gene 80:193-208). Las construcciones resultantes se llamaron pcDNA3.1-GFP287-Fokl y pcDNA3.1-GFP296-Fokl
(Figura 24).

Ejemplo 8: Escision de ADN in vitro dirigida por nucleasas de dedos de cinc disefadas

Se us6 la construccién pCR(R)4-TOPO-GFPmut (Ejemplo 6) para proporcionar un molde para probar la capacidad
de las proteinas de dedos de cinc 287 y 296 para reconocer especificamente sus sitios diana y escindir la forma
modificada de eGFP in vitro.

Se obtuvo un fragmento de ADN que contiene el inserto que codifica eGFP defectuoso por amplificacion por PCR,
usando los cebadores universales T7 y T3 y pCR(R)4-TOPO-GFPmut como molde. Este fragmento se marcé en los
extremos usando y—32P-ATP y T4 polinucleétido cinasa. El nucleétido sin incorporar se eliminé usando una columna
MicroSpin G-50 (Amersham).

Se us6 un sistema de transcripcion/traduccion acoplado in vitro para expresar las nucleasas de dedos de cinc 287 y
296 descritas en el Ejemplo 7. Para cada construccion, se incubaron 200 ng de ADN de plasmido linealizados en 20
pl de mezcla de TnT y se incubaron a 30 °C durante 1 hora y 45 minutos. Las mezcla de TnT contiene 100 pl de
lisado de TnT (que incluye ARN polimerasa T7, Promega, Madison, WI) complementado con 2 pl de metionina (1
mM) y 2,5 ul de ZnCl; (20 mM).

Para el analisis de la escision de ADN, se combinaron alicuotas de cada una de las mezclas de reaccion de
transcripcion/traduccion acopladas 287 y 296, a continuacion se diluyeron en serie con tampon de escision. El
tampon de escision contiene Tris-HCI 20 mM a pH 8,5, NaCl 75 mM, MgCl; 10 mM, ZnCl; 10 uM, DTT 1 mM, 5 % de
glicerol, 500 pg/ml de BSA. Se combinaron 5 pl de cada diluciéon con aproximadamente 1 ng de sustrato de ADN
(marcado en los extremos con ¥p ysando T4 polinucleétido cinasa como se ha descrito anteriormente), y cada
mezcla se diluyo adicionalmente para generar una reaccion de escision de 20 yl que tenia la siguiente composicion:
Tris-HCI 20 mM a pH 8,5, NaCl 75 mM, MgCl; 10 mM, ZnCl> 10 uM, DTT 1 mM, 5 % de glicerol, 500 pg/ml de BSA.
Las reacciones de escision se incubaron durante 1 hora a 37 °C. La proteina se extrajo afiadiendo 10 ul de
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disolucion de fenol-cloroformo a cada reacciéon, mezclando y centrifugando para separar las fases. Se analizaron
diez microlitros de la fase acuosa de cada reaccion por electroforesis en un gel de 10 % de poliacrilamida.

El gel se someti6 a autorradiografia y los resultados de este experimento se muestran en la Figura 25. Los cuatro
carriles de la izquierda muestran los resultados de reacciones en las que la dilucién final de cada mezcla de reaccion
de transcripcidn/traduccion acoplada (en la reaccion de escision) fue 1/156,25, 1/31,25, 1/12,5y 1/5,
respectivamente, produciendo volumenes eficaces de 0,032, 0,16, 04 y 1 ul, respectivamente, de cada reaccion de
transcripcion/traduccion acoplada. La aparicion de dos fragmentos de ADN que tienen pesos moleculares menores
que el fragmento de partida (carril marcado “control sin cortar” en la Figura 25) se correlaciona con cantidades
crecientes de las endonucleasas de dedos de cinc 287 y 296 en la mezcla de reaccion, que muestra que se obtuvo
la escision del ADN en el sitio diana esperado.

Ejemplo 9: Generacion de lineas celulares estables que contienen un gen eGFP defectuoso integrado

Se escindié un fragmento de ADN que codifica la eGFP mutada, eGFPmut, del vector pCR(R)4-TOPO-GFPmut
(Ejemplo 6) y se clondé en los sitios Hindlll y Notl de pcDNA4/TO, poniendo asi este gen bajo el control de un
promotor del CMV inducible por tetraciclina. El plasmido resultante se llamé pcDNA4/TO/GFPmut (Figura 26). Se
cultivaron células T-Rex 293 (Invitrogen) en medio Eagle modificado con Dulbecco (DMEM) (Invitrogen)
complementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS) libre de Tet (HyClone). Las células se sembraron en placa de
6 pocillos al 50 % de confluencia, y dos pocillos se transfectaron cada uno con pcDNA4/TO/GFPmut. Las células se
dejaron recuperar durante 48 horas, luego se combinaron las células de ambos pocillos y se fraccionaron en placas
de 10 x 15 cm? en medio selectivo, es decir, medio complementado con 400 ug/ml de zeocina (Invitrogen). El medio
se cambié cada 3 dias, y después de 10 dias se aislaron colonias individuales y se expandieron adicionalmente.
Cada linea clénica se probo |nd|V|duaImente para la expresion inducible por doxiciclina (dox) del gen eGFPmut por
RT-PCR cuantitativa (TagMan®).

Para el analisis por RT-PCR cuantitativa, se aisl6 ARN total de células tratadas con dox y sin tratar usando el kit
High Pure Isolation (Roche Molecular Blochemlcals) y 25 ng de ARN total de cada muestra se sometleron a RT-PCR
cuantitativa en tiempo real para analizar la expresion del gen endégeno, usando ensayos TaqMan Secuencias de
la sonda y el cebador se muestran en la Tabla 13. Las reacciones se llevaron a cabo en una maquina ABI 7700 SDS
(PerkinElmer Life Sciences) bajo las siguientes condiciones. La reaccion de transcripcion inversa se realizé a 48 °C
durante 30 minutos con transcriptasa inversa MultiScribe (PerkinElmer Life Sciences), seguido de una etapa de
desnaturalizacién de 10 minutos a 95 °C. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevd a cabo con ADN
polimerasa AmpliGold (PerkinElmer Life Sciences) durante 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1
minuto. Los resultados se analizaron usando el software SDS versién 1.7 y se muestran en la Figura 27, con
expresion del gen eGFPmut normalizado a la expresion del gen GAPDH humano. Varias lineas celulares
presentaron expresion dependiente de doxiciclina de eGFP; la linea 18 (T18) se eligié como una linea celular modelo
para estudios adicionales.

Tabla 13: Oligonucleoétidos para analisis de ARNm

Oligonucleétido Secuencia

eGFP cebador 1 (5T) | CTGCTGCCCGACAACCA (SEC ID NO:144)

eGFP cebador 2 (3T) | CCATGTGATCGCGCTTCTC (SEC ID NO:145)

eGFP prueba CCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGA (SEC ID NO:146)
GAPDH cebador 1 CCATGTTCGTCATGGGTGTGA (SEC ID NO:147)
GAPDH cebador 2 CATGGACTGTGGTCATGAGT (SEC ID NO:148)
GAPDH prueba TCCTGCACCACCAACTGCTTAGCA (SEC ID NO:149)

Ejemplo 10: Generacion de una secuencia donante para la correccion de un gen eGFP cromosomico
defectuoso

Se construy6 por PCR una construccion donante que contenia la informacién genética para corregir el gen eGFPmut
defectuoso. La reaccion de PCR se llevd a cabo como se ha descrito anteriormente, usando el vector peGFP-NI
como molde. Para prevenir la expresion de fondo de la construccion donante en experimentos de recombinacion
dirigida, se eliminaron el primer codén de 12 pb y de iniciacion del donante por PCR usando los cebadores
GFPnostart y GFP-Xba (secuencias proporcionadas en la Tabla 14). El fragmento de PCR resultante (734 pb) se
cloné en el vector pCR(R)4-TOPO, que no contiene un promotor de célula de mamifero, clonando TOPO-TA para
crear pCR(R)4-TOPO-GFPdonante5 (Figura 28). La secuencia del inserto de eGFP de esta construccion
(correspondiente a los nucleétidos 64-797 de la secuencia mostrados en la Figura 22) se muestra en la Figura 29
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(SEC ID N°: 20).

Tabla 14: Oligonucleétidos para construccion de molécula donante

Oligonucleétido Secuencia 5°-3’
GFPnostart GGCGAGGAGCTGTTCAC (SEC ID NO:150)
GFP-Xba GATTATGATCTAGAGTCG (SEC ID NO:151)

Ejemplo 11: Correccion de una mutacién en un gen eGFP cromosémico integrado por escision y
recombinacion dirigidas

La linea celular estable T18 (Ejemplo 9) se transfecté con uno o ambos del plasmido de expresion de ZFP-Fokl
(pcDNA3.1-GFP287-Fokl y pcDNA3.1-GFP296-Fokl, Ejemplo 7) y 300 ng del plasmido donante pCR(R)4-TOPO-
GFPdonante5 (Ejemplo 10) usando el reactivo LipofectAMINE 2000 (Invitrogen) en medio de suero reducido Opti-
MEM I, segun el protocolo del fabricante. La expresiéon del gen eGFP cromosdmico defectuoso se indujo 5-6 horas
después de la transfeccion mediante la adicion de 2 ng/ml de doxiciclina al medio de cultivo. Las células se pararon
en la fase G2 del ciclo celular mediante la adicion, 24 horas después de la transfeccion, de 100 ng/ml de Nocodazol
(Figura 30) o vinblastina 0,2 uM (Figura 31). Se dejo que la parada de G2 continuara durante 24-48 horas, y luego se
liberd por la eliminacion del medio. Las células se lavaron con PBS y el medio se sustituyé con DMEM que contenia
FBS libre de tetraciclina y 2 ng/ml de doxiciclina. Se dejoé que las células se recuperaran durante 24-48 horas, y la
eficiencia de correccion del gen se midié monitorizando el numero de células que presentaron fluorescencia de
eGFP, por analisis de citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS). Se llevé a cabo andlisis de FACS
usando un instrumento Beckman-Coulter EPICS XL-MCL y el software System |l Data Acquisition and Display,
version 2.0. La fluorescencia de eGFP se detecto por excitacion a 488 nm con un laser de argén y monitorizando las
emisiones a 525 nm (eje x). El fondo o la autofluorescencia se midieron monitorizando emisiones a 570 nm (eje y).
Las células que presentaron emision de alta fluorescencia a 525 nm y baja emisién a 570 nm (region E) se
puntuaron positivas para la correccién génica.

Los resultados se resumen en la Tabla 15y Figuras 30 y 31. Las Figuras 30 y 31 muestran resultados en los que las
células T18 se transfectaron con los plasmidos pcDNA3.1-GFP287-Fokl y pcDNA3.1-GFP296-Fokl que codifican
ZFP-nucleasas y el plasmido pCR(R)4-TOPO-GFPdonante5, la expresion de eGFP se indujo con doxiciclina y las
células se pararon en G2 con tanto nocodazol (Figura 30) como vinblastina (Figura 31). Ambas figuras muestran
trazos de FACS, en los que las células que presentan fluorescencia de eGFP se representan en la porcion derecha
inferior del trazo (identificada como la region E, que es la porcién del cuadrante 4 debajo de la curva). Para células
transfectadas que se habian tratado con nocodazol, el 5,35 % de las células presentaron fluorescencia de GFP,
indicativa de la correccién del gen eGFP cromosémico mutante (Figura 30), mientras que el 6,7 % de las células
tratadas con vinblastina experimentaron correccion del gen eGFP (Figura 31). Estos resultados se resumen, junto
con experimentos de control adicionales, en las filas 1-8 de la Tabla 15.

En resumen, estos experimentos muestran que, en presencia de dos ZFP-nucleasas y una secuencia donante,
aproximadamente el 1 % de las células tratadas experimentaron correccion génica, y que este nivel de correccion
aumentoé 4-5 veces parando las células tratadas en la fase G2 del ciclo celular.

Tabla 15: Correccion de un gen eGFP cromosémico defectuoso

Expt. Tratamiento' Porcentaje de células con gen eGFP corregido2
1 300 ng donante solo 0.01
2 100 ng ZFP 287 + 300 ng donante 0.16
3 100 ng ZFP 296 + 300 ng donante 0.6
4 50 ng ZFP 287 + 50 ng ZFP 296 + 300 ng donante 1.2
5 como 4 + 100 ng/ml nocodazol 5.35
6 como 4 + 0.2 uM vinblastina 6.7
7 no donante, no ZFP, 100 ng/ml nocodazol 0.01
8 no donante, no ZFP, 0.2 uM vinblastina 0.0
9 100 ng ZFP287/Q486E + 300 ng donante 0.0
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Expt. Tratamiento' Porcentaje de células con gen eGFP corregido2
10 100 ng ZFP296/E490K + 300 ng donante 0.01
11 50 ng 287/Q486E + 50 ng 296/E490K + 300 ng donante 0.62
12 como 11 + 100 ng/ml nocodazol 2.37
13 como 11 + 0.2 uM vinblastina 2.56
Notas:

1: Células T18, que contienen un gen eGFP cromosémico defectuoso, se transfectaron con plasmidos que codifican
una o dos ZFP-nucleasas y/o un plasmido donante que codifica una secuencia de eGFP no defectuosa, y la
expresion del gen eGFP cromosoémico se indujo con doxiciclina. Las células se pararon opcionalmente en la fase G2
del ciclo celular después de una induccién de eGFP. El analisis de FACS se realizé 5 dias después de la transfeccion.
2: El numero es el porcentaje de fluorescencia total que presenta alta emision a 525 nm y baja emisién a 570 nm
(region E del trazo de FACS).

Ejemplo 12: Correccion de un gen cromosémico defectuoso usando nucleasas de dedos de cinc con
alteraciones de secuencia en la interfase de dimerizacion

Se probaron nucleasas de dedos de cinc cuyas secuencias se habian alterado en la interfase de dimerizacion para
su capacidad para catalizar la correccion de un gen eGFP cromosémico defectuoso. Se uso el protocolo descrito en
el Ejemplo 11, excepto que la porcién de nucleasa de las ZFP-nucleasas (es decir, los medios dominios de escision
de Fokl) se alteraron como se ha descrito en el Ejemplo 5. Asi, un medio dominio de escisién E490K se fusion6 con
el dominio de ZFP GFP296 (Tabla 12) y un medio dominio de escision Q486E se fusiono con la ZFP GFP287 (Tabla
12).

Los resultados se muestran en las filas 9-11 de la Tabla 15 e indican que se obtuvo un aumento significativo en la
frecuencia de correccion génica en presencia de dos ZFP-nucleasas que tienen alteraciones en sus interfases de
dimerizacion, en comparacion con aquel obtenido en presencia de cualquiera de las nucleasas solas. Experimentos
adicionales, en los que células T18 se transfectaron con plasmido donante y plasmidos que codifican las nucleasas
de dedos de cinc 287/Q486E y 296/E490K, se pararon entonces en G2 con nocodazol o vinblastina, mostraron un
aumento adicional en la frecuencia de correccion génica, con mas del 2 % de las células mostrando fluorescencia de
eGFP, indicativa de un gen eGFP cromosomico corregido (Tabla 15, filas 12 'y 13).

Ejemplo 13: Efecto de la longitud del donante sobre la frecuencia de correccion génica

En un experimento similar a aquellos descritos en el Ejemplo 11, se probd el efecto de la longitud de la secuencia
donante sobre la frecuencia de recombinacion dirigida. Se transfectaron células T18 con las dos ZFP-nucleasas, y
se indujo la expresién de eGFP con doxiciclina, como en el Ejemplo 11. Las células también se transfectaron con
tanto el plasmido pCR(R)4-TOPO-GFPdonante5 (Figura 28) que contiene un inserto de eGFP de 734 pb (Figura 29)
como en el Ejemplo 11, como un plasmido similar que contiene un inserto de secuencia de 1527 pb (Figura 32)
homologo al gen eGFP cromosdmico mutado. Adicionalmente, se evalué el efecto de la parada de G2 con nocodazol
sobre la frecuencia de recombinacién.

En un segundo experimento, se compararon longitudes del donante de 0,7, 1,08 y 1,5 kpb. Se transfectaron células
T18 con 50 ng de los plasmidos de expresion 287-Fokl y 296-Fokl (Ejemplo 7, Tabla 12) y 500 ng de donantes de
0,7 kpb, 1,08 kpb o 1,5 kpb, como se describe en el Ejemplo 11. Cuatro dias después de la transfeccion, las células
se ensayaron para la correccion del gen eGFP defectuoso por FACS, monitorizando la fluorescencia de GFP.

Los resultados de estos dos experimentos, mostrados en la Tabla 16, muestran que secuencia donante mas larga

aumenta la frecuencia de recombinacion dirigida (y, por tanto, de correccidn génica) y confirman que la parada de
las células en la fase G2 del ciclo celular también aumenta la frecuencia de recombinacion dirigida.
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Tabla 16: Efecto de la longitud del donante y parada del ciclo celular sobre la frecuencia de recombinacién

dirigida
. Experimento 1 Concentracion Nocodazol: .
Longitud donante (kb) Experimento 2
0 ng/ml 100 ng/ml
0.7 1.41 5.84 1.2
1.08 No dona No dona 2.2
1.5 2.16 8.38 2.3

Nota: Los numeros representan el porcentaje de fluorescencia total en la regién E del trazo de FACS (véase el
Ejemplo 11) que es una indicacidon de la fracciéon de células que han experimentado recombinacion dirigida para
corregir el gen eGFP cromosémico defectuoso.

Ejemplo 14: Edicién del gen IL-2Ry humano endégeno por escision dirigida y recombinacion usando
nucleasas de dedos de cinc

Se construyeron dos vectores de expresion, codificando cada uno una ZFP-nucleasa dirigida al gen IL-2Ry humano.
Cada ZFP-nucleasa contuvo un dominio de union de ADN basado en proteinas de dedos de cinc (véase la Tabla 17)
fusionado con el dominio de nucleasa de la enzima de restriccion de tipo IIS Fokl (aminoacidos 384-579 de la
secuencia de Looney et al., (1989) Gene 80:193-208) mediante un conector de ZC de cuatro aminoacidos (véase el
Ejemplo 4). Las nucleasas se disefiaron para unirse a posiciones en el exén 5 del gen IL-2Ry cromosémico que
rodea los codones 228 y 229 (un punto caliente mutacional en el gen) y para introducir una rotura bicatenaria en el
ADN entre sus sitios de union.

Tabla 17: Disefos de dedos de cinc para el exén 5 del gen IL-2Ry

Secuencia Objetivo | F1 F2 F3 F4

ACTCTGTGGAAG

(SEC ID NO: 152)
5-8G

RSDNLSV (SEQ ID
NO:153)

RNAHRIN (SEQ ID
NO:154)

RSDTLSE (SEQ ID
NO:155)

ARSTRTN (SEQ ID
NO:156)

AAAGCGGCTCCG
(SEC ID NO: 157)
5-9D

RSDTLSE (SEQ ID
NO:158)

ARSTRTT (SEQ ID
NO:159)

RSDSLSK (SEQ ID
NO:160)

QRSNLKV (SEQ ID
NO:161)

Nota: Las secuencias de aminoacidos de dedos de cinc mostradas anteriormente (en el codigo de una letra)
representan los residuos -1 a +6, con respecto al inicio de la porcién de hélice alfa de cada dedo de cinc. El dedo

11 es el mas préximo al extremo amino de la proteina.

La porcién de unién a ADN completa de cada una de las endonucleasas quiméricas fue del siguiente modo:
Nucleasa dirigida a ACTCTGTGGAAG (SEC ID N°: 152)

MAERPFQCRICMRNFSRSDNLSVHIRTHTGEKPFACDICGRKFARNAH
RINHTKIHTGSQKPFQCRICMRNFSRSDTLSEHIRTHTGEKPFACDICGRKFAA |
RSTRTNHTKIHLRGS (SEQ ID NO:162)

Nucleasa dirigida a AAAGCGGCTCCG (SEC ID N°: 157)

MAERPFQCRICMRNFSRSDTLSEHIRTHTGEKPFACDICGRKFAARSTRTTHTK
THTGSQKPFQCRICMRNFSRSDSLSKHIRTHTGEKPFACDICGRKFAQRSNLKYV
HTKIHLRGS (SEQ ID NO:163) | g

Se transfectaron células 293 de rifion embrionario humano (Lipofectamine 2000; Invitrogen) con dos construcciones
de expresién, codificando cada una una de las ZFP-nucleasas descritas en el parrafo precedente. Las células
también se transfectaron con una construccion donante que lleva como inserto un fragmento de 1.543 pb del locus
de IL-2Ry correspondiente a las posiciones 69195166-69196708 de la hebra “menos” del cromosoma X (publicacion
del genoma humano de UCSC de julio de 2003), en el vector pCR4Blunt Topo (Invitrogen). La secuencia de
insercion de IL-2Ry contuvo las dos siguientes mutaciones puntuales en la secuencia del exén 5 (subrayada):

FRVRSRFNPLCGS(SEC ID N°: 164)
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TTTCGTGTTCGGAGCCGGTTTAACCCGCTCTGTGGAAGT (SEC ID N°: 165)

La primera mutacion (CGC—CGG) no cambia la secuencia de aminoacidos (linea superior) y sirve para afectar
adversamente la capacidad de la ZFP-nucleasa para unirse al ADN donante, y a ADN cromosémico tras la
recombinacion. La segunda mutacién (CCA—CCG) no cambia la secuencia de aminoacidos y crea un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion BsrBI.

Se usaron tanto 50 como 100 nanogramos de construccion de expresion de ZFP-nucleasa y 0,5 6 1 microgramo de
la construccion donante por transfecciones duplicadas. También se realizaron los siguientes experimentos de
control: transfeccién con un plasmido de expresién que codifica la proteina eGFP; transfeccién con construccion
donante solo; y transfeccion con plasmidos que expresan las ZFP-nucleasas solo. Veinticuatro horas después de la
transfeccion, se afadioé vinblastina (Sigma) a concentracion final 0,2 yM a una muestra en cada conjunto de
duplicados, mientras que la otra sigui6 sin tratar. La vinblastina afecta la capacidad de las células para ensamblar el
huso mitético y, por tanto, actia de un potente agente de parada de G». Este tratamiento se realizé para potenciar la
frecuencia de direccionamiento debido a que la via de reparacion de la rotura bicatenaria dirigida por homologia es
mas activa que la union de extremos no homadlogos en la fase G del ciclo celular. Tras un periodo de tratamiento de
48 h con vinblastina 0,2 yM, el medio de crecimiento se sustituyd, y las células se dejaron recuperar del tratamiento
con vinblastina durante 24 horas adicionales. Entonces se aisl6 ADN gendmico de todas las muestras de células
usando el kit DNEasy Tissue (Qiagen). Entonces se ensayaron quinientos nanogramos de ADN genémico de cada
muestra para la frecuencia de direccionamiento génico, probando la presencia de un nuevo sitio BsrBl en el locus
cromosomico de IL-2Ry, usando el ensayo descrito esquematicamente en la Figura 33.

En resumen, se realizaron 20 ciclos de PCR usando los cebadores mostrados en la Tabla 18, cada uno de los
cuales se hibrida con el locus cromosémico de IL-2Ry inmediatamente fuera de la region homdloga con la secuencia
donante de 1,5 kb. Se incluyeron veinte microcuries de cada uno de o->?P-dCTP y a-?P-dATP en cada reaccion de
PCR para permitir la deteccién de productos de PCR. Las reacciones de PCR se desalaron sobre una columna G-50
(Amersham) y se digirieron durante 1 hora con 10 unidades de BsrBl (New England Biolabs). Los productos de
digestion se resolvieron sobre un gel al 10 % de poliacrilamida no desnaturalizante (BioRad) y el gel se seco y se
autorradiografié (Figura 34). Ademas del producto de PCR principal, correspondiente al fragmento amplificado de
1,55 kb del locus IL-2Ry (“wt” en la Figura 34), se observo una banda adicional (“rflp” en la Figura 34) en carriles
correspondientes a muestras de células que se transfectaron con la construccion de ADN donante y ambas
construcciones de ZFP-nucleasa. Esta banda adicional no apareci6 en ninguno de los carriles de control, que indica
que la recombinacion facilitada por ZFP-nucleasa de la secuencia donante que contiene RFLP de BsrBl en el
cromosoma se produjo en este experimento.

Experimentos adicionales, en los que cantidades traza de una secuencia de ADN de IL-2Ry que contiene RFLP se
afadieron a ADN genémico humano (que contiene el gen IL-2Ry no mutante), y la mezcla resultante se amplifico y
sometio a digestion con una enzima de restriccion que escinde en el RFLP, han indicado que tan solo el 0,5 % de la
secuencia que contiene RFLP puede detectarse cuantitativamente usando este ensayo.

Tabla 18: Oligonucleétidos para el analisis del gen IL-2Ry humano

Oligonucleétido Secuencia
Ex5_1.5detF1 GATTCAACCAGACAGATAGAAGG (SEC ID NO:166)
Ex5_1.5detR1 TTACTGTCTCATCCTTTACTCC (SEC ID NO:167)

Ejemplo 15: Recombinacion dirigida en el locus IL-2Ry en células K562

K562 es una linea celular derivada de leucemia mielégena cronica humana. Las proteinas usadas para la escision
dirigida fueron fusiones de Fokl con los dominios de union de ADN de dedos de cinc 5-8G y 5-9D (Ejemplo 14, Tabla
17). La secuencia donante fue el fragmento de 1,5 kpb del gen IL-2Ry humano que contiene un sitio BsrBI
introducido por mutacion, descrito en el Ejemplo 14.

Se cultivaron células K562 en medio RPMI 1640 (Invitrogen) complementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS)
(Hyclone) y L-glutamina 2 mM. Todas las células se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera de 5 % de CO.. Estas
células se transfectaron por Nucleofection™ (disolucién V, Programa T16) (Amaxa Biosystems), segun el protocolo
del fabricante, transfectando 2 millones de células por muestra. Los ADN para la transfeccion, usados en diversas
combinaciones como se describen mas adelante, fueron un plasmido que codifica la endonucleasa de fusién de ZFP
5-8G-Fokl, un plasmido que codifica la endonucleasa de fusiéon de ZFP 5-9D-Fokl, un plasmido que contiene la
secuencia donante (descrito anteriormente y en el Ejemplo 14) y el vector peGFP-N1 (BD Biosciences) usado como
control.

En el primer experimento, las células se transfectaron con diversos plasmidos o combinaciones de plasmidos como
se muestra en la Tabla 19.
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Tabla 19
Muestra #
p-eGFP-N1 p5-8G p5-9D Donante vinblastina
Muestra #
Muestra # p-eGFP-N1 | p5-8G | p5-9D | Donante | vinblastina

Muestra #
1 5mg - - - -
2 - - - 50 mg -
3 - - - 50 mg Si
4 - 10mg | 10 mg - -
5 - 5mg 5mg 25 mg -
6 - 5mg 5mg 25 mg Si
7 - 7.5mg | 7.5mg 25 mg -

Se expusieron céllftlas—t-ltafadas cdn ‘,'ir'h';e*ina a ‘,'E.Z'E'ﬂgn 075 37\ 44 h%?arggdneg ues dnslia transfeccion durante 30

horas. Las células'se recdyieron, 'se lavaron dos'véceson PBSyse voiersh a sembrar en medio de crecimiento.
Las células se recogieron 4 dias después de la transfeccion para el analisis de ADN gendmico.

Se extrajo ADN gendmico de las células usando el kit DNEasy (Qiagen). Se usaron cien nanogramos de ADN
gendémico de cada muestra en una reaccion de PCR con los siguiente cebadores:

Exdn 5 directo: GCTAAGGCCAAGAAAGTAGGGCTAAAG (SEC ID N°: 168)
Exdn 5 inverso: TTCCTTCCATCACCAAACCCTCTTG (SEC ID N°: 169)

Estos cebadores amplifican un fragmento de 1.669 pb del cromosoma X correspondiente a las posiciones 69195100-
69196768 sobre la hebra “-” (publicacion del genoma humano de UCSC de julio de 2003) que contiene el exén 5 del
gen IL-2Ry. La amplificacion de ADN gendmico que ha experimentado recombinacion homologa con el ADN donante
da un producto que contiene un sitio BsrBl; mientras que el producto de amplificacién de ADN gendémico que no ha
experimentado recombinacion homdloga con ADN donante no contendra este sitio de restriccion.

Se incluyeron diez microcuries de cada uno de o-?PdCTP y a-*PdATP en cada reaccion de amplificacion para
permitir la visualizacién de productos de reaccién. Tras 20 ciclos de PCR, la reaccion se desalé sobre una columna
Sephadex G-50 (Pharmacia) y se digirio con 10 unidades de BsrBl (New England Biolabs) durante 1 hora a 37 °C.
Entonces, la reaccioén se resolvio sobre 10 % de PAGE no desnaturalizante, se secé y se expuso a una pantalla de
Phosphorimager.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 35. Cuando las células se transfectaron con el
plasmido GFP de control, plasmido donante solo, o los dos plasmidos que codifican ZFP en ausencia de donante, no
estuvo presente sitio BsrBl en el producto de amplificacién, como se indica por la ausencia de la banda marcada
“rflp” en los carriles correspondientes a estas muestras en la Figura 35. Sin embargo, el ADN genémico de células
que se transfectaron con el plasmido donante y ambos plasmidos que codifican ZFP contuvieron el sitio BsrBI
introducido por recombinaciéon homéloga con el ADN donante (banda marcada “rflp”). La cuantificacion del
porcentaje de sefial representada por el ADN que contiene RFLP, mostrada en la Figura 35, indicé que, bajo
condiciones 6ptimas, hasta el 18 % de todos los genes IL-2Ry en la poblacién de células transfectadas se alteraron
por recombinacion homaloga.

Se realiz6 un segundo experimento segun el protocolo que se acaba de describir, excepto que las células se
expandieron durante 10 dias después de la transfeccion. Los ADN usados para la transfeccion se muestran en la
Tabla 20.

Tabla 20

Muestra # p-eGFP-N1 | p5-8G | p5-9D | Donante | vinblastina
1 50 mg - - - -
2 - - - 50 mg -
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Muestra # p-eGFP-N1 | p5-8G | p5-9D | Donante | vinblastina
3 - - - 50 mg Si
4 - 7.5mg | 7.5mg - -
8] - 5mg 5mg 25 mg -
6 - 5mg 5mg 25 mg Si
7 - 7.5mg | 7.5mg 50 mg -
8 - 7.5mg | 7.5mg 50 mg Si

El analisis de la digestion con BsrBl de ADN amplificado, mostrado en la Figura 36, demostré de nuevo que hasta el
18 % del los genes IL-2Ry habian experimentado alteracion de secuencia mediante recombinacion homadloga,
después de muiltiples rondas de division celular. Asi, los eventos de recombinacion dirigida son estables.

Ademas, se analiz6 ADN de células transfectadas en este segundo experimento por transferencia Southern. Para
este analisis, se digirieron doce microgramos de ADN gendémico de cada muestra con 100 unidades de EcoRI, 50
unidades de BsrBl y 40 unidades de Dpnl (todos de New England Biolabs) durante 12 horas a 37 °C. Esta digestion
genera un fragmento de Eco Rl de 7,7 kpb del gen nativo IL-2Ry (que carece de un sitio BsrBl) y fragmentos de 6,7 y
1,0 kpb de un gen IL-2Ry cromosémico cuya secuencia ha sido alterada, por recombinacién homologa, para incluir el
sitio BsrBl. Se incluyé Dpnl, una enzima de restriccion dependiente de la metilacion, para destruir el ADN donante
metilado en dam. EI ADN genémico de células K562 sin metilar es resistente a digestion con Dpnl.

Tras la digestion, el ADN gendmico se purificd por extracciéon con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol, se
resuspendié en tampon TE y se resolvio sobre un gel al 0,8 % de agarosa junto con una muestra de ADN gendémico
digerido con EcoRI y Sphl para generar un marcador de tamafo. El gel se proceso para la transferencia alcalina tras
el procedimiento convencional y se transfiri6 ADN a una membrana de nailon (Schleicher & Schuell). Entonces se
realizo la hibridacién a la transferencia usando un fragmento radiomarcado del locus IL-2Ry correspondiente a las
posiciones 69198428-69198769 de la hebra “-” del cromosoma X (publicacién del genoma humano de UCSC de julio
de 2003). Esta region del gen esta fuera de la region homoéloga al ADN donante. Después de la hibridacion, la
membrana se expuso a una placa Phosphorlmager y los datos se cuantificaron usando software de Molecular
Dynamics. La alteracion de la secuencia de IL-2Ry cromosémica se midié analizando la intensidad de la banda
correspondiente al fragmento EcoRI-BsrBl (flecha préoxima a la autorradiografia; sitio BsrBl indicado por triangulo
relleno en el mapa encima de la autorradiografia).

Los resultados, mostrados en la Figura 37, indican que hasta el 15 % de las secuencias de IL-2Ry cromosdmicas se
alteraron por recombinacion homologa, confirmando asi los resultados obtenidos por analisis por PCR de que el
evento de recombinacion dirigido fue estable a través de mudltiples rondas de division celular. Los resultados de
transferencia Southern también indican que los resultados mostrados en la Figura 36 no produjeron un artefacto de
amplificacion.

Ejemplo 16: Recombinacion dirigida en el locus IL-2Ry en citoblastos hematopoyéticos positivos para CD34

Las enfermedades genéticas (por ejemplo, inmunodeficiencia combinada grave (IDCG) y anemia drepanocitica)
pueden tratarse por correccion mediada por recombinacién homodloga de la alteracion de la secuencia de ADN
especifica responsable de la enfermedad. En ciertos casos, la eficiencia maxima y la estabilidad del tratamiento
resultarian de la correccion del defecto genético en una célula pluripotente. Para este fin, este ejemplo demuestra la
alteracion de la secuencia del gen IL-2Ry en células de médula ésea positivas para CD34 humanas. Las células
CD34" son citoblastos hematopoyéticos pluripotenciales que dan lugar a los linajes eritroide, mieloide y linfoide.

Se compraron células CD34 humanas derivadas de la médula 6sea de AllCells, LLC y se transportaron como
disoluciones madre congeladas. Estas células se descongelaron y se dejo que reposaran durante 2 horas a 37 °C en
una atmosfera de 5 % de CO2 en medio RPMI 1640 (Invitrogen) complementado con 10 % de suero bovino fetal
(FBS) (Hyclone) y L-glutamina 2 mM. Se transfectaron muestras de células (1x10° o 2x10° células) por
Nucleofection™ (Amaxa Biosystems) usando el kit Human CD34 Cell Nucleofector™, segun el protocolo del
fabricante. Después de la transfeccion, las células se cultivaron en medio RPMI 1640 (Invitrogen) complementado
con 10 % de FBS, L-glutamina 2 mM, 100 ng/ml de factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), 100
ng/ml de factor de citoblastos (SCF), 100 ng/ml de trombopoyetina (TPO), 50 ng/ml de ligando FIt3 y 20 ng/ml de
interleucina-6 (IL-6). El inhibidor de caspasa zZVAD-FMK (Sigma-Aldrich) se afiadié a una concentracion final de 40
uM en el medio de crecimiento inmediatamente después de la transfeccidn para bloquear la apoptosis. Se anadio
inhibidor de caspasa adicional 48 horas después a una concentracion final de 20 uM para prevenir adicionalmente la
apoptosis. Estas células se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera de 5 % de CO; y se recogieron 3 dias después
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Los nimeros de células y ADN usados para la transfeccion se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21
Muestra # células p-eGFP-N11 Donante? p5-8G3 p5-9D3
1 1x10° 5 ug - - -
2 2x10° - 50 ug - -
3 2x10° - 50 ug 7.5ug 7.5ug

1. Esto es un plasmido de control que codifica una proteina verde fluorescente potenciada.

2. El ADN donante es un fragmento de 1,5 kpb que contiene secuencias del exén 5 del gen IL-2Ry con un sitio
BsrBl introducido (véase el Ejemplo 14).

3. Estos son plasmidos que codifican fusiones de Fokl con los dominios de unién de ADN de dedos de cinc 5-8G y
5-9D (véase la Tabla 17).

Se extrajo ADN gendmico de las células usando el kit de purificacion de ADN MasterPure (Epicentre). Debido a la
presencia de glicégeno en el precipitado, la cuantificacion precisa de este ADN usado como entrada en la reaccion
de PCR es imposible; los calculos estimados usando analisis de geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio
indican que se usaron aprox. 50 ng de ADN en cada muestra. Entonces se realizaron treinta ciclos de PCR usando
los siguientes cebadores, cada uno de los cuales se hibrida con el locus IL-2Ry cromosémico inmediatamente fuera
de la region homologa al donante de 1,5 kb: ex5_1,5detF3 GCTAAGGCCAAGAAAGTAGGGCTAAAG (SEC ID Ne:
170) ex5_1,5detR3 TTCCTTCCATCACCAAACCCTCTTG (SEC ID N°: 171)

Se incluyeron veinte microcuries de cada uno de o-2P-dCTP y o-?P-dATP en cada reaccion de PCR para permitir
la deteccion de productos de PCR. Para proporcionar una referencia de cuantificacion en gel, se exploté la
existencia de un SNP que se produce espontaneamente en el exén 5 del gen IL-2Rgamma en células Jurkat: este
SNP crea un RFLP que destruye un sitio Maell que esta presente en ADN humano normal. Por tanto, se cre6 un
patrén de referencia afiadiendo 1 6 10 nanogramos de ADN gendmico humano normal (obtenido a partir de
Clontech, Palo Alto, CA) a 100 6 90 ng de ADN genémico de Jurkat, respectivamente, y realizando la PCR como se
ha descrito anteriormente. Las reacciones de PCR se desalaron sobre una columna G-50 (Amersham) y se digirieron
durante 1 hora con enzima de restriccion: se digirieron muestras experimentales con 10 unidades de BsrBl (New
England Biolabs); las reacciones “patron de referencia” se digirieron con Maell. Los productos de digestion se
resolvieron en PAGE al 10 % no desnaturalizante (BioRad), el gel se seco y se analizé por exposicion a una placa de
Phosphorimager (Molecular Dynamics).

Los resultados se muestran en la Figura 38. Ademas del producto de PCR principal, correspondiente al fragmento de
1,6 kb del locus IL-2Ry (“wt” en el panel derecho de la Figura 38), se observé una banda adicional (marcada “rflp”) en
carriles correspondientes a muestras de células que se transfectaron con plasmidos que codifican tanto ZFP-
nucleasas como la construccion de ADN donante. Esta banda adicional no aparecioé en los carriles de control, de
acuerdo con la idea de que la ZFP-nucleasa ayudé en el direccionamiento génico del exén 5 del gen de la cadena
gamma comun producido en este experimento.

Aunque la cuantificacion precisa de la tasa de direccionamiento se complica por la proximidad de la banda de RFLP
a la banda no mutante; se estimd que la frecuencia dirigida, por comparacion con el patron de referencia (panel
izquierdo), estaba entre 1-5 %.

Ejemplo 17: Efectos de la homologia donante-diana

Se examiné el efecto, sobre la frecuencia de recombinacion homologa, del grado de homologia entre la secuencia
de ADN donante y la cromosémica con la que se recombina en la linea celular T18, descrita en el Ejemplo 9. Esta
linea contiene un gen eGFP defectuoso cromosdmicamente integrado, y el ADN donante contiene cambios de
secuencia, con respecto al gen cromosomico, que corrigen el defecto.

Por consiguiente, la secuencia donante descrita en el Ejemplo 10 se modificd, por mutagénesis por PCR, para
generar una serie de construcciones donantes de ~700 pb con diferentes grados de no homologia con la diana.
Todos los donantes modificados contuvieron cambios de secuencia que corrigieron el defecto en el gen eGFP
cromosomico y contuvieron mutaciones silenciosas adicionales (mutaciones de ADN que no cambian la secuencia
de la proteina codificada) insertadas en la region codificante que rodea el sitio de escisidon. Estas mutaciones
silenciosas tuvieron la intencién de prevenir la unién a, y escision de, la secuencia donante por las fusiones de dedo
de cinc-dominio de escision, reduciendo asi la competicion entre la diana cromosoémica prevista y el plasmido
donante por la unién por las nucleasas quiméricas. Ademas, tras la recombinacion homoéloga, se minimizaria la
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capacidad de las nucleasas quiméricas para unirse y re-escindir las secuencias cromosomicas recientemente
insertadas (y que posiblemente estimulan otra ronda de recombinacién, o que producen la unién de extremos no
homologos u otras alteraciones conducidas por la rotura bicatenaria del genoma).

Se probaron cuatro secuencias donantes diferentes. El donante 1 contiene 8 desapareamientos con respecto a la
secuencia diana de eGFP defectuosa cromosémica, el donante 2 tiene 10 desapareamientos, el donante 3 tiene 6
desapareamientos y el donante 5 tiene 4 desapareamientos. Obsérvese que la secuencia donante 5 es idéntica a la
secuencia de eGFP no mutante, pero contiene 4 desapareamientos con respecto a la secuencia de eGFP
cromosomica defectuosa en la linea celular T18. La Tabla 22 proporciona la secuencia de cada donante entre los
nucledtidos 201-242. Los nucleétidos que son divergentes de la secuencia del gen eGFP defectuoso integrado en el
genoma de la linea celular T18 se muestran en negrita y subrayados. También se muestran las secuencias
correspondientes del gen eGFP cromosémico defectuoso (GFP mut) y el gen eGFP normal (GFP wt).

Tabla 22
Donante | Secuencia SEC ID NO.
Donante1 | CTTCAGCCGCTATCCAGACCACATGAAACAACACGACTTCTT 172
Donante2 | CTTCAGCCGGTATCCAGACCACATGAAACAACATGACTTCTT 173
Donante3 | CTTCAGCCGCTACCCAGACCACATGAAACAGCACGACTTCTT 174
Donante5 | CTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTT 175
GFP mut | CTTCAGCCGCTACCCCTAACAC---GAAGCAGCACGACTTCTT 176
GFP wt CTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTT 177

Se transfecto la linea celular T18, como se ha descrito en el Ejemplo 11, con 50 ng de las construcciones de
expresion 287-Fokl y 296-Fokl (Ejemplo 7 y Tabla 12) y 500 ng de cada construccion donante. Se realiz6 analisis de
FACS como se ha descrito en el Ejemplo 11.

Los resultados, mostrados en la Tabla 23, indican que una disminucién del grado de desapareamiento entre la
secuencia donante y cromosomica diana (es decir, elevada homologia) produce una elevada frecuencia de
recombinacion homoéloga como se evalla por restauracion de la funciéon de GFP.

Tabla 23'
Donante # Diferencias Porcentaje de células de gen con eGFP corregido®
Donante 2 10 0.45%
Donante 1 8 0.53%
Donante 3 6 0.89%
Donante 5 4 1.56%

1: Células T18, que contienen un gen eGFP cromosémico defectuoso, se transfectaron con plasmidos que
codificaban dos ZFP-nucleasas y con plasmidos donantes que codifican una secuencia de eGFP no defectuosa
que tiene diferentes nUmeros de desapareamientos de secuencia con la secuencia diana cromosémica. La
expresion del gen eGFP cromosémico se indujo con doxiciclina y el analisis de FACS se realizé 5 dias después
de la transfeccion.

2: El ndmero es el porcentaje de fluorescencia total que presenta alta emision a 525 nm y baja emisiéon a 570 nm
(region E del trazo de FACS).

Los resultados anteriores muestran que los niveles de recombinacién homoéloga aumentan disminuyendo el grado de
divergencia de secuencias diana-donante. Sin desear cefiirse a teoria particular alguna o proponer un mecanismo
particular, se observa que la mayor homologia entre el donante y la diana facilitaria la recombinacion homaéloga
aumentando la eficiencia por la que la maquinaria de recombinacién homologa celular reconoce la molécula donante
como molde adecuado. Alternativamente, un aumento en la homologia del donante con la diana podria también
conducir a escision del donante por las ZFP-nucleasas quiméricas. Un donante escindido podria ayudar a facilitar la
recombinacion homoéloga aumentando la tasa de invasion de hebras o podria ayudar en el reconocimiento del
extremo del donante escindido como estiramiento homologo de ADN durante la busqueda de homologia por la
magquinaria de recombinacién homoéloga. Ademas, estas posibilidades no son mutuamente exclusivas.

Ejemplo 18: Preparacion de ARNip
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Para probar si la disminucion de los niveles celulares de proteinas que participaron en la uniéon de extremos no
homologos (NHEJ) facilita la recombinacion homadloga dirigida, se realizé un experimento en el que los niveles de la
proteina Ku70 se disminuyeron mediante inhibicion de ARNip. Se generaron moléculas de ARNip dirigidas al gen
Ku70 por transcripcion de ADNc de Ku70, seguido de escision del transcrito bicatenario con la enzima Dicer.

Brevemente, se us6 un conjunto de ADNc generado a partir de células 293 y U20S en cinco reacciones de
amplificacion separadas, cada una usando un conjunto diferente de cebadores de amplificacion especificos para el
gen Ku70, para generar cinco conjuntos de fragmentos de ADNc (conjuntos A-E), que oscilan en tamafio de 500-750
pb. Los fragmentos en cada uno de estos cinco conjuntos se reamplificaron entonces usando cebadores que
contienen el elemento promotor de la ARN polimerasa de bacteriéfago T7, usando de nuevo un conjunto diferente de
cebadores para cada conjunto de ADNc. La generacion de ADNc y las reacciones de PCR se realizaron usando el
sistema de ADNc Superscript Choice y polimerasa de alta fidelidad Platinum Taqg (ambos de Invitrogen, Carlsbad,
CA), segun los protocolos y recomendaciones del fabricante.

Cada uno de los conjuntos de ADN amplificado se transcribié entonces in vitro con ARN polimerasa del bacteriéfago
T7 para generar cinco conjuntos (A-E) de ARN bicatenario (ARNbc), usando el kit de transcripcion in vifro RNAMAXX
(Stratagene, San Diego, CA) segun las instrucciones del fabricante. Después de la precipitacion con etanol, el ARN
en cada uno de los conjuntos se resuspendid y se escindié in vitro usando la enzima Dicer recombinante
(Stratagene, San Diego, CA) segun las instrucciones del fabricante. Se purificaron productos de ARNip de 21-23 pb
en cada uno de los cinco conjuntos por un método de dos etapas, usando primero una columna Microspin G-25
(Amershan), seguido de una columna Microcon YM-100 (Amicon). Cada conjunto de productos de ARNip se
transfecto transitoriamente en la linea celular T7 usando Lipofectamine 2000°.

Se realizaron transferencias Western para ensayar la eficacia relativa de los conjuntos de ARNip en la supresion de
la expresiéon de Ku70 aproximadamente 3 dias después de la transfeccion. Brevemente, se lisaron células y se
rompieron usando tampén RIPA (Santa Cruz Biotechnology), y se homogeneizaron pasando los lisados a través de
un QIlAshredder (Qiagen, Valencia, CA). Entonces, los lisados clarificados se trataron con tampdn de muestra de
SDS-PAGE (con B-mercaptoetanol usado como agente reductor) y se hirvieron durante 5 minutos. Entonces se
resolvieron muestras sobre un gel NUPAGE al 4-12 % de gradiente y se transfirieron sobre una membrana de PVDF.
La porcidn superior de la transferencia se expuso a un anticuerpo anti-Ku70 (Santa Cruz sc-5309) y la porcion
inferior se expuso a un anticuerpo anti-TF 1B (Santa Cruz sc-225, usado como control de entrada). Entonces, la
transferencia se expuso a anticuerpo secundario de cabra anti-ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante y
se proceso para deteccion electroquimioluminiscente (ECL) usando un kit de Pierce Chemical Co. segun las
instrucciones del fabricante.

La Figura 39 muestra resultados representativos tras la transfeccion de dos de los conjuntos de ARNip (conjuntos D
y E) en células T7. La transfeccion con 70 ng de ARNip E produce una disminucion significativa en los niveles de
proteina Ku70 (Figura 39, carril 3).

Ejemplo 19: Aumento de la frecuencia de recombinacion homoéloga por inhibicion de la expresion de una
proteina que participa en la unién de extremos no homélogos

La reparacion de una rotura bicatenaria en ADN gendmico puede avanzar a lo largo de dos vias celulares diferentes;
recombinacion homologa (HR) o unién de extremos no homologos (NHEJ). Ku70 es una proteina que participo en
NHEJ, que se une a los extremos de ADN libres resultantes de una rotura bicatenaria en el ADN gendémico. Para
probar si la reduccién de la concentracién intracelular de una proteina que participa en NHEJ aumenta la frecuencia
de HR, se usaron ARN interferentes pequefios (ARNip), preparados como se describe en Ejemplo 18, para inhibir la
expresion del ARNm de Ku70, reduciendo asi los niveles de proteina Ku70, en células co-transfectadas con ADN
donante y con plasmidos que codifican nucleasas quiméricas.

Para estos experimentos, se usé la linea celular T7 (véase el Ejemplo 9 y la Figura 27). Estas células contienen un
gen eGFP defectuoso cromosémicamente integrado, pero se ha observado que presentan menores niveles de
recombinacion homoéloga dirigida que la linea celular T18 usada en los Ejemplos 11-13.

Se transfectaron células T7, como se ha descrito en el Ejemplo 11, con tanto 70 como 140 ng de uno de dos
conjuntos de producto Dicer que se dirige a Ku70 (véase el Ejemplo 18). Se realizaron analisis de transferencia de
proteina sobre extractos derivados de las células transfectadas para determinar si el tratamiento de células con
ARNip produjo una disminucion en los niveles de la proteina Ku70 (véase el ejemplo previo). La Figura 39 muestra
que los niveles de la proteina Ku70 se redujeron en células que se habian tratado con 70 ng de ARNip del conjunto
E.

Se co-transfectaron muestras celulares separadas en el mismo experimento con 70 6 140 ng de ARNip (conjunto D
o conjunto E) junto con 50 ng de cada una de las construcciones de expresion 287-Fokl y 296-Fokl (Ejemplo 7 y
Tabla 12) y 500 ng del donante de GFP de 1,5 kpb (Ejemplo 13), para determinar si la reduccién de los niveles de
Ku70 aumento la frecuencia de recombinacion homologa. El protocolo experimental se describe en la Tabla 24. La
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restauracion de la actividad de eGFP, debido a recombinacién homologa, se ensayé por analisis de FACS como se
describe en el Ejemplo 11.

Tabla 24
Expt. # Donante' ZFNs? SiRNA® % correccion®

1 500 ng - - 0.05

2 - 50 ng cada uno - 0.01

3 500 ng 50 ng cada uno - 0.79

4 500 ng 50 ng cada uno 70 ng conjunto D 0.68

5 500 ng 50 ng cada uno 140 ng conjunto D 0.59

6 500 ng 50 ng cada uno 70 ng conjunto E 1.25

7 500 ng 50 ng cada uno 140 ng conjunto E 0.92
1. Un plasmido que contiene una secuencia de 1,5 kpb que codifica un proteina eGFP funcional que es homdloga
al gen eGFP defectuoso cromosémicamente integrado
2. Plasmidos que codifican las endonucleasas de fusion de proteina de dedo de cinc /Fokl 287 y 296 dirigidas a
eGFP
3. Véase el Ejemplo 18
4. Porcentaje de la fluorescencia total que presenta alta emision a 525 nm y baja emisién a 570 nm (region E del
trazo de FACS, véase el Ejemplo 11).

El porcentaje de correccion del gen eGFP defectuoso en las células T7 transfectadas (indicativo de la frecuencia de
recombinacion homadloga dirigida) se muestra en la columna derecha de la Tabla 24. La mayor frecuencia de
recombinacion dirigida se observa en el Experimento 6, en el que se transfectaron células con ADN donante,
plasmidos que codifican las dos nucleasas de fusion dirigidas a eGFP y 70 ng del conjunto E de ARNip. Referencia
al Ejemplo 18 y Figura 39 indica que 70 ng de ARNip del conjunto E redujeron significativamente los niveles de
proteina Ku70. Asi, pueden usarse métodos que reducen los niveles celulares de proteinas que participaron en
NHEJ como un medio para facilitar la recombinacién homologa.

Ejemplo 20: Nucleasas de fusion de dedos de cinc-Fokl dirigidas al gen de la -globina humana

Se disefaron varios dominios de unién a ADN de dedos de cinc de cuatro dedos, dirigidos al gen de la pB-globina
humana, y se construyeron plasmidos que codificaban cada dominio de dedos de cinc, fusionados con un medio
dominio de escision de Fokl. Cada dominio de dedos de cinc contuvo cuatro dedos de cinc y reconocié un sitio diana
de 12 pb en laregion del gen de la B-globina humana que codifica la mutacion responsable de la anemia
drepanocitica. Se evalu¢ la afinidad de unién de cada una de estas proteinas por su secuencia diana, y se usaron
cuatro proteinas que presentan fuerte unién (sca-r29b, sca-36a, sca-36b y sca-36¢c) para la construccion de
endonucleasas de fusion de Fokl.

Los sitios diana de los dominios de unién de ADN de ZFP, alineados con la secuencia del gen de la B-globina
humana, se muestran a continuacion. El codén de inicio de la traduccion (ATG) esta en negrita y subrayado, ya que
es la sustitucion A-T que causa la anemia drepanocitica.

sca-36a GAAGTCTGCCGT (SEQ ID NO:178)

sca-36b GAAGTCEGCCGTT (SEQ ID
NO:179) :

sca-36¢c GAAGTCLEGCCGTT {SEQ ID
NO:180) '

CAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGIGGAGAAGTCTGCCGTTACTG
’ GTTTGTCTGTGGTACCACGTAGACTGAGGAC&CCTCTTCAGACGGCAATGAC (SEQ ID

NO:181) . .

sca-r29b ACGTAGaCTGAGG . (SEQ ID NO:182)

Se muestran secuencias de aminoacidos de las regiones de reconocimiento de los dedos de cinc en estas cuatro
proteinas en la Tabla 25. Las secuencias de aminoacidos completas de estos dominios de dedos de cinc se
muestran en la Figura 40. El dominio sca-36a reconoce un sitio diana que tiene 12 nucleétidos contiguos (mostrados
en mayuscula anteriormente), mientras que los otros tres dominios reconocen una secuencia de trece nucleétidos
que consiste en dos sitios diana de seis nucleétidos (mostrados en mayuscula) separados por un unico nucleétido
(mostrado en minuscula). Por consiguiente, los dominios sca-r29b, sca-36b y sca-36¢ contienen un conector entre
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Tabla 25
ZFP F1 F2 F3 F4

sca-r29b QSGDLTR (SEC ID TSANLSR (SEC ID DRSALSR (SEC ID QSGHLSR (SEC ID
NO:184) NO:185) NO:186) NO:187)

sca-36a RSQTRKT (SEC ID QKRNRTK (SEC ID DRSALSR (SEC ID QSGNLAR (SEC ID
NO:188) NO:189) NO:190) NO:191)

sca-36b TSGSLSR (SEC ID DRSDLSR (SEC ID DRSALSR (SEC ID QSGNLAR (SEC ID
NO:192) NO:193) NO:194) NO:195)

sca-36c TSSSLSR (SEC ID DRSDLSR (SEC ID DRSALSR (SEC ID QSGNLAR (SEC ID
NO:196) NO:197) NO:198) NO:199)

Ejemplo 21: Escision in vitro de una secuencia diana de ADN por endonucleasas de fusiéon de ZFP/Fokl
dirigidas a B-globina

Se probaron proteinas de fusién que contenian un medio dominio de escision de Fokl y uno de los cuatro dominios
de union de ADN de ZFP descritas en el ejemplo previo para su capacidad para escindir ADN in vitro con la
especificidad de secuencia predicha. Estos dominios de ZFP se clonaron en el vector de expresion pcDNA3.1
mediante los sitios Kpnl y BamHI y se fusionaron en marco con el dominio de escisién de Fokl mediante un conector
de ZC de 4 aminoacidos, como se ha descrito anteriormente. Se cloné un fragmento de ADN que contenia 700 pb
del gen de la B-globina humana a partir del ADN gendmico obtenido a partir de células K562. El aislamiento y
secuencia de este fragmento fue como se ha descrito en el Ejemplo 3, arriba.

Para producir endonucleasas de fusion (ZFN) para el ensayo in vitro, plasmidos circulares que codifican fusiones de
Fokl con proteina sca-r29b, sca-36a, sca-36b y sca-36¢ se incubaron en un sistema de transcripcion/traduccion in
vitro. Véase el Ejemplo 4. Se afiadié un total de 2 ul de la reaccion de TNT (2 ul de una reaccién Unica cuando una
proteina Unica estaba siendo ensayada o 1 ul de cada reaccion cuando un par de proteinas estaban siendo
ensayadas) a 13 ul de la mezcla de tampon de escision y 3 ul de sonda marcada (~1 ng/ul). La sonda se marcé en
los extremos con *2P usando polinucleétido cinasa Esta reaccion se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente
para permitir la unién de las ZFN. La escision se estimuld mediante la adicion de 8 ul de MgCl; 8 mM, se diluyd en
tampon de escision, a una concentracion final de aproximadamente 2,5 mM. La reaccién de escisién se incubd
durante 1 hora a 37 °C y se detuvo mediante la adiciéon de 11 ul de fenol/cloroformo. EI ADN se aislé por extraccion
con fenol/cloroformo y se analizé por electroforesis en gel, como se describe en el Ejemplo 4. Como control, se
analizaron 3 ul de sonda sobre el gel para marcar la migracion de ADN sin cortar (marcado “U” en la Figura 41).

Los resultados se muestran en la Figura 41. La incubacién del ADN diana con cualquier fusién de un solo dedo de
cinc/Fokl no produjo cambio en el tamario del molde de ADN. Sin embargo, la combinacion de la nucleasa sca-r29b
con cualquiera de las nucleasas sca-36b o sca-36¢ produjo la escision del ADN diana, como se demuestra por la
presencia de dos fragmentos de ADN mas cortos (mas a la derecha de los dos carriles de la Figura 41).

Ejemplo 22: Endonucleasas de fusion de ZFP/Fokl, dirigidas al gen de la B-globina, probadas en un sistema
indicador de GFP cromosémico

Se sintetizé un fragmento de ADN que contiene la secuencia del gen de la B-globina humana dirigida por las ZFN
descritas en el ejemplo 20 y se clond en un sitio Spel en un gen indicador de eGFP, alterandose asi la expresion de
eGFP. El fragmento contenido tuvo la siguiente secuencia, en la que el nucleétido responsable de la mutacion del
drepanocito esta en negrita y subrayado):

CTAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGTGGAGAAGTCTGCCGTTA
CTGCCCTAG (SEQ ID NO:200) |

Este gen eGFP alterado que contiene secuencias de B-globina insertadas se clond en pcDNA4/TO (Invitrogen,
Carlsbad, CA) usando los sitios Hindlll y Notl, y el vector resultante se transfecté en células HEK293 TRex
(Invitrogen). Se aislaron clones estables individuales y se cultivaron, y los clones se probaron para la recombinacion
homodloga dirigida transfectando cada una de las proteinas sca-36 (sca-36a, sca-36b, sca-36¢c) emparejadas con
sca-29b (véase el Ejemplo 20 y la Tabla 25 para secuencias y sitios de union de estas nucleasas quiméricas). Las
células se transfectaron con 50 ng de plasmido que codifica cada una de las ZFN y con 500 ng del donante de GFP
de 1,5 kb (Ejemplo 13). Cinco dias después de la transfeccion, las células se probaron para la recombinacion
homologa en el locus de eGFP defectuoso insertado. Inicialmente, las células se examinaron por microscopia de
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fluorescencia para la funciéon de eGFP. Las células que presentan la fluorescencia se analizaron entonces
cuantitativamente usando un ensayo de FACS para fluorescencia de eGFP, como se describe en el Ejemplo 11.

Los resultados mostraron que todas las lineas celulares transfectadas con sca-29b y sca-36a fueron negativas para
la funcién de eGFP, cuando se ensayaron por microscopia de fluorescencia. Algunas de las lineas transfectadas con
sca-29b emparejadas con tanto sca-36b como sca-36¢ fueron positivas para la expresion de eGFP, cuando se
ensayaron por microscopia de fluorescencia, y, por tanto, se analizaron adicionalmente por analisis de FACS. Los
resultados del analisis de FACS de dos de estas lineas se muestran en la Tabla 26, e indican que las nucleasas de
dedos de cinc dirigidas a secuencias de B-globina pueden catalizar la escisiéon de ADN bicatenario especifica de
secuencia para facilitar la recombinacion homologa en células vivas.

Tabla 26
ADN transfectado
Linea de célula sca-29b sca-36a sca-36b sca-36¢ % corr.’
+ + 0
#20 + + 0.08
+ + 0.07
+ + 0
#40 + + 0.18
+ + 0.12

1. Porcentaje de fluorescencia total que presenta alta emision a 525 nm y baja emision a 570 nm (regién E del trazo
de FACS, véase el Ejemplo 11).

Ejemplo 23: Efecto del nivel de transcripcion sobre la recombinacién homéloga dirigida

Como la transcripcién de una secuencia cromosémica de ADN implica alteraciones en su estructura de cromatina
(generalmente para hacer las secuencias transcritas mas accesibles), es posible que un gen activamente transcrito
pudiera ser un sustrato mas favorable para la recombinacion homéloga dirigida. Esta idea se probo usando la linea
celular T18 (Ejemplo 9) que contiene secuencias cromosoémicas que codifican un gen eGFP defectuoso cuya
transcripcion esta bajo el control de un promotor inducible de doxiciclina.

Se transfectaron muestras separadas de células T18 con plasmidos que codifican las proteinas de fusién de dedos
de cinc/Fokl 287 y 296 dirigidas a eGFP (Ejemplo 7) y una molécula de ADN donante de 1,5 kpb que contiene
secuencias que corrigen el defecto en el gen eGFP cromosémico (Ejemplo 9). Cinco horas después de la
transfeccion, las células transfectadas se trataron con diferentes concentraciones de doxiciclina, luego se midieron
niveles de ARNm de eGFP 48 horas después de la adicion, de doxiciclina. Se midié la fluorescencia de eGFP a 520
nm (indicativa de recombinacion dirigida de la secuencia donante en el cromosoma para sustituir las secuencias de
B-globina insertadas) por FACS 4 dias después de transfeccion.

Los resultados se muestran en la Figura 42. Niveles en estado estacionario crecientes de ARNm de eGFP
normalizados a ARNm de GAPDH (equivalente, en una primera aproximacion, a la tasa de transcripcion del gen
eGFP cromosomico defectuoso) se indican por las barras. El numero encima de cada barra indica el porcentaje de
células que presenta fluorescencia de eGFP. Los resultados muestran que el aumento de la tasa de transcripcion del
gen diana va acompafado de mayores frecuencias de recombinacion dirigida. Esto sugiere que la activacion dirigida
de la transcripcion (como se ha desvelado, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. del mismo solicitante 6.534.261 y
6.607.882) puede usarse, conjuntamente con escision de ADN dirigida, para estimular la recombinacién homadloga
dirigida en células.

Ejemplo 24: Generacion de una linea celular que contiene una mutacion en el gen IL-2Ry

Se transfectaron células K562 con plasmidos que codifican las nucleasas de dedos de cinc 5-8GL0 y 5-9DLO0 (ZFN)
(véase Ejemplo 14; Tabla 17) y con una construccion donante de Dral de 1,5 kpb. El donante Dral comprende una
secuencia con homologia con la regién que codifica el 5° exén del gen IL-2Ry, pero inserta una base adicional entre
los sitios de unién de ZFN para crear un desplazamiento del marco y generar un sitio Dral.

24 horas después de la transfeccion, las células se trataron con vinblastina 0,2 uM (concentracion final) durante 30
horas. Las células se lavaron tres veces con PBS y se volvieron a sembrar en medio. Se dejo que las células se
recuperaran durante 3 dias y se tomd una alicuota de células para realizar un ensayo de RFLP basado en PCR,
similar al descrito en el Ejemplo 14, probando la presencia de un sitio Dral. Se determind que la frecuencia de
correccion del gen dentro de la poblacion era de aproximadamente el 4 %.

Se dejoé que las células se recuperaran durante 2 dias adicionales y se sembraron 1600 células individuales en 40x
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placas de 96 pocillos en 100 ul de medio.

Las células se cultivan durante aproximadamente 3 semanas, y se aislan las células homocigoéticas para el fenotipo
mutante de Dral. Las células se prueban para modificacion del genoma (probando la presencia de un sitio Dral en el
exon 5 del gen IL-2Ry) y para niveles de ARNm de IL-2Ry (por PCR en tiempo real) y proteina (por transferencia
Western) para determinar el efecto de la mutacion sobre la expresion génica. Las células se prueban para la funcion
por analisis de FACS.

Se transfectan células que contienen la mutacion del marco de lectura Dral en el gen IL-2Ry con plasmidos que
codifican las proteinas de fusion 5-8GL0 y 5-9DLO0 y una construccion donante de BsrBl de 1,5 kb (Ejemplo 14) para
sustituir la mutacién del marco de lectura Dral con una secuencia que codifica una proteina funcional. Se obtienen
niveles de recombinacion homdloga superiores al 1 % en estas células, como se mide ensayando la presencia de un
sitio BsrBl como se describe en el Ejemplo 14. La recuperacion de la funcion génica se demuestra midiendo los
niveles de ARNm y de proteina y por analisis de FACS.

Ejemplo 25: Endonucleasas de fusion de ZFP/Fokl con diferentes polaridades

Se construy6 un vector que codifica una fusiéon de ZFP/Fokl, en la que el dominio de ZFP estaba en el extremo N
con respecto al dominio de Fokl. El dominio de ZFP, indicado IL2-1, contuvo cuatro dedos de cinc, y se dirigio a la
secuencia AACTCGGATAAT (SEC ID N°: 202), localizada en el tercer exén del gen IL-2Ry. Las secuencias de
aminoacidos de las regiones de reconocimiento de los dedos de cinc se facilitan en la Tabla 27.

Tabla 27: Disefo de dedos de cinc del dominio de unién de IL2-1

Secuencia Objetivo F1 (AAT) F2 (GAT) F3 (TCG) F4 (AAC)
AACTCGGATAAT DRSTLIE (SEQ ID SSSNSLR (SEQ ID | RSDDLSK (SEQ ID | DNSNRIK (SEQ ID
(SEC ID NO: 203) NO:204) NO:205) NO:206) NO:207)

Nota: La secuencia diana de ADN se muestra en la columna mas a la izquierda. Las restantes columnas muestran
las secuencias de aminoacidos (en el codigo de una letra) de residuos -1 a +6 de cada uno de los cuatro dedos de
cinc, con respecto al inicio de la porcién de hélice alfa de cada dedo de cinc. El dedo F1 es el mas préximo al
extremo amino de la proteina. El subsitio de tres nucleétidos unidos por cada dedo se muestra en la fila superior
adyacente a la designacion del dedo.

Se unieron secuencias que codifican este dominio de dedos de cinc a secuencias que codifican el medio dominio de
escision de la endonucleasa de restriccion Fokl (aminoacidos 384-579 segun Looney et al., (1989) Gene 80:193-
208) de forma que un conector de cuatro aminoacidos estuvo presente entre el dominio de ZFP y el medio dominio
de escision (es decir, un conector de ZC de cuatro aminoacidos). El medio dominio de escision de Fokl se obtuvo
por amplificacion por PCR de ADN gendmico aislado de la cepa bacteriana Planomicrobium okeanokoites (ATCC
33414) usando los siguiente cebadores:

5-GGATCCCAACTAGTCAAAAGTGAAC (SEC ID N°: 208)
5-CTCGAGTTAAAAGTTTATCTCGCCG (SEC ID N°: 209).

El producto de PCR se digiri6 con BamHI y Xhol (sitios subrayados en las secuencias mostradas anteriormente) y a
continuacioén se ligd con un fragmento de vector preparado a partir del plasmido pcDNA-nls-ZFP1656-VP16-flag
después de la digestion con BamHI y Xhol. La construccion resultante, pcDNA-nls-ZFP1656-Fokl, codifica una
proteina de fusién que contiene, del extremo N al extremo C, una sefial de localizaciéon nuclear derivada del antigeno
T grande del SV40 (NLS, Kalderon et al., (1984) Cell 39:499-509), ZFP1656, y un medio dominio de escision de
Fokl, en un esqueleto de vector pcDNAS3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta construccion se digirié con Kpnl y BamHI
para liberar las secuencias codificantes de ZFP1656, y un fragmento Kpnl/BamHI| que codificaba el dominio de unién
de dedos de cinc de IL2-1 se insertd por ligacidon. La construccion resultante (plL2-1C) codifica una proteina de
fusiéon que comprende, del extremo N al C, una sefal de localizacién nuclear, el dominio de unién de dedos de cinc
de IL2-1 de cuatro dedos y un medio dominio de escision de Fokl, con un conector de ZC de cuatro aminoacidos.

También se construyd un vector que codifica una proteina de fusion de ZFP/Fokl, en la que las secuencias de Fokl
estuvieron en el extremo N con respecto a las secuencias de ZFP. Se inserté el dominio de dedos de cinc de cuatro
dedos de IL2-1, como un fragmento Kpnl/BamHI, en un vector que codifica una proteina de fusion que contiene una
NLS, el dominio de represion KOX-1, EGFP y una marca de epitope FLAG, que se habia digerido con Kpnl y BamHI
para liberar las secuencias codificantes de EGFP. Esto generd un vector que contiene secuencias que codifican, del
extremo N al extremo C, una NLS (del antigeno T grande del SV40), un dominio de represion KOX, el dominio de
dedos de cinc de IL2-1 y una marca FLAG de epitope. Esta construccion se digirié entonces con EcoRl y Kpnl para
liberar las secuencias codificantes de NLS y KOX, y se inserté un fragmento EcoRI/Kpnl (generado por PCR usando,
como molde, un vector que codifica Fokl) que codifica los aminoacidos 384-579 de la enzima de restriccion de Fokl y
una NLS. La construccion resultante, plL2-1R, codifica una proteina de fusién que contiene, del extremo N al
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extremo C, un medio dominio de escision de Fokl, una NLS y el dominio de unién de IL2-1-ZFP de cuatro dedos. El
conector de ZC en esta construccion tiene 21 aminoacidos de longitud e incluye la secuencia de siete aminoacidos
de localizacion nuclear (PKKKRKYV; SEC ID N°: 210).

El dominio de dedos de cinc 5-9D se une a la secuencia diana de 12 nucleétidos AAAGCGGCTCCG (SEC ID Ne°:
157) localizada en el quinto exén del gen IL-2Ry. Véase el Ejemplo 14 (Tabla 17). Las secuencias que codifican el
dominio de dedos de cinc 5-9D se insertaron en un vector para generar una fusion de Fokl/ZFP, en la que las
secuencias de Fokl estuvieron en el extremo N con respecto a las secuencias de ZFP. Para preparar esta
construccion, el plasmido plL2-1R descrito en el parrafo previo se digirid con Kpnl y BamHI para liberar un fragmento
que contiene secuencias que codifican el dominio de unién de dedos de cinc de IL2-1, y un fragmento Kpnl/BamHI
que codifica el dominio de unién de dedos de cinc 5-9D se inserté en su sitio. La construccién resultante, p5-9DR,
codifica una proteina de fusién que contiene, del extremo N al extremo C, un medio dominio de escision de Fokl, una
NLS y el dominio de union de dedos de cinc 5-9D de cuatro dedos. El conector de ZC en esta construccion tiene 22
aminoacidos de longitud e incluye la secuencia de localizacion nuclear de siete aminoacidos (PKKKRKV; SEC ID N°:
210).

Véanse las patentes de EE.UU. 6.453.242 y 6.534.261 del mismo solicitante para detalles adicionales de la
construccion de vectores.

Ejemplo 26: Construccion de sustratos sintéticos para la escision de ADN

Las secuencias diana unidas por las proteinas de fusién de IL2-1 y 5-9D descritas anteriormente se introdujeron en
fragmentos de ADN bicatenario en una variedad de orientaciones, para probar la capacidad de escision de proteinas
de fusién de dedos de cinc/Fokl que tienen una polaridad alterada en la que el dominio de Fokl esta en el extremo N
con respecto al dominio de ZFP. En el molde 1, el sitio diana de 5-9D esta presente en una hebra y el sitio diana de
IL2-1 esta presente sobre la hebra complementaria, estando los extremos 3' de los sitios de unién proximales entre
si y separados por seis pares de nucledtidos intermedios. En el molde 2, los sitios diana de 5-9D y IL2-1 estan
presentes sobre la misma hebra de ADN, con el extremo 3' del sitio de unién de 5-9D separado por seis pares de
nucledétidos desde el extremo 5' del sitio de union de IL2-1.

Se obtuvieron fragmentos de ADN de aproximadamente 442 pares de bases, que contienen las secuencias descritas
anteriormente, como productos de amplificacion de plasmidos en los que los moldes se habian clonado. Los sitios
diana de IL2-1 y 5-9D se localizaron dentro de estos fragmentos de forma que la escision del ADN bicatenario entre
los dos sitios diana generara fragmentos de ADN de aproximadamente 278 y 164 pares de bases. Los productos de
amplificaciéon se marcaron radiactivamente por transferencia de ortofosfato de y-32P-ATP usando T4 polinucleétido
cinasa.

Ejemplo 27: Escision de ADN dirigida con fusiones de dedos de cinc/Fokl que tienen polaridad alterada

Las proteinas de fusion de IL2-1C, IL2-1R y 5-9DR se obtuvieron incubando plasmidos que codifican estas proteinas
en un lisado de reticulocitos acoplado a TNT (Promega, Madison, WI). Las reacciones de escision se realizaron en
23 ul de una mezcla que contenia 1 ul de reaccion de TNT para cada proteina de fusién, 1 uyl de sustrato de
digestion marcado y 20 pl de tampdn de escision. El tampoén de escision se prepar6 afiadiendo 1 pl de ditiotreitol 1 M
y 50 pl de albumina de suero bovino (10 mg/ml) a 1 ml de Tris-Cl 20 mM, pH 8,5, NaCl 75 mM, ZnClI; 10 uyM, 5 % de
(v/v) glicerol. Las reacciones de escision se incubaron a 37 °C durante 2 horas, luego se agitaron con 13 ul de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Después de la centrifugacion, se analizaron 10 pl de la fase acuosa
sobre un gel al 10 % de poliacrilamida. La radiactividad en el gel se detecté usando un Phosphorlmager (Molecular
Dynamics) y se cuantificd usando el software ImageQuant (Molecular Dynamics).

La Figura 44 muestra los resultados obtenidos usando dos nucleasas quiméricas que tienen una polaridad de NHz-
dominio de Fokl-dominio de dedos de cinc-COOH para escindir un sustrato en el que los sitios de unién para las dos
nucleasas quiméricas se localizan sobre hebras opuestas y los extremos 3' de los sitios de union son proximales
entre si y estan separados por seis pares de nucledtidos. La incubacion del sustrato con cualquiera de las nucleasas
IL2-1R o 5-9DR sola no produce la escision del sustrato (comparense los carriles 2 y 3 con el carril 1), mientras que
la incubacion de ambas nucleasas produce escision casi completa del sustrato de ADN en el sitio diana previsto
(carril 4).

La Figura 45 muestra la capacidad de una primera nucleasa quimérica que tiene una polaridad de NHz-dominio de
dedos de cinc-dominio de Fokl-COOH y una segunda nucleasa quimérica que tiene una polaridad de NH2-dominio
de Fokl-dominio de dedos de cinc-COOH para escindir un sustrato en el que los sitios de uniéon para las dos
nucleasas quiméricas se localizan sobre la misma cadena, y el extremo 3' del primer sitio de union es proximal al
extremo 5' del segundo sitio de union y separado de él por seis pares de nucledétidos. Solo la combinacién de las
nucleasas 5-9DR y IL2-1C (es decir, cada nucleasa que tiene una polaridad diferente) fue satisfactoria en escindir el
sustrato que tiene ambos sitios diana sobre la misma hebra (comparese el carril 6 con los carriles 1-5).

Ejemplo 28: Nucleasas quiméricas con diferentes longitudes de conector de ZC
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Se disefiaron dos conjuntos de proteinas de fusion con diferentes longitudes de conector de ZC, en el que el dominio
de Fokl esta en el extremo amino con respecto al dominio de ZFP. El dominio de Fokl tiene los aminoacidos 384-579
segun Looney et al., (1989) Gene 80:193-208. El dominio de ZFP se seleccioné de los dominios de IL1-2 (Tabla 27),
5-8G (Tabla 17) y 5-9D (Tabla 17). El primer conjunto tuvo la estructura NH,-NLS-Fokl-ZFP-Flag-COOH. En este
conjunto, se disefiaron proteinas que tienen longitudes de conector de ZC de 13, 14, 18, 19, 28 y 29 aminoacidos. El
segundo conjunto tuvo la estructura NH,-Fokl-NLS-ZFP-Flag-COOH vy se disefaron proteinas con conectores de ZC
de 21, 22, 23, 24, 28, 29, 38 y 39 aminoacidos. Obsérvese que, en el segundo conjunto, la NLS es parte del conector
de ZC. También se construyen plasmidos que codifican estas proteinas de fusion.

Se disefaron secuencias de ADN modelo para probar la actividad de escision de estas proteinas de fusion y para
determinar las longitudes de conector de ZC éptimas en funcién de la distancia entre los sitios diana para las dos
proteinas de fusion. Se disefiaron las siguientes secuencias:

1. Sitio diana de 5-9D y sitio diana de IL2-1 sobre hebras opuestas
2. Sitio diana de 5-9D y sitio diana de IL2-1 sobre la misma hebra
3. Sitio diana de 5-9D vy sitio diana de 5-8G sobre hebras opuestas
4. Sitio diana de 5-9D y sitio diana de 5-8G sobre la misma hebra

Para cada uno de estos cuatro pares de sitios diana, se construyen secuencias en las que la separacién entre los
dos sitios diana es 4, 5, 6 6 7 pares de bases.

Estas secuencias se introducen en sustratos marcados como se describe en el Ejemplo 26 y se usan para probar las

diversas proteinas de fusion descritas en este ejemplo para su capacidad para escindir ADN, segun los métodos
descritos en el Ejemplo 27.
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Reivindicaciones
1. Un método para escindir cromatina celular en una region de interés, comprendiendo el método:

(a) seleccionar la region de interés;

(b) manipular un primer dominio de unién de dedos de cinc para unirse a una primera secuencia de nucleétidos
en la region de interés;

(c) proporcionar un segundo dominio de unién de dedos de cinc que se une a una segunda secuencia de
nucledtidos en la region de interés, en el que la segunda secuencia se localiza entre 2 y 50 nucledtidos de la
primera secuencia;

(d) expresar una primera proteina de fusion en la célula, comprendiendo la primera proteina de fusién el primer
dominio de unién de dedos de cinc y un primer medio dominio de escision; y

(e) expresar una segunda proteina de fusién en la célula, comprendiendo la segunda proteina de fusion el
segundo dominio de union de dedos de cinc y un segundo medio dominio de escision;

en el que

(i) la primera proteina de fusion se une a la primera secuencia de nucleoétidos,

(i) la segunda proteina de fusion se une a la segunda secuencia de nucleétidos,

(iii) dicha union de la primera y segunda proteinas de fusién posiciona los medios dominios de escision de
forma que la cromatina celular se escinda en la region de interés, y

iv) en al menos una de la primera o segunda proteinas de fusién, el medio dominio de escision esta mas
proximo al extremo N y el dominio de unién de dedos de cinc esta mas préximo al extremo C.

2. El método de la reivindicaciéon 1, en el que la escision se produce entre la primera y segunda secuencias de
nucledtidos.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el segundo dominio de unién de dedos de cinc se manipula para unirse
a la segunda secuencia de nucledtidos.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que el primer y segundo medios dominios de escisiéon son de la misma
endonucleasa.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que la endonucleasa es una endonucleasa de restriccién de tipo IIS.
6. El método de la reivindicacién 5, en el que la endonucleasa de restriccion de tipo IS es Fok 1.
7. El método de la reivindicacién 1, en el que la cromatina celular esta en un cromosoma.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que el primer medio dominio de escisién es de una endonucleasa de
restriccion de tipo IIS.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el segundo medio dominio de escisién es de una endonucleasa de
restriccion de tipo IIS.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera y segunda secuencias de nucleétidos estan sobre hebras
opuestas de ADN.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que, en la primera y segunda proteinas de fusion, los medios dominios
de escisidn estan mas préximos a los extremos N y los dominios de union de dedos de cinc estan mas proximos a
los extremos C.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera y segunda secuencias de nucleétidos estan sobre la misma
hebra de ADN.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que, en la primera proteina de fusion, el medio dominio de escision esta
mas proximo al extremo N y el dominio de unién de dedos de cinc esta mas préximo al extremo C y, en la segunda
proteina de fusion, el dominio de unién de dedos de cinc estd mas préximo al extremo N y el medio dominio de
escision esta mas préximo al extremo C.

14. El método de la reivindicacién 12, en el que, en la primera proteina de fusién, el dominio de unién de dedos de
cinc esta mas préximo al extremo N y el medio dominio de escision esta mas préximo al extremo C y, en la segunda
proteina de fusion, el medio dominio de escision esta mas proximo al extremo N y el dominio de unién de dedos de
cinc esta mas préximo al extremo C.
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FIGURA1

MetGlyPhelLeulysLeuIle (SEC ID NO:2)
CTGCCGCCGGCGCCGCGGCCGTCATGEGGTTCCTGAAACTGATT
GACGGCGGCCGCGECGECCGGCAGTACCCCAAGGACTTTGACTAA (SEC ID NO:1)
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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SMC1 ZFP #1
C MetGlyPheLeuLysLeulleGlu
CTGCCGCCEGCGCCGCEGCCGTCATGGGGTTCCTGAAACTGATTGAG Cromosoma
GACGGCGGCCGCGGCGCCGGCAGTACCCCAAGGACTTTGACTAACTC ADN objetivo
SMC1 ZFP #2
D CTGCCECCGGCGCCGCGGCCGTCATAAGAAGCTTCCTGAAACTGATTGAG Donante ADN
: GACGGCGGCCGCGGCGCCGGCAGTATTCTTCGAAGGACTTTGACTARCTC (fragmento)
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6

" TAGTCCTGCAGGTTTAAACGAATTCGCCCTTCTCAGCAAGCGTGAGCTCA
GGTCTCCCCCGCCTCCTTGAACCTCAAGAACTGCTCTGACTCCGCCCAGC
AACAACTCCTCCGGGGATCTGGTCCGCAGGAGCAAGTGTTTGTTGTTGCC
ATGCAACAAGAAAAGGGGGCGGAGGCACCACGCCAGTCGTCAGCTCGCTC
CTCGTATACGCAACATCAGTCCCCGCCCCTGGTCCCACTCCTGCCGGAAG
GCGAAGATCCCGTTAGGCCTGGACGTATTCTCGCGACATTTGCCGGTCGC
CCGGCTTGCACTGCGGCETTTCCCGCGCGGECTACCTCAGTTCTCGGGCG
TACGGCGCGGCCTGTCCTACTGCTGCCGGCGCCGCGGCCGTCATaagaay
CSTTCCTGAAACTGATTGAAGGGCGAATTCGCGGCCGCTAAATTCAATTCG
CCCTATAGTGAGT )

(SEC ID NO: 6)
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FIGURA7

TYrLysAsnSerAspAsnAspLysVal * (SEC ID
NO:8)
CTTCCAACCTTTCTCCTCTAGGTACAAGAACTCGGATAATGATAAAGTCC
GAAGGTTGGAAAGAGGAGATCCATGTTCTTGAGCCTATTACTATTTCAGG (SEC ID
" NO:7) ’
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FIGURA 8
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" FIGURA 9

Base Position

NEERRERRENEN
Bands Localized by
Xa13.1
jon SWISs_FRO

o
l Chromoseme Banal

Amp. inicial 2

Amp. inicial 1 IL2Rg exon 3 } Cromos. especifico

N I
Y I

TIL2Ry ZFP #1
i TyrLysAsnSeraAspAsnAsplysVal
GTTCCTCTTCCTTCCAACCTTTCTCCTCTAGGTACAAGAACTCGGATAATGATAAAGTC

CAAGGAGAAGGAAGGTTGGAAAGAGGAGATCCATGTTCTTGAGCCTATTACTATTTCAG

IL2Ry ZFP #2

GTTCCTCTTCCTTCCARCCTTTCTCCTCTAGGTAAAAGAATTCCGACAACGATARAGTC

CAAGGAGAAGGAAGGTTGGAAAGAGGAGATCCATTTTCTTAAGGCTGTTGCTATTTICAG
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA12

TAGTCCTGCAGGTTTAAACGAATTCGCCCTTTCCTCTAGGTAaAAGAALT
CcGACAACGATAAAGTCCAGAAGTGCAGCCACTATCTATTCCCTGAAGAA
ATCACTTCTGGCTGTCAGTTGCAAAAAAAGGAGATCCACCTCTACCAAAC
ATTTGTTGTTCAGCTCCAGGACCCACGGGAACCCAGGAGACAGGCCACAC

AGATGCTAAAACTGCAGAATCTGGGTAATTTGGARAGARAGGGTCARGAG
ACCAGGGATACTGTGGGACATTGGAGTCTACAGAGTAGTGTTCTTTTATC.

ATAAGGGTACATGGGCAGAAAAGAGGAGGTAGGGGATCATGATGGGAAGG
GAGGAGGTATTAGGGGCACTACCTTCAGGATCCTGACTTGTCTAGGCCAG
GGGAATGACCACATATGCACACATATCTCCAGTGATCCCCTGGGCTCCAG
. BAGAACCTAACACTTCACAAACTGAGTGAATCCCAGCTAGAACTGAACTGG
AACAACAGATTCTTGAACCACTGTTTGGAGCACTTGGTGCAGTACCGGAC

TAAGGGCGAATTCGCGGCCGCTAAATTCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGT
ATTACAATTCACTGGCCGTCGTTT

(SEC ID NO:12)
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FIGURA 13

TACTGATGGTATGGCGCCAAGAGATATATCTTAGAGGGAGGGCTGAGGET
TTGAAGTCCAACTCCTAAGCCAGTGCCAGARGAGCCAAGGACAGGTACGG
CTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCA
ATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGT
CAGGGCAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTC
ACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTG&GGAGAAG
TCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACCGTGGATGAAGTTGGTGG
TGAGGCCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGA
CCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGAT

AGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGC

TGETGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTG
TCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAA
GAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCA
AGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTG

(SEC ID NO:13)
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FIGURA 14
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FIGURA 15

Amp. Inicial 1 Exon2 Amp. inicial 2

OBJETIVO genémico globina humana Beta
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 FIGURA16
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FIGURA 18

TGCTTACCAAGCTGTGATTCCAAATATTACGTAAATACACTTGCAAAGGA
GGATGTTTTTAGTAGCAATTTGTACTGATGGTATGGGGCCAAGAGATATA
TCTTAGAGGGAGGGCTGAGGGTTTGAAGTCCAACTCCTAAGCCAGTGCCA
" GAAGAGCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGE
AGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGG

AGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTTACATT -

TGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGET
GCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGYgCGTTAGTGCCCgaattccgAteG
TcAACcac

(SEC ID NO:14)
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FIGURA 19

. ) 5-8
CACGTTTCGTGTTCGGAGCCGCTTTAACCCACTCTGTGGAAG
GTGCAAAGCACAAGCCTCGGCGAAATTGGGTGAGACACCTTC

5-10 .

(SEC ID NO:15)
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FIGURA 20

IHGVPAAMAE RPFQCRICMR

61 ARNAHRINHT
121 STRTTHTKIH
181 LEMKVMEFFM
241 EMQRYVEENQ
301 AVLSVEELLI

(SEC ID NO:16)

KIHTGSQKPF QCRICMRNFS
LROKDAARGS QLVKSELEEK
KVYGYRGKHL GGSRKPDGAI
TRNKHINPNE WWKVYPSSVT
GGEMIKAGTL TLEEVRRKFN
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1 MAPKKKRKVG IHGVPAAMAE, RPFQCRICMR

61 ADSSNRKTHT KIHTGGGGSQ KPFQCRICMR
121 ADRSNRITHT KIHLRQKDAA RGSQLVKSEL
181 DRILEMKVME FFMKVYGYRG KHLGGSRKPD
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FIGURA 21

241 QADEMQRYVE ENQTRNKHIN PNEWWKVYPS

301 CNGAVLSVEE LLIGGEMIKA GTLTLEEVRR

(SEC ID NO:17)
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FIGURA 22

CGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGEGCCCEGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGC
AAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTA
AACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG
ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACT
ACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGAC
TTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGAC
GACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTCGETGAACCGT
ATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCARCATCCTGGGGCACAAGCTGGAG
TACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG
GTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTAL
CAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGC
ACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAG
TTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGC
GACTCTAGATCATAATC : '

(SEC ID NO:18)
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FIGURA 23

CGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGL
AAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGETCGAGCTGGACGGCGACGTA
AACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG
ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGALCC
ACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCTAACACGAAGCAGCACGACTT
CTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGA
CGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCAT
CGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTA
CAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGT
GAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCA
GCAGAACACCCCCATCGECGACGGCCCCETGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCAC
CCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTT
CGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGA
CTCTAGATCATAATC

(SEC ID NO:19)
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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' FIGURA 28
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 FIGURA29

GGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTARAC
GGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACC
CTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACC
CTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTC
TTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGAC
- GGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
 GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTAC
AACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTG
AACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAG
CAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACC
CAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTC
GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTARAGCGGCCGCGAC
TCTAGATCATAATC

(SEC ID NO:20)
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FIGURA 30
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FIGURA 31
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FIGURA 32

GGCGAGGAGCTGT'TCACCGEGGETGETGCCCATCCTEGGTCGAGCTGGACGGCCACGTAAAC
GGCCACAAGTTCAGCGTETCCEGCGAGGECGAGGGCGATGCCACCTACGECARGCTGACC
CTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCETGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACT
CTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTC
TTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGAC
GGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGCGCACAAGCTGGAGTAC
AACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTG
AACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAG
CAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTEGCCCGACAACCACTACCTGAGCACT
CAGTCCGCCCTCAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTC
GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCTCG
AGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCCACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGC
CATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTG
TCCTTTCCTAATAAAATGAGGARATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTC
TGEGCEGETCEEETEGECCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATG
CTGGGCGATGCGETGEGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGEG
GGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGECGEETEGTGEGTGGTTACGCGCA
GCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCT
TTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGT
TCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCAC
GTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGETTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCT
TTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAAC
AAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGCTGTGGAAAGTCCCC
AGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCA

(SEC ID NO:21)
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FIGURA 33
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FIGURA 34
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FIGURA 35
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FIGURA36
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FIGURA 37
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FIGURA 38
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FIGURA 39
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FIGURA 40

sca-29b:
MAERPFQCRICMRNFSQSGDLTRHlRTHTGEKPFACDICGRKFATSANLSRHTK

IHTGGGGSQKPFQCRICMRNFSDRSALSRHIRTHTGEKPFACDICGRKFAQSG
HLSRHTKIH (SEQ ID NO:22)

sca-36a: )
MAERPFQCRICMRNFSRSQTRKTHIRTHTGEKPFACDICGRKFAQKRNRTKHT

KIHTGSQKPFQCRICMRNFSDRSALSRHIRTHTGEKPFACDICGRKFAQSGNLA
RHTKIH (SEQ ID NO:23) :

sca-36b:v
MAERPFQCRICMRNFSTSGSLSRHIRTHTGEKPFACDICGRKFADRSDLSRHTK

IHTGGGGSQKPFQCRICMRNFSDRSALSRHIRTHTGEKPFACDICGRKFAQSG
NLARHTKIH (SEQ ID NO:24)

sca-36c¢:
MAERPFQCRICMRNFSTSSSLSRHIRTHTGEKPFACDICGRKFADRSDLSRHTK

IHTGGGGSQKPFQCRICMRNFSDRSALSRHIRTHTGEKPFACDICGRKFAQSG
NLARHTKIH (SEQ ID NO:25)
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FIGURA 41
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FIGURA 42
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FIGURA 43
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FIGURA 44
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FIGURA 45
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(SEC ID NO: 212)
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