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DESCRIPCION
Métodos de generacion de proteinas marcadas endégenamente
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

[0001] La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de EE.UU. numero 61/323.702,
presentada el 13 de abril de 2010, la solicitud provisional de EE.UU. niumero 61/323.719, presentada el 13 de abril
de 2010, la solicitud provisional de EE.UU. nimero 61/323.698, presentada el 13 de abril de 2010, la solicitud
provisional de EE.UU. nimero 61/367.017, presentada el 23 de julio de 2010, la solicitud provisional de EE.UU.
numero 61/390.668, presentada el 7 de octubre de 2010, la solicitud provisional de EE.UU. numero 61/408.856,
presentada el 1 de noviembre de 2010, y la solicitud provisional de EE.UU. nimero 61/431.957, presentada el 12 de
enero de 2011, cada una de las cuales se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

Campo de la invencion
[0002] La presente divulgacion se refiere a métodos de marcaje de proteinas enddgenas.
Antecedentes de la invencion

[0003] El marcaje de proteinas se usa ampliamente para proporcionar una lectura visual de la proteina de interés
en la célula. Entre otros usos, las proteinas marcadas se usan para estudiar la abundancia y la ubicacion de las
proteinas, la regulaciéon de la transcripcion y de la traduccion, las modificaciones posteriores a la traduccion, las
interacciones entre proteinas, el corte y empalme alternativo, la desactivacion de ARN y proteinas mediante ARNi y
los sitios de unién a los factores de transcripcion. Sin embargo, los métodos actuales de expresion de proteinas
marcadas en la célula dan lugar a una expresion distorsionada, que no refleja el patrén de expresion de la proteina
enddgena. Esto se debe a que la expresion de las proteinas marcadas suele basarse en promotores heterdlogos
para la expresion. Ademas, algunas proteinas marcadas se expresan ectopicamente a partir de vectores
epigenéticos o vectores integrados aleatoriamente en el genoma de la célula y, por lo tanto, no estan controladas por
las vias de regulacion endogenas. Asi pues, existe una gran necesidad de un método que pueda dirigir la integracion
especifica en el cromosoma de una célula para producir una proteina marcada controlada por vias de regulacion
enddgenas.

Resumen de la invencion

[0004] En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método de marcaje de al menos una proteina
enddgena. El método comprende (a) introducir en una célula (i) al menos una endonucleasa dirigida o un acido
nucleico que codifique una endonucleasa dirigida, uniéndose la endonucleasa dirigida a un sitio diana y siendo
capaz de escindir un sitio de escisién de una secuencia cromosomica que codifique la proteina enddgena; e (ii) al
menos un polinucledtido donante que comprenda una secuencia de marcaje, estando la secuencia de marcaje
flanqueada por una secuencia cadena arriba y una secuencia cadena abajo, compartiendo la secuencia cadena
arriba y la secuencia cadena abajo una identidad de secuencia sustancial con cualquier lado del sitio de escision de
la secuencia cromosomica; y (b) mantener la célula en condiciones de modo que una rotura de doble cadena
introducida en el sitio de escisidon por la endonucleasa dirigida se repare mediante un proceso dirigido por la
homologia de manera que la secuencia de marcaje del polinucleétido donante se integre en fase en la secuencia
cromosomica que codifica la proteina enddégena, seleccionada entre actina, tubulina, lamina, receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2) y proteina del grupo de alta movilidad A (HMGA), en la que se produce una
proteina endégena marcada.

[0005] En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una célula que comprende al menos una secuencia de
marcaje integrada en fase en una secuencia cromosémica que codifica una proteina endégena, de manera que la
célula expresa al menos una proteina endégena marcada.

[0006] En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un kit para controlar la ubicacién de una proteina
enddgena. El kit comprende una célula que tiene al menos una secuencia de marcaje integrada en fase en una
secuencia cromosomica que codifica una proteina endégena, de modo que la célula expresa al menos una proteina
enddégena marcada.

[0007] A continuacion, se describen con mas detalle otros aspectos e iteraciones de la divulgacion.
Referencia a las figuras en color
[0008] EI archivo de la solicitud contiene al menos una fotografia realizada en color. Las copias de la presente

publicacién de solicitud de patente con fotografias en color seran proporcionadas por la Oficina bajo peticion y pago
de la tasa necesaria.
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Breve descripcion de las figuras

[0009] La Fig. 1 muestra el disefio de la integracion de la secuencia de marcaje en el locus de TUBA1B. (A) Es un
esquema que muestra la secuencia cromosomica (SEQ ID NO: 29) en la region diana para la integracion de la
secuencia de marcaje, los sitios de union a ZFN (nucleétidos en caja) de la regidon cromosomica diana, el sitio de
corte de ZFN (flecha amarilla) y el sitio de integracion de la secuencia de marcaje (flecha verde). (B) Es un esquema
que representa la region diana genémica de TUBA1B, que muestra la region codificante (rojo), la regidon no traducida
(azul) y el sitio de corte de ZFN (flecha amarilla). (C) Es un esquema del fragmento de ADN de la regién gendémica
de TUBA1B antes de la integracion. (D) Es un esquema del fragmento de ADN de la regién genémica de TUBA1B
con la secuencia de GFP integrada en fase con la secuencia de codificacion de TUBA1B. (E) Es un esquema de la
proteina a-tubulina endégena condensada a la GFP marcadora en el extremo N-terminal creado tras la integracion
con éxito de la secuencia de marcaje.

[0010] La Fig. 2 muestra el mapa de un plasmido donante que comprende la GFP marcadora flanqueada por las
secuencias gendémicas de la tubulina.

[0011] La Fig. 3 representa la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 4) de la region genémica de TUBA1B en células
U20S, que demuestra que la secuencia de codificacion de GFP2 se integré en la region de codificacion de la
tubulina. El texto subrayado indica la regiéon secuenciada, el texto en negrita indica la secuencia de codificacion de
GFP2, el texto en cursiva indica el sitio de restriccion o el enlazador, y el texto en negrita y mayuscula indica el
codon Met para la unién de corte y empalme.

[0012] La Fig. 4 representa la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 5) de la region genémica de TUBA1B en células
U20S, que demuestra que la secuencia de codificacion de RFP se integro en la region de codificacion de la tubulina.
El texto subrayado indica la region secuenciada, el texto en negrita indica la secuencia de codificacion de RFP, el
texto en cursiva indica el sitio de restriccion o el enlazador, y el texto en negrita y mayuscula indica el codéon Met
para la union de corte y empalme.

[0013] La Fig. 5 presenta el analisis de electroforesis en gel de agarosa de la PCR de union de 14 clones de
células usando cebadores especificos de la integracion dirigida de GFP en el locus de TUBA1B. También se
muestran los marcadores del tamafio molecular y un control de GFP.

[0014] La Fig. 6 muestra varios ejemplos de imagenes de contraste diferencial de interferencia (DIC) y de
microscopia de fluorescencia de clones de células individuales aislados que expresan la proteina de la isoforma de
la a-tubulina 1B endégena marcada con GFP. (A) proteina de la isoforma de la a-tubulina 1B marcada con GFP en
células U20S; (B) proteina de la isoforma de la a-tubulina 1B marcada con GFP en células U20S; (C) proteina de la
isoforma de la o-tubulina 1B marcada con GFP en células U20S; (D) proteina de la isoforma de la o-tubulina 1B
marcada con GFP en células A549, (E) proteina de la isoforma de la a-tubulina 1B marcada con GFP en células
A549, (F) proteina de la isoforma de la a-tubulina 1B marcada con GFP en células K562; (G) proteina de la isoforma
de la a-tubulina 1B marcada con GFP en células HEK293; y (H) proteina de la isoforma de la a-tubulina 1B marcada
con GFP en células HEK293T.

[0015] La Fig. 7 muestra el mapa de un plasmido donante que comprende la RFP marcadora flanqueada por las
secuencias gendémicas de tubulina.

[0016] La Fig. 8 muestra la verificacion de la integracion de RFP en la region de TUBA1B en la linea celular
MCF10a. La integracion se comprobé mediante PCR gendémica y PCR de la union usando cebadores de la tubulina.
(A) Transferencia de Southern que muestra la presencia de la banda de fusion de RFP/tubulina de 1.945 pb y (B)
PCR genomica que muestra la integracion positiva de la secuencia de la RFP marcadora en TUBA1B en varios
clones (T.l. = integracion dirigida). Se usaron la célula MCF10a de tipo silvestre y la linea celular U2SO con la
integracion de RFP como controles.

[0017] La Fig. 9 representa la secuencia confirmada de la region de TUBA1B en células MCF10a, que demuestra
la integracion de la secuencia de RFP (SEQ ID NO: 8). El texto subrayado indica la regién secuenciada, el texto en
negrita indica la secuencia de codificacion de GFP2, el texto en cursiva indica el sitio de restriccion o el enlazador, y
el texto en negrita y mayuscula indica el codén Met para la unién de corte y empalme.

[0018] La Fig. 10 representa la verificacion por PCR de la integracion de RFP en el locus de TUBA1B de células
MCF10a, asi como la integracion de RFP y GFP en el mismo locus de células U20S. La banda de tipo silvestre fue
de 452 pb y la banda integrada dirigida (T.l.) fue de 1.190 pb.

[0019] La Fig. 11 muestra que las uniones en el sitio de inserciéon de RFP en clon 5 de MCF10a fueron de los
tamafios esperados. El tamafio esperado de la unién de la izquierda es de 453 pb, y el tamafio esperado de la unién
de la derecha es de 4.089 pb.
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[0020] La Fig. 12 representa la transferencia Western para detectar RFP y la expresion de la tubulina en el clon 5
de MCF10a con la tubulina marcada con RFP.

[0021] La Fig. 13 demuestra que > 99 % de las células MCF10a de tipo silvestre carecen de fluorescencia de color
rojo, mientras que > 99 % de las células del clon 5 de MCF10a que comprenden tubulina marcada con RFP
resultaron tener fluorescencia de color rojo.

[0022] La Fig. 14 representa la estabilidad fenotipica de las células MCF10a transfectadas que comprenden
tubulina marcada con RFP. (A) Expresion en P2 y P18 (B). imagenes de DIC a la izquierda e imagenes de
fluorescencia a la derecha.

[0023] La Fig. 15 representa el mapa de un plasmido donante que comprende la GFP marcadora flanqueada por
las secuencias gendmicas de STAT3.

[0024] La Fig. 16 representa un esquema que muestra la secuencia cromosémica (SEQ ID NO: 27) en la region
de STATS3 para la integracion de la secuencia de marcaje, los sitios de union a ZFN (secuencia amarilla) de la region
cromosomica diana, el sitio de corte de ZFN (flecha amarilla), y el sitio de integraciéon de la secuencia de marcaje
(flecha verde). "M" simboliza el aminoacido metionina del codén de inicio.

[0025] La Fig. 17 representa un ensayo de Cel-1 que confirma la eficacia de las ZFN en el corte de la secuencia
cromosomica de STAT3 en el sitio previsto (tercer carril). También se muestran los resultados de Cel-1 para el
control del polinucleétido donante solo y ZFN con el control del polinucleétido donante.

[0026] La Fig. 18 presenta el analisis de electroforesis en gel de agarosa del ARN sintetizado que codifica las ZFN
especificas del locus de STAT3.

[0027] La Fig. 19 representa los datos de clasificacion de células para las células transfectadas con ZFN vy
polinucledtido donante para la integraciéon de GFP en locus de STAT3 (A). También se muestran los datos de
clasificacion de células para las células de control negativo (B).

[0028] La Fig. 20 representa un analisis de electroforesis en gel de agarosa de la PCR de union de 2 regiones
diana diferentes del genoma: la region ACTB que codifica la B-actina fue diana con una secuencia de marcaje
codificante bien de GFP o de RFP, mientras que STAT3 fue diana con una secuencia de marcaje codificante de
GFP. La STAT3 se analizé usando 2 conjuntos de cebadores de union diferentes (“cebador 1” y “cebador 2”). La
PCR confirmé la integraciéon en el locus de actina, pero no en el locus de STAT3. También se muestran los
marcadores del tamafio molecular y un control de GFP.

[0029] La Fig. 21 representa el mapa de un plasmido donante que comprende las secuencias gendmicas de
MAPRE3 que flanquean la secuencia de la GFP marcadora.

[0030] La Fig. 22 representa un ensayo de Cel-1 que muestra la eficacia de una serie de pares de ZFN en el corte
de la secuencia cromosomica de MAPRE3 en el sitio de integracion del extremo N-terminal. El carril 1 es un
marcador del tamafio del ADN, los carriles 2 y 11 son control de GFP, y los carriles 3 a 10 representan el ensayo de
Cel-1 que usa diversos pares de ZFN mostrados sobre cada carril.

[0031] La Fig. 23 representa un ensayo de Cel-1 que muestra la eficacia de una serie de pares de ZFN en el corte
de la secuencia cromosémica dirigida de MAPRE3 en el sitio de integracion del extremo N-terminal (carriles 4-7) y
los resultados del ensayo de Cel-1 de los pares de ZFN en el corte de la secuencia cromosémica dirigida de LMNB1
(carriles 10-13). Los carriles 1 y 2 son un marcador del tamafio de ADN, los carriles 3 y 8 son controles de GFP-
MAPRES3, y los carriles 9 y 14 son controles de GFP-lamina.

[0032] La Fig. 24 presenta un analisis de electroforesis en gel de agarosa de la PCR de unidn en el sitio diana de
MAPRES3. Los circulos sefialan la posible integracion de las secuencias de marcaje.

[0033] La Fig. 25 representa el analisis de clasificacion de células para las células transfectadas con ZFN vy
polinucledtido donante para la integracion de secuencias de GFP marcadora en el locus de MAPRES3. (A) células de
control transfectadas con polinucleétido donante solo; y (B) células transfectadas con ZFN + polinucleétido donante.

[0034] La Fig. 26 representa el disefio de la integracion de la secuencia de marcaje en el locus de ACTB. (A) Es
un esquema que muestra la secuencia cromosémica (SEQ ID NO: 24) en la region diana para la integracion de la
secuencia de marcaje, los sitios de uniéon a ZFN (secuencia amarilla) de la regién cromosdémica diana, el sitio de
corte de ZFN (flecha amarilla) y los sitios de integracion de la secuencia de marcaje (flechas verde, y verde y
amarilla). (B) Es un esquema que representa la region diana gendmica de ACTB, que muestra la region codificante
(rojo), la region no traducida (azul) y el sitio de corte de ZFN (flecha amarilla). (C) Es un esquema de la region
gendmica de ACTB con la secuencia de GFP integrada en fase con la secuencia de codificacion de ACTB. (D) Es un
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esquema de la proteina B-actina endégena condensada a la GFP marcadora en el extremo N-terminal creado tras la
integracion con éxito de la secuencia de marcaje.

[0035] La Fig. 27 muestra la selecciéon de un ensayo de Cel-1 para las ZFN dirigidas al locus de ACTB en células
K562. El carril 1 es un marcador, y los nimeros que figuran sobre los carriles se refieren a pares de ZFN.

[0036] La Fig. 28 representa el mapa de un plasmido donante que comprende la GFP marcadora flanqueada por
las secuencias genémicas de ACTB, cuyo sitio de integracion esta representado por “v.2” en la Fig. 26A.

[0037] La Fig. 29 muestra imagenes de microscopio de fluorescencia de clones de células aislados individuales
que expresan la proteina B-actina endégena marcada con GFP. La posicion del pocillo estd marcada sobre cada
imagen.

[0038] La Fig. 30 representa la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 16) de la regién gendmica de ACTB1 en células
U20S, que demuestra que la secuencia de codificacion de GFP2 se integré en la region de codificacion de la actina.
El texto subrayado indica la regién secuenciada, el texto en negrita indica la secuencia de codificacion de GFP2, el
texto en cursiva indica el sitio de restriccion o el enlazador, y el texto en negrita y mayuscula indica el codéon Met
para la union de corte y empalme.

[0039] La Fig. 31 representa la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 17) de la regién gendmica de ACTB1 en células
U20S, que demuestra que la secuencia de codificacién de RFP se integro en la region de codificacion de la actina.
El texto subrayado indica la region secuenciada, el texto en negrita indica la secuencia de codificacion de RFP, el
texto en cursiva indica el sitio de restriccion o el enlazador, y el texto en negrita y mayuscula indica el codon Met
para la union de corte y empalme.

[0040] La Fig. 32 representa el mapa de un plasmido donante para la integracién de las secuencias de GFP
marcadora y el intercambio de la secuencia gendmica que codifica los 15 primeros aminoacidos de la proteina -
actina con una secuencia de acido nucleico que codifica el uso de un codon alterno cuyo sitio de integracion se
representa como “v.1” en la Fig. 26A.

[0041] La Fig. 33 es un esquema del fragmento de ADN mostrado en la Fig. 32 de la regiéon genémica de ACTB
en el polinucleétido donante usado para reemplazar la secuencia gendémica que codifica los 15 primeros
aminoacidos de la proteina -actina con una secuencia de acido nucleico que codifica el uso de un codén alterno.

[0042] La Fig. 34 representa el disefio de la integracion secuencia de marcaje en el locus de LMNB1. (A) es un
esquema que muestra la secuencia cromosoémica (SEQ ID NO: 20) en la region diana para la integracion de la
secuencia de marcaje, los sitios de uniéon a ZFN (secuencia amarilla) en la regién cromosémica diana, el sitio de
corte de ZFN (flecha amarilla), y el sitio de integracion de la secuencia de marcaje (flecha verde). (B) es un esquema
que representa la region gendmica diana de LMNB1 que muestra la region codificante (rojo), la region no traducida
(azul) y el sitio de corte de ZFN (flecha amarilla). (C) es un esquema del sitio diana de la integracion en la region
gendmica de LMNB1. (D) es un esquema de la region genémica de LMNB1 con la secuencia de GFP integrada en la
secuencia de codificacion de LMNB1. (E) es un esquema de la proteina endégena Lamina B1 condenada a la GFP
marcadora en el extremo N-terminal creado tras la integracion con éxito de la secuencia de marcaje.

[0043] La Fig. 35 muestra las imagenes de contraste diferencial de interferencia (DIC) y de microscopia de
fluorescencia de células que expresan la proteina endégena Lamina B1 marcada con GFP.

[0044] La Fig. 36 representa la secuencia de ADN de la region genémica de LAMNB1 en células U20S, que
demuestra que la secuencia de codificacion de RFP se integroé en la region de codificacion de la lamina (SEQ ID NO:
21). El texto subrayado indica la region secuenciada, el texto en negrita indica la secuencia de codificacion de GFP2,
el texto en cursiva indica el sitio de restriccion o el enlazador, y el texto en negrita y mayuscula indica el codén de
inicio para la union de corte y empalme.

[0045] La Fig. 37 muestra imagenes de las células iPS que comprenden Lamina marcada con RFP. (A) Imagen de
DIC del campo de las células. (B) Imagen de fluorescencia de color rojo que muestra la expresion de la lamina
marcada con RFP. (C) Nucleos de las células tefiidas con DAPI.

[0046] La Fig. 38 representa el disefio de la integracion de la secuencia de marcaje (SEQ ID: 15) en el locus de
ERBB2. La figura esquematica muestra la secuencia cromosémica en la region diana para la integracion de la
secuencia de marcaje, sitios de unién a ZFN en la region cromosémica diana, el sitio de corte de ZFN vy el sitio de
integracion de la secuencia de marcaje.

[0047] La Fig. 39 representa el mapa de un plasmido donante para la integracion de las secuencias de la GFP
marcadora. La secuencia codificante de GFP esta flanqueada por secuencias genémicas de ERBB2.
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[0048] La Fig. 40 representa la PCR de unidn de la unién izquierda para confirmar la integracion de GFP2 en el
locus de ERBB2 en las células SKOV3.

[0049] La Fig. 41 muestra la expresion de HER2 marcada con GFP en células SKOV3. Imagenes superiores: DIC;
Imagenes inferiores: microscopia fluorescente.

[0050] La Fig. 42 muestra el disefio de la integracion de la secuencia de marcaje en el locus de HMGA. La figura
esquematica muestra la secuencia cromosomica (SEQ ID NO: 3) en la regién diana para la integracion de la
secuencia de marcaje, los sitios de unién a ZFN en la region cromosomica diana, el sitio de corte de ZFN y el sitio de
integracion de la secuencia de marcaje, y la ubicacion pertinente de la region de codificacion, la region no traducida
y el sitio de insercion de GFP en el locus de HMGA.

[0051] La Fig. 43 representa el mapa de un plasmido donante para la integracion de las secuencias de la GFP
marcadora. La secuencia codificante de GFP esta flanqueada por secuencias cromosémicas de HMG1.

[0052] La Fig. 44 representa la verificacion por (A) PCR gendmica y (B) transferencia de Southern (con una sonda
de GFP) de la integracion de la GFP marcadora en locus de HMGA1 en clones seleccionados.

[0053] La Fig. 45 representa la secuencia de ADN de la region genémica de HMGA1 en células U20S, que
demuestra que la secuencia de codificacion de GFP2 se integré en la region de codificacion de HMGA (SEQ ID NO:
17). El texto subrayado indica la regidon secuenciada, el texto en negrita indica la secuencia de codificacion de GFP2,
el texto en cursiva indica el sitio de restriccion o el enlazador, y el texto en negrita y mayuscula indica el codén de
inicio para la unién de corte y empalme.

[0054] La Fig. 46 muestra imagenes de las células U20S que expresan la proteina HMGA1 marcada con GFP.
Izquierda: imagen DIC; derecha: imagen fluorescente.

Descripcion detallada de la invencién

[0055] La presente divulgacion engloba un método de marcaje de una proteina endégena en una célula. El método
comprende poner en contacto una célula con una endonucleasa de direccion y un polinucleétido donante que
comprende una secuencia de marcaje. La endonucleasa de direccion introduce una rotura de doble cadena en un
sitio especifico de la secuencia cromosémica que codifica la proteina endégena. La rotura de doble cadena induce el
proceso de reparacion del ADN celular que da lugar a la recombinacién homéloga y a la reparacion de la rotura de
doble cadena usando un polinucleétido donante como molde. Por consiguiente, la secuencia de marcaje del
polinucledtido donante esta integrada en fase en la secuencia cromosémica que codifica la proteina enddgena.
Debido a que la secuencia de marcaje esta integrada en fase con la secuencia de codificacion endégena, la proteina
enddégena comprende una secuencia de marcaje cuando se produce.

[0056] Ventajosamente, como se ilustra en los ejemplos, el método se puede utilizar para expresar proteinas
marcadas bajo el control de vias de regulacion enddgenas que reflejan el patrén de expresion de la proteina
enddgena.

[0057] La presente divulgacion también proporciona células que comprenden al menos una secuencia de marcaje
integrada en fase en una secuencia cromosoémica que codifica una proteina enddégena, de manera que la célula
expresa al menos una proteina enddgena marcada. También se proporciona en el presente documento un kit de
control de la ubicacion de al menos una proteina enddgena, en el que el kit comprende una célula que tiene al
menos una secuencia de marcaje integrada en fase en una secuencia cromosomica que codifica una proteina
enddgena.

I. Célula que comprende proteina/s endégenal/s marcadals

[0058] Un aspecto de la presente divulgacion engloba una célula que comprende al menos una secuencia de
marcaje integrada en fase en una secuencia cromosémica que codifica una proteina endégena, de manera que la
célula expresa al menos una proteina endégena marcada. Los ejemplos de proteinas endégenas adecuadas se
detallan a continuacion como ejemplos de marcadores adecuados.

(a) proteina endogena

[0059] La expresion "proteina enddgena”, en el presente documento, se refiere a una proteina codificada por el
material genético de la célula. En general, cualquier proteina endégena de interés se puede marcar con una
variedad de secuencias de marcaje.

[0060] En una realizacion, la proteina endégena puede ser una proteina tubulina. En diversas realizaciones, la
proteina tubulina puede ser una proteina tubulina humana tal como una proteina a-tubulina codificada por los genes
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TUBA1A, TUBA1B, TUBA1C, TUBA3C, TUBA3D, TUBA3E, TUBA4A y TUBAS; una proteina B-tubulina codificada
por los genes TUBB, TUBB1, TUBB2A, TUBB2B, TUBB2C, TUBB3, TUBB4, TUBB4Q y TUBB6; una proteina y-
tubulina codificada por los genes TUBG1, TUBG2, TUBGCP2, TUBGCP3, TUBGCP4, TUBGCP5 y TUBGCPS6; una
proteina d-tubulina codificada por el gen TUBD1, o una proteina de e-tubulina codificada por el gen TUBE1. En una
realizacion ilustrativa, la tubulina enddgena puede ser la proteina de la isoforma de la a-tubulina 1B humana
codificada por el gen TUBA1B en el cromosoma humano nimero 12 (niumero de acceso NM_006082).

[0061] En otra realizacion, la proteina enddgena puede ser una proteina actina. En alguna realizacion, la proteina
actina puede ser una proteina actina humana tal como a-actina codificada por el gen ACTA1, la proteina B-actina
codificada por el gen ACTB, o la proteina y-actina codificada por el gen ACTG1. En una realizacion ilustrativa, la
proteina enddgena puede ser la proteina -actina humana codificada por el gen ACTB en el cromosoma 7 humano
(numero de acceso NM_001101).

[0062] En otra realizacion mas, la proteina endégena puede ser una proteina lamina. En ciertas realizaciones, la
proteina lamina puede ser una proteina lamina humana, tal como laminas B1 y B2, expresadas por los genes
LMNB1 y LMNB2, o proteinas Lamina A y C, las variantes de corte y empalme del gen LMNA. En una realizacion
ilustrativa, la proteina enddgena puede ser la proteina Lamina B1 humana codificada por el gen LMNB1 en el
cromosoma 5 humano (nimero de acceso NM_005573).

[0063] En otra realizacion mas, la proteina enddgena puede ser el receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano 2 (proteina HER2) que esta codificado por el gen ERBB2. HER2 es un receptor tirosina quinasa unido a la
superficie de la membrana celular y participa en las vias de transduccion de sefiales que conducen al crecimiento y
a la diferenciacion celular. La amplificacion del gen ERBB2 o la sobreexpresion de su producto proteico se asocia
con el cancer de mama, el cancer de ovario y el cancer de estbmago. La proteina HER2 enddgena puede ser la
proteina HER2 humana (UniProtKB/Swiss-Prot, nimero de acceso: P04626).

[0064] En una realizacion alternativa, la proteina endégena puede ser HMGA. HMGA se refiere al grupo de alta
movilidad de las proteinas cromosémicas que regulan la expresion génica mediante el cambio de la configuracion
del ADN a través de la unioén a regiones ricas en AT. Se encuentran entre el grupo mas grande y mejor caracterizado
de proteinas nucleares no histonas. El gen HMGA1 regula una gran variedad de procesos bioldgicos normales,
incluyendo el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular. Para este gen, se han encontrado al
menos siete variantes de transcripcion que codifican dos isoformas diferentes. En algunas realizaciones, la proteina
enddgena puede ser una proteina HMGA humana. Los ejemplos no limitantes de proteinas HMGA humanas que se
pueden usar en la invencion incluyen la isoforma a y la isoforma b de HMGA, expresadas por el gen HMGA1

(numero de acceso NM_145899).
[0065] En realizaciones adicionales, la proteina endégena puede ser una proteina que aparece en la TABLA A.
Tabla A: Otras proteinas marcadas endégenamente
o
Simbolo :(':c:seo
Simbolo del gen Nombre de la proteina de la de Ia
proteina .
proteina
1 HiF1a factor inducible por la hipoxia-1 HIF1 Q16665
- . VEGFA, |P15692,
2 VEGF (A, B, C) fg)ctor de crecimiento endotelial vascular (A, B, VEFGB. | P49765,
VEGFC | P49767
3 GLUT1 (SLC2A1) farrlu'lla de vehiculos de solutos 2 (transportador GTR1 P11166
facilitado de la glucosa)
4 LDHA lactato deshidrogenasa A LDHA P00338
. P01538,
5 IL-1 (A, B) Interleucina 1 (alfa, beta) IL1A, IL1B PO1584
6 IL-8 Interleucina 8 IL8 P10145
7 Cox-2 (PTGS2) prostaglandina-endoperéxido sintasa 2 PTGS2 P35354
8 CCND1 Ciclina D1 CCND1 P24385
9 CDKN1B (p27) Tglbldor de la quinasa dependiente de la ciclina CDKN1B | P46527
10 CREB1 ﬁ)rotelna de union al elemento sensible a cAMP CREB1 P16220
11 Bcl2 CLL/linfoma 2 de linfocitos B BCL2 P10415
12 MDM2 proteina de unién a p53 MDM2 Q00987
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Tabla A: Otras proteinas marcadas endégenamente
] ) Simbolo :é:::zo
Simbolo del gen Nombre de la proteina de la ) de la
proteina .
proteina
p70S6K proteina quinasa S6 ribosomal, 70 kDa,
13 (RPS6KB1) polipéptido 1 RPSGKB1) P23443
14 FKHR (FOXO1) Forkhead box O1 FOXO1 | Q12778
15 B-catenina (Ctnnb1) Eziznjna (proteina asociada a la cadherina), CTNNB1 | P35222
16 MMP7 metglopeptidasa de la matriz 7 (matrilisina, MMP7 P09237
uterina)
17 Vim Vimentina VIM P08670
18 BIRC5 5 que contiene la repeticic"m IAP de baculovirus BIRC5 015392
(variante 3 alfa de la survivina)
19 CCND2 Ciclina D2 CCND2 | P30279
20 BCLXL (BCL2L1) BCL2 de tipo 1 BCL2L1 | Q07817
p21 inhibidor de la quinasa dependiente de la ciclina
21 (CIP1,CDKN1A) 1A (p21, Cip1) CDKN1A | P38936
29 STATA :ransdqctqf de sefales y activador de la STATA P42224
ranscripcion 1
23 STAT2 transdgctqf de senales y activador de la STAT2 P52630
transcripcion 2
24 STAT3 transdqctqf de sefales y activador de la STAT3 P40763
transcripcion 3
o5 STAT4 (SLEB11) transdqctqf de sefales y activador de la STAT4 Q14765
transcripcion 4
26 EGFR (ERBB1) receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR P00533
27 SOCS1 supresor de la sefalizaciéon de las citocinas 1 SOCS1 015524
28 SOCS2 supresor de la sefalizacién de las citocinas 2 SOCS2 | 014508
29 SOCS3 supresor de la sefalizacién de las citocinas 3 SOCS3 | 014543
30 Viperina (RSAD2, cig5) 2 que contiene &l dominio de la S-adenosil RSAD2 | Q8WXGH1
metionina radical (Viperina)
31 GLUT4 (SLC2A4) familia de vehiculos de solutos 2 (transportador | GTR4 P14672
facilitado de la glucosa), miembro 4
32 COL1A1 colageno, tipo |, alfa 1 COL1A1 | P02452
33 PPARG receptor gamma activado por el factor PPARG | P37231
proliferador de peroxisomas
34 SMAD3 miembro 3 de la familia SMAD SMAD3 | P84022
35 SMAD4 miembro 4 de la familia SMAD SMAD4 | Q13485
36 JNK (MAPKS) proteina quinasa activada por mitégeno 8 MAPK8 | P45983
37 TP53 proteina tumoral p53 TP53 P04637
38 NF-kB (NFKB1, p50) factor nuclear 1 potenciador de las cadenas NFKB1 P19838
ligeras kappa de los linfocitos B
39 Notch1 Notch1 NOTCA1 P46531
40 ATF-2 factor de transcripcion activador 2 ATF2 P15336
41 c-JUN (Jun) proto-oncogén Jun JUN P05412
42 AKT1 homologo del oncogén viral de timoma murino | AKT1 P31749
v-akt
43 p38a (MAPK14) proteina quinasa activada por mitégeno 14 MK14 Q16539
44 p38B (MAPK11) proteina quinasa activada por mitégeno 11 MK11 Q15759
45 p38y (MAPK12) proteina quinasa activada por mitégeno 12 MK12 P53778
46 ERK (MAPK1) proteina quinasa activada por mitégeno 1 MKO1 P28482
47 AhR receptor de hidrocarburo de arilo AHR P35869
48 PXR subfamilia de receptores nucleares 1, grupo |, NR1L2 075469
miembro 2
49 CAR subfamilia de receptores nucleares 1, grupo | NR1L3 Q14994

miembro 3
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Tabla A: Otras proteinas marcadas endégenamente
] ) Simbolo :é:::zo
Simbolo del gen Nombre de la proteina de la ) de la
proteina .
proteina

50 CYP1A2 citocromo P450, familia 1, subfamilia A, CP1A2 P05177
polipéptido 2

51 CYP3A4 citocromo P450, familia 3, subfamilia A, CP3A4 P08684
polipéptido 4

52 CYP2B6 citocromo P450, familia 2, subfamilia B, CP2B6 P20813
polipéptido 6

53 Nrf2 factor 2 relacionado con el factor nuclear NF2L2 Q16236
eritroide 2

54 Hmox1 hemo oxigenasa (desciclado) 1 HMOX1 | P09601

55 GSTA2 glutationa S-transferasa alfa 2 GSTA2 P09210

56 Prdx1 peroxiredoxina 1 PRDX1 Q06830

57 Keap1 proteina 1 asociada con ECH de tipo kelch KEAP1 Q14145

58 Grp78 receptor 78 acoplado a la proteina G GPR78 Q96P69

59 ATF4 factor de transcripcion activador 4 (elemento ATF4 P18848
potenciador sensible a tax B67)

60 ATF6 factor de transcripcion activador 6 ATF6 P18850

61 XBP1 proteina 1 de union a la caja X XBP1 P17861

62 Gadd45a detencion del crecimiento e inducible de dafio | GADD45A P24522
del ADN, alfa

63 p21 subunidad de 21 kDa de la ribonucleasa P/MRP | RPP21 Q9H633

64 Bax proteina X asociada con BCL2 BAX Q07812

65 RAD51c homologo 3 de la proteina RAD51 de reparacion| RA51C 043502
del ADN

66 BTG2 miembro 2 de la familia de BTG BTG2 P78543

67 OATP1B1 familia de transportadores de aniones organicos| OATP2 | Q9Y6L6
en vehiculos de solutos, miembro 1B1

68 OATP1B3 familia de transportadores de aniones organicos| OATP8 | Q9NPD5
en vehiculos de solutos, miembro 1B3

69 OAT1 familia 22 de vehiculos de solutos (transportador] OAT1 Q4U2R8
de aniones organicos), miembro 6

70 OAT3 familia 22 de vehiculos de solutos (transportadory OAT3 Q8TCC7
de aniones organicos), miembro 8

71 OCT2 familia 22 de vehiculos de solutos (transportadory OCT2 015244
de cationes organicos), miembro 2

72 BSEP casete de union a ATP, subfamilia B BSEP 095342
(MDR/TAP), miembro 11

73 MATE1 familia 47 de vehiculos de solutos, miembro 1 MATE"1 Q96FL8

74 BCRP proteina de resistencia al cancer de mama BCRP Q9UNQO

75 ABCB1 proteina 1 de resistencia a multiples farmacos | MDR1 P08183

76 ABCC2 miembro 2 de la subfamilia C de casetes de MRP2 Q92887
union al ATP

77 Pdk1 proteina quinasa 1 dependiente del PDK1 015530
fosfoinositido 3

78 HSF-1 proteina de factor de choque térmico 1 HSF1 Q00613

79 HSP90 (AA1, AB1) proteina de choque térmico HSP 90 (-alfa, HSP90 P07900
-beta) P08238

80 HSPA1A/1B proteina de choque térmico 1A/1B de 70 kDa HSP70 P08107

81 HSPB1 proteina de choque térmico beta-1 Hsp27 P04792

82 p65 Factor de transcripcién p65 TP65 Q04206

83 IL2 Interleucina-2 IL-2 P60568

84 NOS2 Oxido nitrico sintasa, inducible iNOS P35228
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Tabla A: Otras proteinas marcadas endégenamente

. N.° de
] ) Simbolo acceso
Simbolo del gen Nombre de la proteina de la ) de la
proteina .
proteina
85 iCAM (1,2,3,4,5) Molécula de adhesion intercelular (1,2,3,4,5) iCAM P05362,
(1,2,3,4,5)| P13598,
P32942,
Q14773,
Q9UMFO
86 JUN Factor de transcripcion AP-1 AP1 P05412
87 Fbx15 proteina 15 de caja F sola FBX15 Q8NCQ5
88 TUBB3 Cadena beta-3 de la tubulina TUBB3 Q13509
89 UCHL1 Isozima L1 de la hidrolasa carboxilo-terminal de | UCHL1 P09936
ubiquitina
90 SERPIN1
91 SV2A glicoproteina de vesicula sinaptica 2A SV2A Q7L0J3
92 GRIA2 receptor de glutamato, ionotropico, AMPA2 GRIA2 P42262
93 MAP2 proteina 2 asociada a los microttibulos MAP2 P11137
94 GFAP proteina acida fibrilar glial GFAP P14136
95 PEA15 fosfoproteina enriquecida en astrocitos 15 PEA15 Q15121
96 PLP proteina proteolipidica 1 PLP P60
97 GALC galactosilceramidasa GALC P54803
98 MBP proteina basica de la mielina MBP P02686
99 CNP CNP P09543
2',3'-nucledtido ciclico-3'-fosfodiesterasa
100 Olig2 factor de transcripcion de oligodendrocitos 2 Olig2 Q13516
101 NES Nestina Nestin Q48681
102 Sox2 Factor de transcripcion SOX-2 SOX2 P48431
103 FoxGIB Proteina de la caja Foxhead G1 FOXG1B | P55316
104 Pax6 Proteina Pax-6 PAX6 P26367
105 TH Tirosina 3-monooxigenasa TH P07101
106 CLDN®6 Claudina-6 CLDN®6 P56747
107 GATA4 Factor de transcripcion GATA-4 GATA4 P43694
108 PDX1 Proteina de homeocaja de pancreas/duodeno 1 | PDX-1 P52945
109 Krt20 Queratina, citoesqueleto 20 de tipo | KRT20 P35900
110 KLF4 Factor 4 de tipo Krueppel KLF4 043474
111 Sox17 Factor de transcripcion SOX-17 Sox17 Q9H6I12
112 FoxA2 Factor nuclear de hepatocitos 3-beta FOXA2 Q9Y261
113 CXCR4 receptor de quimioquina C-X-C de tipo 4 CXCR4 | P61073
114 HNF4A Factor nuclear de hepatocitos 4-alfa HNF4 P41235
115 DPP4 Dipeptidil peptidasa 4 DPP4 P27487
116 AFM Afamina ALB2 P43652
117 KRT19 Queratina, citoesqueleto 19 de tipo | KRT19 P08727
118 KRT18 Queratina, citoesqueleto 18 de tipo | KRT18 P05783
119 CYP7A1 Colesterol 7-alfa-monooxigenasa CYP7A1 | P22680
120 CYP3A4 Citocromo P450 3A4 CYP3A4 | P08684
121 Cyp2B6 Citocromo P450 2B6 CYP2B6 | P20813
122 PCK1 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, citosolica PCK1 P35558
[GTP]
123 PCK2 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa [GTP], PCK2 Q16822
mitocondrial
124 TAT Tirosina aminotransferasa TAT P17735
125 TDO02 Triptoéfano 2,3-dioxigenasa TDO P48775
126 GalC Galactocerebrosidasa GALC P54803
127 Mafa Factor de transcripcion MafA MAFA Q8NHW3
128 NEUROG3 Neurogenina-3 NGN-3 QY472

10
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Tabla A: Otras proteinas marcadas endégenamente
] ) Simbolo :é:::zo
Simbolo del gen Nombre de la proteina de la ) de la
proteina .
proteina
129 RUNX1 Factor de transcripcion relacionado con Runt 1 | RUNX1 Q01196
130 myb (c-myb) Activador de la transcripcion Myb c-Myb P10242
131 VAV Proto-oncogén vav VAV P15498
132 GATA1 Factor de transcripcion eritroide GATA1 P15976
133 LCLAT1 Lisocardiolipina aciltransferasa 1 LCLAT1 | QBUWP7
134 CD34 Antigeno de células progenitoras CD34 P28906
hematopoyéticas CD34
135 PTPRC Proteina asociada al receptor de la proteina CD45 Q14761
tirosina fosfatasa de tipo C
136 MNX1 Proteina 1 de la homeocaja de las neuronas HOXHB9 | P50219
motoras y del pancreas
137 CD34
138 ICA1 autoantigeno 1 de las células de los islotes ICAp69 | Q05084
139 MYEF-2 Factor de expresion de la mielina 2 MYEF-2 | Q9P2K5
140 ChAT colina O-acetiltransferasa ChAT P28329
141 ISLET (ISL1) Proteina potenciadora del gen de la insulina ISLET P61371
ISL-1
142 NKX2-5 Factor de transcripciéon de NK2 relacionado, NKX2-5 | P52952
locus 5
143 EHMT1 (Brachyury) histona-lisina N-metiltransferasa eucromatica 1 | EHMT1 Q9H9BA1
144 MyH6 miosina, cadena pesada 6, musculo cardiaco, MYH6 P13533
alfa
145 TNNT2 troponina T de tipo 2 (cardiaca) TNNT2 P45379
146 MixI1 Proteina de la homeocaja MIXL1 MIXL Q9H2W2
147 MLC2a Cadena ligera reguladora de la miosina 2, MLC-2a | Q01449
isoforma atrial
148 MLC2v Cadena ligera reguladora de la miosina 2, MLC-2v | P10916
isoforma del musculo ventricular/cardiaco
149 HCN4 Canal 4 abierto por nucleétidos ciclicos HCN4 Q9Y3Q4
activados por la hiperpolarizacion del
potasio/sodio
150 Hey1 Vellosa/potenciadora de la division relacionada | CHF-2 Q9Y5J3
con la proteina 1 del motivo YRPW
151 Hey2 Vellosa/potenciadora de la division relacionada | CHF-1 Q9UBP5
con la proteina 2 del motivo YRPW
152 Mesp1 Proteina del mesodermo posterior 1 Mesp1 Q9BRJ9
153 GRE
(elemento de respuesta a
glucocorticoides)
1-46 genes relacionados con las vias de sefalizacion celular
47-86 genes relacionados con la ADEM/toxicidad
89-152 genes relacionados con la medicina regenerativa/células madre

(b) secuencia de marcaje

[0066] EI término “marcador” se refiere, en el presente documento, a una proteina que se fusiona con la proteina
enddgena para crear las proteinas endogenas marcadas. La secuencia de marcaje se fusiona en fase con la
secuencia de codificacion de la proteina endégena, de manera que se genera una proteina de fusion. La expresion
“en fase” significa que el marco de lectura abierto (ORF) de la secuencia cromosdémica que codifica la proteina se
mantiene tras la insercion de la secuencia de marcaje. Las inserciones en fase se producen cuando el nimero de
nucledtidos insertados es divisible entre tres, lo que se puede lograr mediante la adicion de un enlazador de
cualquier nimero de nucleétidos a la secuencia que codifica la proteina de marcaje segun el caso. La proteina
enddgena se puede marcar en cualquier lugar dentro de la secuencia polipeptidica de la proteina, siempre que la
funcién de la proteina enddgena no se vea afectada. En general, el marcaje se realiza en el extremo N- o C-terminal
de la proteina. La proteina endégena se puede marcar, por ejemplo, en el extremo N-terminal de la proteina. Como
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alternativa, la proteina endégena se puede marcar en el extremo C-terminal de la proteina.

[0067] Una secuencia de marcaje puede ser cualquier secuencia peptidica codificada por una secuencia de acido
nucleico. La secuencia de marcaje puede codificar una variedad de marcadores, incluyendo, pero sin limitacion,
epitopos marcadores, marcadores de afinidad, indicadores o combinaciones de los mismos.

[0068] El marcador puede ser, por ejemplo, un epitopo marcador. El epitopo marcador puede comprender una
secuencia de aminoacidos aleatoria o una secuencia de aminoacidos conocida. Una secuencia de aminoacidos
conocida puede tener, por ejemplo, anticuerpos generados contra ella, o puede no haber anticuerpos conocidos
generados contra la secuencia. El epitopo marcador puede ser una epitopo marcador de anticuerpo para el que
haya anticuerpos comerciales disponibles. Los ejemplos no limitantes de epitopos marcadores de anticuerpos
adecuados son myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, proteina de union a la maltosa, nus, Softag 1, Softag
3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, BCCP y calmodulina.

[0069] Un marcador ilustrativo puede ser un indicador. Los indicadores adecuados son conocidos en la técnica.
Los ejemplos no limitantes de indicadores incluyen marcadores de afinidad, indicadores visuales o indicadores
marcadores seleccionables. Los ejemplos no limitantes de marcadores de afinidad incluyen la proteina de unién a la
quitina (CBP), la tiorredoxina (TRX), poli(NANP), el marcador de purificacion por afinidad en tandem (TAP) y la
glutation-S-transferasa (GST). Los indicadores visuales suelen dar lugar a una sefial visual, tal como un cambio de
color en la célula, o la fluorescencia o luminiscencia de la célula. Por ejemplo, el indicador LacZ, que codifica B-
galactosidasa, volvera azul una célula en presencia de un sustrato adecuado, tal como X-gal. Otros ejemplos no
limitantes de indicadores visuales incluyen una proteina fluorescente, luciferasa, fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa, beta-lactamasa, peroxidasa de rabano picante y variantes de las mismas. Ademas, se puede usar la
luciferasa. Los indicadores marcadores seleccionables normalmente confieren un rasgo seleccionable a la célula, tal
como resistencia a farmacos (por ejemplo, resistencia a los antibiéticos).

[0070] Un marcador ilustrativo es un indicador visual de proteina fluorescente. Los ejemplos no limitantes de
indicadores visuales de proteina fluorescente incluyen proteinas verdes fluorescentes (por ejemplo, GFP, GFP-2,
tagGFP, turboGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Monomeric Azami Green, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1),
proteinas amarillas fluorescentes (por ejemplo, YFP, EYFP, citrina, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellow1), proteinas
azules fluorescentes (por ejemplo, EBFP, EBFP2, Azurite, mKalama1, GFPuv, Sapphire, T-sapphire), proteinas azul
verdosas fluorescentes (por ejemplo, ECFP, Cerulean, CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteinas rojas
fluorescentes (mKate, mKate2, mPlum, DsRed monomer, mCherry, mRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-
Monomer, HcRed-Tandem, HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred) y proteinas naranjas
fluorescentes (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Monomeric Kusabira-Orange, mTangerine, tdTomato) o cualquier
otra proteina fluorescente adecuada. Son marcadores ilustrativos una proteina verde fluorescente o una proteina
roja fluorescente.

[0071] Los ejemplos no limitantes también incluyen permutaciones circulares de proteinas verdes fluorescentes,
en las que las partes amino y carboxilo se intercambian y se vuelven a unir con un espaciador corto que conecta los
extremos originales, sin que dejen de ser fluorescentes. Estas permutaciones circulares de proteina fluorescente
tienen alterados los valores de pKa y las orientaciones del cromdéforo. Ademas, ciertos lugares dentro de algunas
proteinas fluorescentes toleran la insercién de proteinas enteras, y los cambios de configuracion en la insercion
pueden tener efectos profundos en la fluorescencia, tal como el aumento o el cambio de color. Por ejemplo, las
inserciones de calmodulina o un dominio de dedos de cinc en el lugar de Tyr-145 de una mutante amarilla (EYFP,
proteina amarilla fluorescente mejorada) de GFP dan lugar a proteinas indicadoras cuya fluorescencia se puede
mejorar varias veces tras la union del metal. El injerto de calmodulina en una proteina amarilla fluorescente
mejorada puede controlar el Ca®* citosélico en células de mamifero individuales.

[0072] La proteina enddgena se puede fusionar, por ejemplo, con el marcador a través de un enlace peptidico. La
secuencia del enlazador peptidico se selecciona basandose en contribuciones estructurales y conformacionales
conocidas de segmentos peptidicos para permitir el plegamiento apropiado y evitar un posible impedimento estérico
de la proteina que se vaya a marcar y del polipéptido marcador. Los enlazadores peptidicos se usan comunmente y
se conocen en la técnica, y pueden ser de aproximadamente 3 a aproximadamente 40 aminoacidos de longitud.

[0073] La proteina enddogena también se puede marcar con mas de un marcador. Por ejemplo, una proteina
enddgena se puede marcar con al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve marcadores. Se
puede expresar mas de un marcador como un solo polipéptido fusionado a una proteina enddgena de interés. Mas
de un marcador fusionado a una proteina endégena se puede expresar como un solo polipéptido que se escinde en
los polipéptidos marcadores individuales después de la traduccion. A modo de ejemplo no limitante, los péptidos 2A
de los picornavirus insertados entre polipéptidos marcadores o entre el polipéptido marcador y la proteina endégena
pueden dar lugar a la “escision” junto con la traduccion de una marcador, y conducir a la expresion de multiples
proteinas a niveles equimolares.

[0074] En una realizacion ilustrativa, la célula expresa una proteina endégena que esta marcada con una proteina
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fluorescente. En otra realizacion ilustrativa, la célula expresa dos proteinas endégenas marcadas por fluorescencia.
En ofra realizacion ilustrativa mas, la célula expresa tres proteinas endégenas marcadas por fluorescencia. En una
realizacion adicional, la célula expresa cuatro o mas proteinas endégenas marcadas.

(c) Tipo de célula

[0075] En general, la célula sera una célula eucariota. Las células adecuadas incluyen hongos o levaduras, tales
como Pichia pastoris o Saccharomyces cerevisiae; células de insectos, tales como células SF9 de Spodoptera
frugiperda o células S2 de Drosophila melanogaster; células vegetales; y células animales, tales como células de
ratén, rata, hamster, primate no humano o ser humano. Las células ilustrativas son de mamifero. Las células de
mamifero pueden ser células primarias. En general, se puede usar cualquier célula primaria que sea sensible a las
roturas de doble cadena. Las células pueden ser de una variedad de tipos de células, por ejemplo, fibroblastos,
mioblastos, linfocitos T o B, macrofagos, células epiteliales, etcétera.

[0076] La célula de mamifero puede ser una célula de linea celular de mamifero. La linea celular puede ser
cualquier linea celular establecida o una linea celular primaria. La linea celular puede ser adherente o no adherente,
o la linea celular se puede cultivar en condiciones que potencien el crecimiento adherente, no adherente u
organotipico usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia. Los ejemplos no limitantes
de lineas celulares de mamifero adecuadas incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), linea CVI de rifidn
de mono transformada por SV40 (COS7); linea de rifidn embrionario humano 293; células de rifion de cria de
hamster (BHK); células de Sertoli de raton (TM4); células de rifidn de mono (CVI-76); células de rifidn de mono
verde africano (VERO-76); células humanas de carcinoma de cuello uterino (HelLa); células de rifién canino (MDCK);
células de higado de rata bufalo (BRL 3A); células de pulmén humanas (W138); células de higado humanas (Hep
G2); células de tumor de mama de raton (MMT); células de hepatoma de rata (HTC); células HIH/3T3, la linea
celular de osteosarcoma humana U2-0OS, la linea celular A549 humana, la linea celular K562 humana, la linea
celular HEK293 humana, la linea celular HEK293T humana y células TRI. Para una extensa lista de lineas celulares
de mamiferos, los expertos en la materia pueden consultar el catalogo de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC®, Mamassas, VA). En general, las células pueden ser de una variedad de tipos de células, por ejemplo,
fibroblastos, mioblastos, linfocitos T o B, macrofagos, células epiteliales, etcétera. Una linea celular ilustrativa de
acuerdo con la presente divulgacion es la linea celular de osteosarcoma U20S humana. Otras lineas celulares
humanas ilustrativas alternativas son la linea celular A549, la linea celular K562, la linea celular HEK293 y la linea
celular HEK293T. Otra linea celular humana ilustrativa es la MCF10a, una linea celular de cancer epitelial de mama.
Otra linea celular humana ilustrativa es la SKOV3, una linea de células epiteliales. Otras lineas celulares ilustrativas
alternativas incluyen células iPS, que son células madre pluripotentes inducidas generadas a partir de fibroblastos u
otros tipos de células.

[0077] En otras realizaciones mas, la célula puede ser una célula madre. Las células madre adecuadas incluyen,
sin limitacién, células madre embrionarias, células madre de tipo ES, células madre fetales, células madre adultas,
células madre pluripotentes, células madre pluripotentes inducidas, células madre multipotentes, células madre
oligopotentes y células madre unipotentes.

[0078] En realizaciones adicionales, la célula puede ser un embrion monocelular. EI embrion puede ser un
vertebrado o un invertebrado. Los vertebrados adecuados incluyen mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces. Los
ejemplos de mamiferos adecuados incluyen, sin limitacion, roedores, animales de compafiia, animales de granja y
no primates. Los ejemplos no limitantes de roedores incluyen ratones, ratas, hamsteres, jerbos y cobayas. Los
animales de compaiiia adecuados incluyen, pero sin limitacion, gatos, perros, conejos, erizos y hurones. Los
ejemplos no limitantes de animales de granja incluyen caballos, cabras, ovejas, cerdos, vacas, llamas y alpacas. Los
no primates adecuados incluyen, pero sin limitacion, monos capuchinos, chimpancés, lemures, macacos, monos fiti,
tamarinos, monos arafia, monos ardilla y monos verdes. Los ejemplos de aves no limitantes incluyen pollos, pavos,
patos y gansos. Como alternativa, el animal puede ser un invertebrado tal como un insecto, un nematodo, y
similares. Los ejemplos no limitantes de insectos incluyen Drosophila y mosquitos.

Il. Método de marcaje de proteina/s endogenas/s

[0079] Otro aspecto de la presente divulgacion engloba un método de marcaje de al menos una proteina
enddgena en una célula. EI método comprende el uso de una endonucleasa de direccién para mediar en la
integracion de una secuencia de marcaje en fase con una secuencia codificante endégena. Mas concretamente, el
método comprende introducir en una célula al menos una nucleasa de dedos de cinc o acido nucleico que codifique
una nucleasa de dedos de cinc y al menos un polinucleétido donante. El polinucledtido donante comprende una
secuencia de marcaje que se va a integrar en fase en la secuencia cromosémica enddgena, una secuencia cadena
arriba y una secuencia cadena abajo flanqueando la secuencia de marcaje, en el que las secuencias cadena arriba y
cadena abajo comparten una identidad de secuencia sustancial con cualquiera de los lados del sitio de escision de
la secuencia cromosémica enddgena que codifica la proteina. A continuacién, se mantienen las células en
condiciones que permitan la reparacion de una rotura de doble cadena introducida en el sitio de escisién por la
nucleasa de dedos de cinc mediante un proceso de homologia dirigida, de manera que la secuencia de marcaje del
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polinucledtido donante se integre en fase en la secuencia cromosomica que codifica la proteina endégena. Las
células generadas por el método que expresan al menos una proteina endégena marcada se detallan anteriormente
en el apartado (). Los componentes del método se describen mas detalladamente a continuacion.

(a) Endonucleasa de direccion

[0080] EI método comprende, en parte, introducir en una célula al menos una endonucleasa de direccion o acido
nucleico que codifique una endonucleasa de direccién. La endonucleasa de direcciéon puede ser una proteina de
origen natural o una proteina disefiada por ingenieria genética. En algunas realizaciones, la endonucleasa de
direccién puede ser una meganucleasa o una endonucleasa buscadora. En otras realizaciones, la endonucleasa de
direccion puede ser una nucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (TALE). En realizaciones preferidas,
la endonucleasa de direccion puede ser una nucleasa de dedos de cinc. Por lo general, una nucleasa de dedos de
cinc comprende un dominio de unién a ADN (es decir, dedo de cinc) y un dominio de escision (es decir, nucleasa),
que se describen a continuacion.

(i) Dominio de unién de dedos de cinc

[0081] Los dominios de union de dedos de cinc pueden estar disefiados para reconocer y unirse a cualquier
secuencia de acido nucleico de eleccion. Véase, por ejemplo, Beerli et al. (2002) Nat. Biotechnol. 20:135-141; Pabo
et al. (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-340; Isalan et al. (2001) Nat. 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; Zhang et al. (2000) J.
Biol. Chem. 275(43):33850-33860; Doyon et al. (2008) Nat. Biotechnol. 26:702-708; y Santiago et al. (2008) Proc.
Nati. Acad. Sci. EE.UU. 105:5809-5814. Un dominio de unién de dedos de cinc disefiado puede tener una nueva
especificidad de unidon en comparacion con una proteina de dedos de cinc de origen natural. Los métodos de disefio
incluyen, pero sin limitacion, el disefio racional y diversos tipos de seleccion. El disefio racional incluye, por ejemplo,
el uso de bases de datos que comprenden secuencias de nucledtidos doblete, triplete y/o cuadruplete y secuencias
de aminoacidos de dedos de cinc individuales, en las que cada secuencia de nucleétidos de doblete, triplete o
cuadruplete se asocia con una o mas secuencias de aminoacidos de dedos de cinc que se unen a la secuencia
triplete o cuadruplete en particular. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 6.453.242 y 6.534.261, cuyas
divulgaciones se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad. Como ejemplo, se puede
usar el algoritmo descrito en la patente de EE.UU. n.° 6.453.242 para disefiar un dominio de unién de dedos de cinc
para dirigirse a una secuencia preseleccionada. También se pueden usar métodos alternativos, tales como el disefio
racional usando una tabla de cédigos de reconocimiento no degenerado para disefiar un dominio de unién de dedos
de cinc para dirigirse a una secuencia especifica (Sera et al. (2002) Biochemistry 41: 7074-7081). Se pueden
encontrar herramientas basadas en la Web disponibles para el publico para identificar los posibles sitios diana en las
secuencias de ADN y disefiar los dominios de unién de dedos de cinc en http://www.zincfingertools.org vy
http://bindr.gdcb.iastate.edu/ZiFiT/, respectivamente (Mandell et al. (2006) Nuc. Acid Res. 34:W516-W523; Sander et
al. (2007) Nuc. Acid Res. 35:W599-W605).

[0082] Se puede disefiar un dominio de unién de dedos de cinc que reconozca y se una a una secuencia de ADN
que varie de aproximadamente 3 nucleétidos a aproximadamente 21 nucleétidos de longitud, o de aproximadamente
8 a aproximadamente 19 nucledtidos de longitud. En general, los dominios de unién de dedos de cinc de las
nucleasas de dedos de cinc desveladas en la presente documento comprenden al menos tres regiones de
reconocimiento de dedos de cinc (es decir, dedos de cinc). En una realizacién, el dominio de unién de dedos de cinc
puede comprender cuatro regiones de reconocimiento de dedos de cinc. En otra realizacion, el dominio de union de
dedos de cinc puede comprender cinco regiones de reconocimiento de dedos de cinc. En otra realizacion mas, el
dominio de unién de dedos de cinc puede comprender seis regiones de reconocimiento de dedos de cinc. Se puede
disefiar un dominio de unién de dedos de cinc que se una a cualquier secuencia de ADN diana adecuada. Véase,
por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 6.607.882; 6.534.261 y 6.453.242, cuyas divulgaciones se incorporan por
referencia en el presente documento en su totalidad.

[0083] Los métodos ilustrativos de seleccion de una region de reconocimiento de dedos de cinc pueden incluir la
presentacion de fagos y los sistemas de dos hibridos, y se desvelan en las patentes de EE.UU. n.° 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; asi como los documentos WO
98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y GB 2.338.237, cada uno de los cuales se incorpora por
referencia en el presente documento en su totalidad. Ademas, la mejora de la especificidad de unién de los dominios
de uniodn de dedos de cinc se ha descrito, por ejemplo, en el documento WO 02/077227.

[0084] Los expertos en la materia conocen los dominios de uniéon de dedos de cinc y los métodos de disefio y
construccion de proteinas de fusion (y los polinucledtidos que las codifican), y se describen en detalle en las
publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. n.° 20050064474 y 20060188987, cada una incorporada por
referencia en el presente documento en su totalidad. Las regiones de reconocimiento de dedos de cinc y/o las
proteinas de varios dedos de cinc se pueden unir entre si usando secuencias enlazadoras adecuadas, incluyendo,
por ejemplo, enlazadores de cinco o mas aminoacidos de longitud. Véanse, las patentes de EE.UU. n.° 6.479.626;
6.903.185 y 7.153.949, cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento por referencia en su totalidad,
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para consultar ejemplos no limitantes de secuencias enlazadoras de seis 0 mas aminoacidos de longitud. El dominio
de unién de dedos de cinc descrito en el presente documento puede incluir una combinacién de enlazadores
adecuados entre los dedos de cinc individuales de la proteina.

[0085] En algunas realizaciones, la nucleasa de dedos de cinc puede comprender ademas una sefial o secuencia
de localizaciéon nuclear (NLS). Una NLS es una secuencia de aminoacidos que facilita la direccion de la proteina
nucleasa de dedos de cinc hacia el nucleo para introducir una rotura de doble cadena en la secuencia diana del
cromosoma. Las sefiales de localizacion nuclear son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Makkerh et al.
(1996) Current Biology 6:1025-1027.

[0086] Un dominio de unidon de ADN de dedos de cinc ilustrativo reconoce y se une a una secuencia que tiene al
menos aproximadamente el 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO: 1,
2,13, 14,18, 19, 22, 23, 25 y 26. En otras realizaciones, la identidad de secuencia puede ser del aproximadamente
81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 %.

(ii) Dominio de escisién

[0087] Una nucleasa de dedos de cinc también incluye un dominio de escision. La parte del dominio de escision de
las nucleasas de dedos de cinc desveladas en el presente documento puede obtenerse de cualquier endonucleasa o
exonucleasa. Los ejemplos no limitantes de endonucleasas de las que se puede obtener un dominio de escision
incluyen, pero sin limitacién, endonucleasas de restriccion y endonucleasas buscadoras. Véase, por ejemplo, 2002-
2003 Catalog, New England Biolabs, Beverly, Mass.; y Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388 o
www.neb.com. Se conocen enzimas adicionales que escinden el ADN (por ejemplo, nucleasa S1; nucleasa de judia
mungo; DNasa pancreatica |; nucleasa microcdcica; endonucleasa de levadura HO). 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) se pueden usar como fuente de dominios de escision.

[0088] También se puede obtener un dominio de escision de una enzima o parte de la misma, como se describe
anteriormente, que requiera la dimerizacién para la actividad de escisién. Se pueden requerir dos nucleasas de
dedos de cinc para la escision, ya que cada nucleasa comprende un monémero del dimero de enzima activa. Como
alternativa, una sola nucleasa de dedo de cinc puede comprender ambos monémeros para crear un dimero de
enzima activa. Como se usa en el presente documento, un "dimero de enzima activa" es un dimero enzimatico
capaz de escindir una molécula de acido nucleico. Los dos mondémeros de escision pueden derivar de la misma
endonucleasa (o fragmentos funcionales de la misma) o cada mondémero puede derivar de una endonucleasa
diferente (o fragmentos funcionales de la misma).

[0089] Cuando se usan dos monémeros de escision para formar un dimero de enzima activa, los sitios de
reconocimiento para las dos nucleasas de dedos de cinc se disponen preferentemente de manera que la unién de
las dos nucleasas de dedos de cinc con sus respectivos sitios de reconocimiento coloque a los monémeros de
escisién en una orientacion espacial entre si que permita que los monémeros de escision formen un dimero de
enzima activa, por ejemplo, por dimerizacién. Como resultado de ello, los bordes cercanos de los sitios de
reconocimiento pueden estar separados por aproximadamente 5 a aproximadamente 18 nucleétidos. Por ejemplo,
los bordes cercanos pueden estar separados por aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 0 18
nucleétidos. No obstante, se entendera que cualquier nimero entero de nucleétidos o pares de nucleétidos puede
intercalarse entre dos sitios de reconocimiento (por ejemplo, de aproximadamente 2 a aproximadamente 50 pares de
nucledtidos o mas). Los bordes cercanos de los sitios de reconocimiento de las nucleasas de dedos de cinc, tales
como, por ejemplo, los descritos en detalle en el presente documento, pueden estar separados por 6 nucleétidos. En
general, el sitio de escision se encuentra entre los sitios de reconocimiento.

[0090] Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion) estan presentes en muchas especies y son
capaces de unirse con especificidad de secuencia al ADN (en un sitio de reconocimiento), y escindir el ADN en o
cerca del sitio de union. Ciertas enzimas de restriccion (por ejemplo, de tipo IIS) escinden el ADN en sitios retirados
del sitio de reconocimiento, y tienen dominios de unién y de escision separables. Por ejemplo, la enzima de Tipo IIS
Fokl cataliza la escision de doble cadena del ADN, a 9 nucleétidos de su sitio de reconocimiento en una cadena y 13
nucledtidos de su sitio de reconocimiento en la otra. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.° 5.356.802;
5.436.150 y 5.487.994; asi como Li et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 4275-4279; Li et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 2764-2768; Kim et al. (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 91:883-887; Kim et al.
(1994b) J. Biol. Chem. 269:31, 978-31, 982. Por lo tanto, una nucleasa de dedos de cinc puede comprender el
dominio de escision de al menos una enzima de restriccion de tipo IS y uno o mas dominios de union de dedos de
cinc, que pueden o no estar disefiados. Se describen enzimas de restriccion de tipo ISS ilustrativas, por ejemplo, en
la publicacién internacional WO 07/014.275, cuya divulgacion se incorpora por referencia en el presente documento
en su totalidad. Otras enzimas de restriccion adicionales también contienen dominios de unién y de escision
separables, y también estan contempladas por la presente divulgacion. Véase, por ejemplo, Roberts et al. (2003)
Nucleic Acids Res. 31: 418-420.
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[0091] Un ejemplo de enzima de restriccion de tipo IIS, cuyo dominio de escision es separable del dominio de
union, es Fokl. Esta enzima en particular es activa como dimero (Bitinaite et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
95:10, 570-10, 575). Por consiguiente, para los fines de la presente divulgacion, la parte de la enzima Fokl usada en
una nucleasa de dedos de cinc se considera un mondémero de escision. Por lo tanto, para la escisiéon de doble
cadena dirigida usando un dominio de escisién de Fokl, se pueden usar dos nucleasas de dedos de cinc, que
comprenden cada una un mondémero de escision de Fokl, para reconstituir un dimero de enzima activa. Como
alternativa, también se puede usar una molécula de un solo polipéptido que contenga un dominio de unién de dedos
de cinc y dos monémeros de escision de Fokl.

[0092] En ciertas realizaciones, el dominio de escision puede comprender uno o mas monoémeros de escision
disefiados que minimicen o eviten la homodimerizacién, como se describe, por ejemplo, en las patentes de EE.UU.
n.° 20050064474, 20060188987 y 20080131962, cada una de las cuales se incorpora por referencia en el presente
documento en su totalidad. A modo de ejemplo no limitante, todos los restos de aminoacidos de las posiciones 446,
447,479, 483, 484, 486, 487, 490, 491, 496, 498, 499, 500, 531, 534, 537 y 538 de Fokl son dianas para influir en la
dimerizacién de las mitades de los dominios de escision de Fokl. Los ejemplos de monémeros de escision de Fokl
disefiados que forman heterodimeros obligados incluyen un par en el que un primer monémero de escision incluye
mutaciones en las posiciones de los restos de los aminoacidos 490 y 538 de Fokl y un segundo monémero de
escision incluye mutaciones en las posiciones de resto de aminoacido 486 y 499.

[0093] Por lo tanto, en una realizacion, una mutacion en la posicién del aminoacido 490 reemplaza Glu (E) por Lys
(K); una mutacion en el resto de aminoacido 538 reemplaza Iso (I) por Lys (K); una mutacién en el resto de
aminoacido 486 reemplaza GIn (Q) por Glu (E); y una mutacion en la posicion 499 reemplaza Iso (1) por Lys (K). En
concreto, los mondémeros de escision disefiados se pueden preparar mediante la mutacion de las posiciones 490 de
E a Ky 538 de | a K en un monémero de escision para producir un monémero de escision disefiado designado
"E490K:1538K" y mediante la mutacién de las posiciones 486 de Q a E y 499 de | a L en otro monémero de escision
para producir un monémero de escision disefiado designado "Q486E:1499L". Los mondmeros de escision disefiados
descritos anteriormente son heterodimeros mutantes obligados en los que se reduce al minimo o se elimina la
escision aberrante. Los monémeros de escision disefiados se pueden preparar usando un método adecuado, por
ejemplo, por mutagénesis dirigida de mondmeros de escisién de tipo silvestre (Fokl) como se describe en la
publicacion de patente de EE.UU. n.° 20050064474 (véase el Ejemplo 5).

[0094] La nucleasa de dedos de cinc descrita anteriormente se puede disefiar para introducir una rotura de doble
cadena en el sitio de integracién diana. La rotura de doble cadena puede estar en el sitio de integracion diana, o
puede estar hastaa 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100 o 1.000 nucleétidos de distancia del sitio de
integracion. En algunas realizaciones, la rotura de doble cadena puede estar hasta a 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 0 20
nucledtidos de distancia del sitio de integracion. En otras realizaciones, la rotura de doble cadena puede estar hasta
a 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 nucledtidos de distancia del sitio de integracion. En otras realizaciones mas, la
rotura de doble cadena puede estar hasta a 50, 100 o 1.000 nucleodtidos de distancia del sitio de integracion.

(iv) Métodos adicionales para la escision dirigida

[0095] En los métodos desvelados en el presente documento, se puede usar cualquier nucleasa que tenga un sitio
diana en una secuencia cromosoémica. Por ejemplo, las endonucleasas buscadoras y las meganucleasas tienen
secuencias de reconocimiento muy largas, algunas de las cuales tienden a estar presentes, basandose en la
estadistica, una vez en un genoma de tamafio humano. Cualquiera de dichas nucleasas que tenga un sitio diana
Unico en un genoma celular se puede usar en lugar de, o ademas de, una nucleasa de dedos de cinc, para la
escision dirigida de un cromosoma celular.

[0096] Los ejemplos no limitantes de endonucleasas buscadoras incluyen I-Scel, I-Ceul, PI-Pspl, PI-Sce, I-ScelV, |-
Csml, I-Panl, I-Scell, I-Ppol, I-Scelll, I-Crel, I-Tevl, I-Tevll e I-Tevlll. Las secuencias de reconocimiento de estas
enzimas son conocidas en la técnica. Véase también la patente de EE.UU. n.° 5.420.032; la patente de EE.UU. n.°
6.833.252; Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388; Dujon et al. (1989) Gene 82:115-118; Perler et al.
(1994) Nucleic Acids Res. 22, 1125-1127; Jasin (1996) Trends Genet. 12:224-228; Gimble et al. (1996) J. Mol. Biol.
263:163-180; Argast et al. (1998) J. Mol. Biol. 280:345-353 y el catalogo de New England Biolabs.

[0097] Aunque la especificidad de la escision de la mayoria de las endonucleasas buscadoras no es absoluta con
respecto a sus sitios de reconocimiento, los sitios son de longitud suficiente para que se pueda obtener una sola
escision por genoma de tamafo de mamifero mediante la expresion de una endonucleasa buscadora en una célula
que contenga una sola copia de su sitio de reconocimiento. También se ha informado que la especificidad de las
endonucleasas buscadoras y de las meganucleasas se puede disefar para que se unan a sitios diana no naturales.
Véase, por ejemplo, Chevalier ef al. (2002) Molec. Cell 10:895-905; Epinat et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31:2952-
2962; Ashworth et al. (2006) Nature 441:656-659; Paques et al. (2007) Current Gene Therapy 7:49-66.
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(v) Acido nucleico que codifica una nucleasa de dedos de cinc

[0098] La nucleasa de dedos de cinc se puede introducir en la célula como un acido nucleico que codifique la
nucleasa de dedos de cinc. El acido nucleico que codifica una nucleasa de dedos de cinc puede ser ADN o ARN. En
una realizacion, el acido nucleico que codifica una nucleasa de dedos de cinc puede ser ADN. Por ejemplo, puede
introducirse ADN de plasmido que comprenda una secuencia de codificacion de nucleasa de dedos de cinc en la
célula. En otra realizacion, el acido nucleico que codifica una nucleasa de dedos de cinc puede ser ARN o ARNm.
Cuando el acido nucleico que codifica una nucleasa de dedos de cinc es ARNm, la molécula de ARNm puede estar
protegida terminalmente en 5. Del mismo modo, cuando el acido nucleico que codifica una nucleasa de dedos de
cinc es ARNm, la molécula de ARNm puede estar poliadenilada. Por lo tanto, un acido nucleico de acuerdo con el
método puede ser una molécula de ARNm protegida terminalmente y poliadenilada, que codifique una nucleasa de
dedos de cinc. Los métodos de proteccion terminal y de poliadenilacion de ARNm son conocidos en la técnica.

(b) Polinucleétido donante

[0099] EI método de integracion de la secuencia de marcaje en fase en una secuencia cromosdmica diana
comprende ademas introducir en la célula al menos un polinucleétido donante que comprenda la secuencia de
marcaje. Un polinucleétido donante no solo comprende la secuencia de marcaje, como se detalla anteriormente en
el apartado (I)(b), sino que también comprende una secuencia cadena arriba y una secuencia cadena abajo. Las
secuencias cadena arriba y cadena abajo flanquean la secuencia de marcaje en el polinucleétido donante. Ademas,
las secuencias cadena arriba y cadena abajo comparten identidad de secuencia sustancial con cualquiera de los
lados del sitio de integracion de la secuencia cromosémica enddgena.

[0100] Las secuencias cadena arriba y cadena abajo del polinucledtido donante se seleccionan para potenciar la
recombinacion entre la secuencia cromosémica diana y el polinucleétido donante. La secuencia cadena arriba, como
se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de acido nucleico que comparte similitud de secuencia
con la secuencia cromosémica cadena arriba del sitio de integracion diana. Del mismo modo, la secuencia cadena
abajo se refiere a una secuencia de acido nucleico que comparte similitud de secuencia con la secuencia
cromosomica cadena abajo del sitio de integracion diana. Las secuencias cadena arriba y cadena abajo del
polinucleétido donante pueden tener aproximadamente el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de identidad de
secuencia con la secuencia cromosoémica diana. En otras realizaciones, las secuencias cadena arriba y cadena
abajo del polinucledtido donante pueden tener aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
identidad de secuencia con la secuencia cromosémica diana. En una realizacion ilustrativa, las secuencias cadena
arriba y cadena abajo del polinucledtido donante pueden tener aproximadamente el 99 % o 100 % de identidad de
secuencia con la secuencia cromosémica diana.

[0101] Una secuencia cadena arriba o cadena abajo puede comprender de aproximadamente 20 pb a
aproximadamente 2.500 pb. En una realizacién, una secuencia cadena arriba o cadena abajo puede comprender
aproximadamente 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.400, 1.500, 1.600,
1.700, 1.800 , 1.900, 2.000, 2.100, 2.200, 2.300, 2.400 o 2.500 pb. Una secuencia cadena arriba o cadena abajo
ilustrativa puede comprender de aproximadamente 200 pb a aproximadamente 2.000 pb, de aproximadamente 600
pb a aproximadamente 1.000 pb, o mas particularmente, de aproximadamente 700 pb a aproximadamente 1.000 pb.

[0102] Por lo general, el polinucleétido donante sera ADN. El polinucleétido donante puede ser un plasmido de
ADN, un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un cromosoma artificial de levadura (YAC), un vector viral, un trozo
lineal de ADN, un fragmento de PCR, un acido nucleico desnudo o un acido nucleico complejado con un vehiculo de
administracion tal como un liposoma o poloxamero. En una realizacion, el polinucleétido donante que comprende la
secuencia de marcaje puede ser un plasmido de ADN. En otra realizacion, el polinucleétido donante que comprende
la secuencia de marcaje puede ser un BAC.

[0103] Un experto en la materia seria capaz de construir un polinucleétido donante como se describe en el
presente documento usando técnicas recombinantes convencionales bien conocidas (véase, por ejemplo, Sambrook
et al., 2001 y Ausubel et al., 1996).

(c) Administracion a la célula

[0104] EI método comprende la introduccion de la endonucleasa de direccidon o el acido nucleico que codifica la
endonucleasa de direccion y el polinucleétido donante en una célula. Las células adecuadas se detallan
anteriormente en el apartado (I)(c).

[0105] Los métodos de administracion adecuados incluyen microinyeccién, electroporaciéon, sonoporacion,
biolistica, transfeccién mediada por fosfato de calcio, transfeccién catiénica, transfeccion de liposomas, transfeccion
de dendrimeros, transfeccion de choque térmico, transfeccion de nucleofeccién, magnetofeccion, lipofeccion,
impalefeccion, transfeccion dptica, captacion mejorada con agente patentado de acidos nucleicos y administracion a
través de liposomas, inmunoliposomas, virosomas o viriones artificiales. En una realizaciéon, las moléculas se

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2565216713

pueden introducir en una célula por nucleofecciéon. En otra realizacién, las moléculas se pueden introducir por
microinyeccion. Las moléculas se pueden microinyectar en el nicleo o en el citoplasma de la célula.

[0106] La proporcion del polinucleétido donante que comprende la secuencia de marcaje con respecto a la
endonucleasa de direccion o el acido nucleico que codifica la endonucleasa de direccion puede variar y variara. En
una realizacion preferida, la endonucleasa de direccion puede ser una nucleasa de dedos de cinc. En general, la
proporcion del polinucleétido donante con respecto a la molécula nucleasa de dedos de cinc puede variar de
aproximadamente 1:10 a aproximadamente 10:1. En diversas realizaciones, la proporcién de polinucleétido donante
con respecto a las moléculas nucleasas de dedos de cinc puede ser de aproximadamente 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6,
1:5, 14, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 0 10:1. En una realizacién, la proporcién puede ser de
aproximadamente 1:1.

[0107] En realizaciones en las que se introducen mas de una molécula de endonucleasa de direccion y mas de un
polinucleétido donante en una célula, las moléculas se pueden introducir simultinea o secuencialmente. Por
ejemplo, las moléculas de endonucleasas de direccion, cada una especifica de una secuencia de reconocimiento
distinta, asi como los correspondientes polinucleétidos donantes, se pueden introducir al mismo tiempo. Como
alternativa, cada molécula de endonucleasa de direccion, asi como el polinucleétido donante correspondiente, se
puede introducir secuencialmente.

(d) Cultivo de la célula

[0108] EI método comprende ademas el mantenimiento de la célula en condiciones apropiadas que permitan que
tenga lugar la integracion mediada por la endonucleasa de direccion. La célula se puede cultivar usando
procedimientos convencionales para permitir la expresiéon de la endonucleasa de direccion, si es necesario. Las
técnicas de cultivo celular convencionales se describen, por ejemplo, en Santiago et al. (2008) PNAS 105:5809-
5814; Moehle et al. (2007) PNAS 104:3055-3060; Umov et al. (2005) Nature 435:646-651; y Lombardo et al (2007)
Nat. Biotechnology 25:1298-1306. Los expertos en la materia apreciaran que se conocen métodos para el cultivo de
células en la técnica, y que pueden variar y variaran dependiendo del tipo de célula. La optimizacion habitual se
puede usar, en todos los casos, para determinar las mejores técnicas para un tipo de célula en particular.

[0109] En realizaciones en las que la célula es un embrién monocelular, el embrién se puede cultivar in vitro (por
ejemplo, en cultivo celular). Por lo general, el embrién se cultiva a una temperatura apropiada y en los medios
apropiados con la proporcion de O,/CO; necesaria para permitir la expresion de la nucleasa de dedos de cinc. Los
ejemplos no limitantes adecuados de los medios incluyen los medios M2, M16, KSOM, BMOC y HTF. Un experto en
la materia apreciara que las condiciones de cultivo pueden variar y variaran dependiendo de la especie de embrién.
Se puede usar la optimizacion habitual, en todos los casos, para determinar las mejores condiciones de cultivo para
una especie de embrion en particular. En algunos casos, el embridon también se puede cultivar in vivo mediante la
transferencia del embrion al Gtero de una hembra hospedadora. En términos generales, la hembra hospedadora es
de la misma especie o de especie similar a la del embrién. Preferentemente, la hembra hospedadora esta pseudo-
prefiada. Los métodos de preparacion de las hembras hospedadoras pseudo-prefiadas son conocidos en la técnica.
Ademas, se conocen métodos de transferencia de un embrién a una hembra hospedadora. El cultivo de un embrién
in vivo permite que el embrién se desarrolle y puede dar lugar al nacimiento de un animal vivo derivado del embrién.

[0110] Durante esta etapa del proceso, la endonucleasa de direccidon (que, en algunos casos se expresa a partir
del acido nucleico introducido) reconoce, se une y escinde la secuencia diana en el cromosoma. La rotura de doble
cadena introducida por la endonucleasa de direccion se repara, por medio de recombinacion homdloga con el
polinucledtido donante, de forma que la secuencia de marcaje del polinucleétido donante se integra en fase en la
ubicacion cromosémica. El polinucleétido donante se puede integrar fisicamente o, de forma alternativa, el
polinucledtido donante se puede usar como un molde para la reparacion de la rotura, lo que resulta en la integracion
de la secuencia de marcaje, asi como todas o parte de las secuencias cadena arriba y cadena abajo del
polinucleétido donante en el cromosoma. Un experto en la materia apreciara que se conocen métodos de cultivo de
células en la técnica, y que pueden variar y variaran dependiendo del tipo de célula. Se puede usar la optimizacion
habitual, en todos los casos, para determinar las mejores técnicas para un tipo de célula en particular.

(e) Integraciones miultiples

[0111] Una realizacion adicional de la invencién anterior comprende la realizacion de un método de la invencion en
serie, de manera que se desarrolla una célula con mas de una integracion dirigida, de modo que se tiene como
diana a mas de una proteina endégena. Por ejemplo, una célula con una primera integracion dirigida se puede usar
después en un método de la invencidon para crear una segunda integracion dirigida. Se puede repetir el mismo
proceso para crear una célula con tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas de diez integraciones
dirigidas.

[0112] Como alternativa, una célula se puede desarrollar con multiples integraciones mediante la introduccion de
mas de una endonucleasa de direccion, cada una especifica de un sitio distinto de integracion, y la introduccion de
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un numero correspondiente de polinucleétidos donantes. Cada polinucleétido donante comprenderia una secuencia
de acido nucleico que se fuera a integrar y una secuencia de cadena arriba y cadena abajo homdloga al sitio
cromosomico de integracion como se ha detallado anteriormente. El nimero de endonucleasas de direccion y
polinucledtidos donantes correspondientes inyectados en una célula pueden ser dos, tres, cuatro, cinco o mas de
cinco.

lll. Kit de marcaje de la proteina endégena

[0113] La presente divulgacion también engloba un kit para el seguimiento de la ubicacién de al menos una
proteina enddgena en una célula. El kit comprende una célula que tiene al menos una secuencia de marcaje
integrada en fase en una secuencia cromosémica que codifica una proteina endoégena, de modo que la célula
expresa al menos una proteina endégena marcada. La célula puede ser una célula de mamifero. Preferentemente,
la célula es una célula humana. La célula humana puede ser una célula de una linea celular seleccionada entre una
célula U20S humana, una MCF10A humana, una SKOV3 humana o una iPS humana. La proteina endégena
marcada se puede seleccionar entre tubulina, actina, lamina, HER2 y HMGA. Como alternativa, el kit puede expresar
al menos una proteina enddgena marcada seleccionada entre las enumeradas en la Tabla A. En realizaciones
preferidas, el marcador de la proteina endégena puede ser una proteina fluorescente seleccionada entre una
proteina verde fluorescente, una proteina azul fluorescente, una proteina azul-verdosa fluorescente, una proteina
amarilla fluorescente, una proteina naranja fluorescente y una proteina roja fluorescente. Los marcadores ilustrativos
son la proteina verde fluorescente y la proteina roja fluorescente.

Definiciones

[0114] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen el significado comunmente entendido por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Las siguientes referencias proporcionan a un experto una definicion general de muchos de los términos
usados en la presente invencion: Singleton et al., “Dictionary of Microbiology and Molecular Biology” (22 ed. 1994);
“The Cambridge Dictionary of Science and Technology” (Walker ed., 1988); “The Glossary of Genetics”, 52 Ed., R.
Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); y Hale y Marham, “The Harper Collins Dictionary of Biology” (1991).
Como se usan en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados que se les atribuyen a no
ser que se especifique lo contrario.

[0115] Cuando se introducen elementos de la presente divulgacion o de las realizaciones preferidas de la misma,
los articulos "un/a", "el/la" y "dicho/a" pretenden significar que hay uno o mas de los elementos. Los términos "que
comprende”, "que incluye" y "que tiene" pretenden ser inclusivos, y significan que puede haber elementos
adicionales distintos de los elementos enumerados.

[0116] Un "gen", como se usa en el presente documento, se refiere a una regién de ADN (incluyendo exones e
intrones) que codifica un producto génico, asi como a todas las regiones de ADN que regulan la produccion del
producto génico, sean o no dichas secuencias reguladoras adyacentes a secuencias de codificacion y/o transcritas.
Por consiguiente, un gen incluye, pero sin limitarse necesariamente a, secuencias promotoras, terminadores,
secuencias reguladoras de la traduccion tales como sitios de union a ribosomas y sitios de entrada a ribosomas
internos, potenciadores, silenciadores, aislantes, elementos del limite, origenes de replicacion, sitios de unién a la
matriz y regiones de control de locus.

[0117] Una "proteina heterdloga" es una proteina que no es natural (es decir, foranea) para la célula u organismo
de interés.

[0118] Los términos "acido nucleico" y "polinucleétido” se refieren a un polimero de desoxirribonucledtidos o
ribonucledtidos, en una configuracion lineal o circular, y en forma bien monocatenaria o bicatenaria. Para los fines de
la presente divulgacion, estos términos no deben interpretarse como limitantes con respecto a la longitud de un
polimero. Los términos pueden abarcar analogos conocidos de nucledétidos naturales, asi como nucledtidos que
estén modificados en la base, azlcar y/o restos fosfato (por ejemplo, cadenas principales de fosforotioato). En
general, un analogo de un determinado nucledtido tiene la misma especificidad de emparejamiento de bases; es
decir, un analogo de A se emparejara con T.

[0119] Los términos "polipéptido" y "proteina" se usan indistintamente para referirse a un polimero de restos de
aminoacidos.

[0120] EI término "recombinacién” se refiere a un proceso de intercambio de informaciéon genética entre dos
polinucledtidos. A los efectos de la presente divulgacion, "recombinacion homoéloga" se refiere a la forma
especializada de dicho intercambio, que tiene lugar, por ejemplo, durante la reparacion de las roturas de la doble
cadena en las células. Este proceso requiere la similitud de secuencia entre los dos polinucleétidos, usa una
molécula "donante" o de "intercambio" para la reparacion con mole de una molécula "diana" (es decir, la que
experimento la rotura de doble cadena), y se conoce indistintamente como "conversiéon génica sin cruzamiento” o
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"conversion génica de extension corta”, ya que conduce a la transferencia de informacion genética del donante a la
diana. Sin quedar ligados a ninguna teoria en particular, dicha transferencia puede implicar la correccién del
desapareamiento de ADN heteroduplex que se forma entre la diana rota y el donante, y/o "la hibridacién de cadenas
dependiente de la sintesis", en la que el donante se usa para volver a sintetizar la informacion genética que formara
parte de la diana y/o los procesos relacionados. Dicha recombinacién homologa especializada a menudo produce la
alteracion de la secuencia de la molécula diana de modo que parte o toda la secuencia del polinucleétido donante se
incorpore al polinucleétido diana.

[0121] La expresion "identidad de secuencia" se refiere al grado en el que dos secuencias de nucledtidos son
invariables, es decir, las dos secuencias tienen el mismo nucleétido en la misma posicion. En general, la identidad
de secuencia se expresa como un porcentaje. Dos secuencias de nucleétidos que son idénticas en secuencia y
longitud tienen un 100 % de identidad de secuencia.

[0122] Como se usan en el presente documento, las expresiones "sitio diana" o "secuencia diana" se refieren a
una secuencia de acido nucleico que define una parte de una secuencia cromosémica que se va a editar y para la
que una nucleasa de dedos de cinc esta disefiada para reconocer y unirse, siempre que existan las condiciones
suficientes para la union.

[0123] Las técnicas para determinar la identidad de las secuencias de acido nucleico y aminoacidos son conocidas
en la materia. Por lo general, dichas técnicas incluyen determinar la secuencia de nucleétidos del ARNm para un
gen y/o determinar la secuencia de aminoacidos codificada por el mismo, y comparar estas secuencias con una
segunda secuencia de nucleotidos o de aminoacidos. Las secuencias genémicas también se pueden determinar y
comparar de esta forma. En general, la identidad se refiere a una correspondencia exacta de nucleétido a nucleétido
o de aminoacido a aminoacido de dos polinucleétidos o secuencias polipeptidicas, respectivamente. Dos o mas
secuencias (polinucledtido o aminoacido) se pueden comparar determinando su porcentaje de identidad. El
porcentaje de identidad de dos secuencias, ya sean secuencias de acido nucleico o de aminoacidos, es el nimero
de coincidencias exactas entre dos secuencias alineadas dividido entre la longitud de las secuencias mas cortas y
multiplicado por 100. El algoritmo de homologia local de Smith y Waterman proporciona un alineamiento aproximado
para secuencias de acido nucleico, “Advances in Applied Mathematics” 2: 482-489 (1981). Este algoritmo se puede
aplicar 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 normalizada por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6):6745-6763 (1986). Genetics
Computer Group (Madison, Wis.) proporciona una implementacion ilustrativa de este algoritmo para determinar el
porcentaje de identidad de una secuencia en la aplicacion de la utilidad "BestFit". En la técnica, se conocen en
general otros programas adecuados para calcular el porcentaje de identidad o de similitud entre secuencias, por
ejemplo, otro programa de alineamiento es BLAST, usado con los parametros por defecto. Por ejemplo, BLASTN y
BLASTP se pueden usar usando los siguientes parametros por defecto: codigo genético = convencional; filtro =
ninguno; cadena = ambas; punto de corte = 60; esperado = 10; Matriz = BLOSUMG62; Descripciones = 50
secuencias; ordenar por = PUNTUACION ALTA; Bases de datos = no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ +
PDB + GenBank CDS translations + Swiss protein + Spupdate + PIR. Los detalles de estos programas se pueden
encontrar en la pagina Web del GenBank. Con respecto a las secuencias descritas en el presente documento, el
intervalo de grados deseados de identidad de secuencia es del aproximadamente 80 % al 100 % y cualquier valor
entero entre ellos. Por lo general, los porcentajes de identidad entre las secuencias son del al menos 70 a 75 %,
preferentemente 80-82 %, mas preferentemente 85-90 %, incluso mas preferentemente del 92 %, auin mas
preferentemente del 95 %, y lo mas preferentemente del 98 % de identidad de secuencia.

[0124] Como alternativa, el grado de similitud de secuencia entre polinucleotidos se puede determinar mediante la
hibridacion de polinucledtidos en condiciones que permitan la formacion de duplex estables entre regiones que
compartan un grado de identidad de secuencia, seguida de la digestion con nucleasa/s especifica/s de una sola
cadena, y la determinacion del tamafio de los fragmentos digeridos. Dos acidos nucleicos o dos secuencias de
polipéptidos son sustancialmente similares entre si cuando las secuencias presentan al menos aproximadamente
70 %-75 %, preferentemente 80 %-82 %, mas preferentemente 85 %-90 %, incluso mas preferentemente 92 %, aun
mas preferentemente 95 %, y lo mas preferentemente 98 % de identidad de secuencia en una longitud definida de
las moléculas, segun lo determinado usando los métodos anteriores. Como se usa en el presente documento,
sustancialmente similares también se refiere a secuencias que muestran identidad completa con una secuencia de
ADN o polipéptido especificada. Las secuencias de ADN que son sustancialmente similares se pueden identificar en
un experimento de hibridacion Southern, por ejemplo, en condiciones rigurosas, segun lo definido para ese sistema
en particular. La definicion de las condiciones de hibridacion apropiadas pertenece al alcance de la técnica. Véase,
por ejemplo, Sambrook et al., supra; “Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach”, editores B. D. Hames y S. J.
Higgins, (1985) Oxford; Washington, D. C.; IRL Press).

[0125] La hibridacion selectiva de dos fragmentos de acido nucleico se puede determinar de la siguiente manera.
El grado de identidad de secuencia entre dos moléculas de acido nucleico afecta a la eficacia y a la fuerza de las
hibridaciones entre dichas moléculas. Una secuencia de acido nucleico parcialmente idéntica inhibira al menos
parcialmente la hibridacion de una secuencia completamente idéntica a una molécula diana. La inhibicion de la
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hibridacion de la secuencia completamente idéntica se puede evaluar usando ensayos de hibridacién que sean bien
conocidos en la técnica (por ejemplo, transferencia de Southern (ADN), transferencia Northern (ARN), hibridacién en
solucioén, o similares, véase Sambrook, et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”’, Segunda edicion, (1989)
Cold Spring Harbor, N.Y.). Dichos ensayos se pueden realizar usando grados variables de selectividad, por ejemplo,
usando condiciones que varien de baja a alta rigurosidad. Si se emplean condiciones de baja rigurosidad, se puede
evaluar la ausencia de unién inespecifica usando una sonda secundaria que carezca, incluso en un grado parcial, de
identidad de secuencia (por ejemplo, una sonda que tenga menos del aproximadamente 30 % de identidad de
secuencia con la molécula diana), de modo que, en ausencia de uniones inespecificas, la sonda secundaria no se
hibride a la diana.

[0126] Cuando se utiliza un sistema de deteccién basado en la hibridacion, se selecciona una sonda de acido
nucleico que sea complementaria a una secuencia de acido nucleico de referencia, y luego, mediante la seleccién de
las condiciones apropiadas, la sonda y la secuencia de referencia se hibridan selectivamente, o se unen, entre si
para formar una molécula duplex. Una molécula de acido nucleico que es capaz de hibridarse selectivamente a una
secuencia de referencia en condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas normalmente se hibrida en
condiciones que permiten la detecciéon de una secuencia de acido nucleico diana de al menos aproximadamente 10-
14 nucledtidos de longitud que tenga al menos aproximadamente el 70 % de identidad de secuencia con la
secuencia de la sonda de acido nucleico seleccionada. Las condiciones de hibridacidon rigurosas normalmente
permiten la deteccion de secuencias de acido nucleico diana de al menos aproximadamente 10-14 nucledtidos de
longitud que tengan una identidad de secuencia de mas del aproximadamente 90-95 % con la secuencia de la sonda
de acido nucleico seleccionada. Las condiciones de hibridacién utiles para la hibridacion de la sonda/secuencia de
referencia, en las que la sonda y la secuencia de referencia tienen un grado especifico de identidad de secuencia, se
pueden determinar como se conoce en la técnica (véase, por ejemplo, “Nucleic Acid Hybridization: A Practical
Approach”, editores B. D. Hames y S. J. Higgins, (1985) Oxford; Washington, D. C.; IRL Press). Las condiciones
para la hibridacién son bien conocidas por los expertos en la materia.

[0127] Rigurosidad de la hibridacion se refiere al grado en que las condiciones de hibridacion desfavorecen la
formacion de hibridos que contienen nucleétidos desapareados, estando la mayor rigurosidad correlacionada con
una menor tolerancia para los hibridos desapareados. Los factores que afectan a la rigurosidad de la hibridacion son
bien conocidos por los expertos en la materia e incluyen, pero sin limitacion, temperatura, pH, fuerza ionica y
concentracion de disolventes organicos tales como, por ejemplo, formamida y dimetilsulféxido. Como es sabido por
los expertos en la materia, la rigurosidad de la hibridacion se aumenta al aumentarse las temperaturas, reducirse la
fuerza iénica y reducirse las concentraciones de los disolventes. Con respecto a las condiciones de rigurosidad para
la hibridacion, es bien sabido en la técnica que se pueden emplear numerosas condiciones equivalentes para
establecer una determinada rigurosidad mediante la variacion, por ejemplo, de los siguientes factores: la longitud y la
naturaleza de las secuencias, la composicion de las bases de las diversas secuencias, las concentraciones de sales
y otros componentes de la solucion de hibridacion, la presencia o ausencia de agentes bloqueantes en las
soluciones de hibridacién (por ejemplo, sulfato de dextrano y polietilenglicol), la temperatura de la reaccion de
hibridacién y los parametros de tiempo, asi como mediante la variacion de las condiciones de lavado. Se puede
seleccionar un determinado conjunto de condiciones de hibridacion siguiendo los métodos convencionales de la
técnica (véase, por ejemplo, Sambrook, et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”’, Segunda edicién, (1989)
Cold Spring Harbor, N.Y.).

Ejemplos
[0128] Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las realizaciones preferidas de la invencion.
Ejemplo 1. Marcaje de la proteina de la isoforma de a-tubulina 1B endégena

[0129] Se marcé la proteina de la isoforma de a-tubulina 1B endégena con GFP usando recombinacion homologa
inducida por ZFN. En resumen, se usaron ZFN para introducir una rotura de doble cadena en la region del
cromosoma que codifica la isoforma de a-tubulina 1B codificada por el locus TUBA1B. La rotura de doble cadena
induce la recombinacion homdloga con un polinucleétido donante que comprende la secuencia que codifica GFP
flanqueada por secuencias de acido nucleico homoélogas a la region cromosémica del locus TUBA1B, y que produce
la integracion de la region de codificacion de GFP en el cromosoma. El polinucledtido donante se construyé para
fusionar la GFP marcadora en fase con la secuencia de codificacién de la isoforma de a-tubulina 1B para producir
una proteina marcada con GFP en el extremo N-terminal. La proteina de la isoforma de a-tubulina 1B marcada con
GFP se expreso bajo el control del promotor de tubulina endégeno.

[0130] Se disefi6 un par de ZFN para la integracion dirigida de un marcador en el lugar de la diana TUBA1B. Para
mas informacioén, véase Science (2009) 325: 433, incorporada en el presente documento por referencia en su
totalidad. Se determind la frecuencia de la generacion de roturas de doble cadena del par de ZFN drigido en las
combinaciones de células tratadas con ZFN usando el ensayo de nucleasa Cel-1. Dicho ensayo detecta los alelos
del locus diana que se desvian del tipo silvestre como resultado de la reparacién imperfecta mediada por la union de
extremos no homodlogos (NHEJ) de las roturas de doble cadena de ADN inducidas por ZFN. La amplificacion por
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PCR de la regién diana de una combinacién de células tratadas con ZFN genera una mezcla de amplicones de tipo
silvestre y mutantes. La fusién y la rehibridacion de esta mezcla da lugar a la formacion de desapareamientos entre
los heteroduplex de los alelos de tipo silvestre y mutantes. Una "burbuja" de ADN formada en el sitio del
desapareamiento es escindida por la nucleasa Cel-1 Surveyor, y los productos de la escision se pueden resolver
mediante electroforesis en gel. La intensidad relativa de los productos de escision en comparaciéon con la banda
parental es una medida del nivel de escision de Cel-1 del heteroduplex. Esto, a su vez, refleja la frecuencia de la
escision mediada por ZFN del locus diana enddgeno que posteriormente sufre la reparacion imperfecta por parte de
NHEJ. Para el par de ZFN usado para marcar la proteina de la isoforma de a-tubulina 1B, una ZFN se disefi6 para
unirse a la secuencia 5' CTTCGCCTCCTAATC 3' (SEQ ID NO:1), y la otra ZFN se disefi6 para unirse a la secuencia
5' CACTATGGTGAGTAA 3' (SEQ ID NO: 2) (Fig. 1A). A continuacién, se disefiaron ARNm poliadenilados,
protegidos terminalmente, codificantes del par de ZFN, usando técnicas de biologia molecular conocidas. Tras la
union, el par de ZFN introduce una rotura de doble cadena en la secuencia cromosémica CCTAGC entre los sitios
de reconocimiento (Fig. 1A y 1B) para inducir la recombinacién homaloga.

[0131] Se construy6 un plasmido (Fig. 2) como un donante de polinucleétido para la integracion dirigida de una
GFP marcadora en el locus TUBA1B de la linea celular humana U20S. El plasmido comprendia la secuencia
codificante de GFP flanqueada por pares de bases de 1 Kb y 700 de la secuencia del locus TUBA1B cadena arriba y
cadena abajo del sitio de corte introducido por el par de ZFN (Fig. 1C y D). Se fusiond la secuencia de marcaje del
plasmido con el locus TUBA1B de cadena arriba y cadena debajo de modo que, cuando se expresara el locus
TUBA1B, se produjera una proteina de la isoforma de a-tubulina 1B fusionada a la GFP marcadora en el extremo N-
terminal como se detalla en la Fig 1E. La fusion de GFP-tubulina también se disefid de modo que la sefial de corte y
empalme del primer exén del locus TUBA1B, donde se introdujo la secuencia codificante de GFP, se mantuviera
intacta.

Marcaije de la tubulina en células U20S

[0132] Se transfectaron el plasmido donante y el par de ARN que codifican las ZFN en células U20S, A549, K562,
HEK293, MCF10a o HEK293T. La mezcla de acido nucleico comprendia una parte de ADN donante por una parte
de ARN de ZFN. A continuacion, se cultivaron las células transfectadas y se analizaron los clones de las células
individuales. Se us6 la PCR de la unién realizada a 37 °C y 30 °C para confirmar que el ADN donante se habia
integrado en el locus TUBA1B de la tubulina. El andlisis de la secuencia confirmd que la secuencia de GFP2 se
integro en el locus TUBA1B de las células USOS, como se muestra en la Fig. 3 (SEQ ID NO: 4). En la Fig. 4 (SEQ
ID NO: 5), se muestra la integraciéon confirmada de la secuencia de RFP en la regién de TUBA1B de las células
U20sS.

[0133] El analisis de PCR usando cebadores que flanqueaban la unién derecha confirmd la integracion. Para ello,
se amplificaron 100 ng de ADN molde en una mezcla de reaccion de 25 pl (26 ciclos de 95 °C, 5 min; 95 °C, 30 s;
51°C, 30 s; 70 °C, 1,1 min; 70 °C, 7 min, 4 °C, mantenimiento). La Fig 5 muestra que catorce clones de células
comprendian el tamafio del fragmento de PCR indicativo de la integracion de la GFP. A continuacion, se usoé
microscopia de fluorescencia para visualizar las células U20S (Fig. 6A-C), las células A549 (Fig. 6D-E), células
K562 (Fig. 6F) y células HEK293 (Fig. 6G-H) con la proteina de la isoforma de a-tubulina 1B marcada con GFP.

Marcaije de la tubulina en la linea celular MCF10a

[0134] Se construy6 un plasmido (Fig. 7) como un polinucleétido donante para la integracion dirigida de una RFP
marcadora en el locus TUBA1B de la linea celular humana MCF10a. La integracién de la RFP marcadora en las
células MCF10a de locus TUBA1B se verificd por PCR genédmica y PCR de unién usando los cebadores de tubulina:
5' CCCCTCCGCAGCCGCTACT 3' (SEQ ID NO:6; tub80U) y 5' GGACCGCACCCAGGACACAGT 3' (SEQ ID NO:7;
tub511L). La PCR gendmica y la transferencia de Southern indicaron la integracién de la RFP marcadora en
TUBA1B en varios clones (Fig. 8). El andlisis de secuencia que confirmaba la integracién de la secuencia de
marcaje en el locus TUBA1B de la linea celular MCF10a se muestra en la Fig. 9 (SEQ ID NO: 8). Se seleccion¢ el
Clon 5 de la MCF10a transfectada para su posterior verificacion (Fig. 10). En la verificacion por PCR Jumpstart de la
integracion de RFP: 95 ng de ADN gendémico (tipo silvestre y clon 5 de las células MCF10a, y tipo silvestre y clones
9, 5 de las células U20S), se amplificéd (x 35, hibridacién a 69 °C y extension a 72 °C usando los cebadores tub80U y
tub522L). Se confirmé que el Clon5 de MCF10a transfectadas tenia la secuencia integrada (véase la Fig. 10). Se
confirmaron los tamafios de las uniones izquierda y derecha del clon 5 de MCF10A usando cebadores especificos
de la RFP y especificos de la tubulina, y se encontré que eran los tamarios esperados de 452 pares de bases y 408
pares de bases, respectivamente (Fig. 11). La expresion de la proteina RFP-tubulina se verifico a través de la
transferencia Western (Fig. 12). Las transferencias se sondaron con anticuerpos bien anti-RFP o anti-tubulina. La
expresion de RFP también se observd con microscopia fluorescente, y se observd que se ubicaba junto con la
expresion de TUBA1B enddgena (Fig 13). Se compararon las caracteristicas de crecimiento de las células MCF10a
transfectadas con la linea celular parental. El tiempo de duplicacion de las células MCF10a transfectadas fue + 20 %
del de la linea celular parental. Se evalué la estabilidad del fenotipo de las células MCF10a transfectadas. Se
observo que, después de 8 semanas y 16 divisiones, el 99 % de las células mantuvo la sefial de RFP (Tabla 1). La
microscopia de fluorescencia confirmé la expresion de la tubulina marcada con RFP en las células MCF10a del Clon
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5 (Fig. 14).
Tabla 1
clon 5 con RFP| MCF10a de tipo silvestre|
Viabilidad a PO 90 % 100 %
Viabilidad a P10 99 % 98 %
Viabilidad a P17 98 % 99 %
Analisis de flujo de "RED" en P17] 99 % 2%

Ejemplo 2. Intento de marcaje de la proteina transductor de senales y activador de la transcripcion 3
codificada por STAT3

[0135] El intento de producir una proteina transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 codificada por
STAT3 marcada por GFP o RFP no tuvo éxito. Se produjo un plasmido donante que comprendia las secuencias del
locus STAT3 de cadena arriba y cadena abajo flanqueantes de un polinucleétido codificante de GFP o RFP
fusionada al extremo N-terminal de la proteina transductor de sefales (Fig. 15). Las ZFN se disefiaron como se
describe en el ejemplo anterior. Una ZFN se disefi6 para unirse a la secuencia 5' AGCTACAGCAGCTTG 3' (SEQ ID
NO: 9), y otra ZNF se disefid para unirse a la secuencia 5 CGGTACCTGGAGCAG 3' (SEQ ID NO:10), que
comprende el locus STAT3 (Fig. 16). Se uso el ensayo Cel-1 descrito anteriormente para confirmar el par de ZFN
cortado eficazmente del locus STAT3 en el lugar adecuado (Fig. 17).

[0136] Se transfectaron el plasmido donante y el par de ZFN codificante de ARN (Fig. 18) a las células. El analisis
de clasificacion de células activada por fluorescencia (FACS) demostré que no se detectd ninguna sefial
fluorescente y, por lo tanto, la integracion dirigida no tuvo éxito (Fig. 19). Estos resultados se confirmaron mediante
el analisis de PCR de unién, que no pudo detectar ninguna integracion dirigida de GFP en el locus STAT3, mientras
que si detect6 la integracion dirigida de secuencias de marcaje codificantes de GFP y RFP en el locus ACTB
codificante de la proteina B-actina. (Fig. 20).

[0137] Por lo tanto, a pesar de que el par ZFN disefiado fue capaz de introducir una rotura de doble cadena en la
ubicacion cromosoémica correcta, no se logré la integracién de la GFP marcadora.

Ejemplo 3. Intento de marcaje de la proteina miembro 3 de la familia de proteinas RP/EB asociadas a
microtubulos codificada por MAPRE3

[0138] Un intento de producir una proteina miembro 3 de la familia de proteinas RP/EB asociadas a microtibulos
codificada por MAPRE3 marcada con GFP no tuvo éxito.

[0139] En primer lugar, se intentd el marcaje de la proteina asociada a microtibulos en el extremo N-terminal. Se
disefiaron multiples ZFN como se describe en el Ejemplo 1 anterior para integrar secuencias de marcaje en el
extremo N-terminal de la proteina asociada a microtibulos. Se encontraron ZFN que cortaron con éxito el ADN
cromosomico cerca del extremo N-terminal de MAPRE3 (par 6/8 y 16/17; Fig. 22 y Tabla 2). Sin embargo, ninguno
de los pares de ZFN cort6 el cromosoma en una ubicacién que fuera adecuada para la produccién de la proteina de
fusién marcada deseada.

Tabla 2

Par de

ZFN |Total |Parental Banda uno Banda dos| % eficiencia

1/2 3.282 |2.495 |787 0 24 %| Bandas extra fuera de lo esperado

3/5 10.187| 0 Ninguna banda detectada por densitometria
6/8 3.210 | 2.803 |210 197 13 %

9/10 0 Ninguna banda detectada por densitometria
11/12 0 Ninguna banda detectada por densitometria
16/17 |2.647 [2.185 |131 331 17 %

21/22 12.496 |2.056 | 160 280 18 % Ligero bandeado multiple

23/24 0 Ninguna banda detectada por densitometria

[0140] Dado que el marcaje de la proteina asociada a microtubulos en el extremo N-terminal no tuvo éxito, a
continuacion, se intentd el marcaje de la proteina en el extremo C-terminal. Se disefiaron multiples pares de ZFN
para integrar secuencias de marcaje en el extremo C-terminal de la proteina asociada a microtubulos. Como control,
también se disefiaron pares de ZFN para integrar secuencias de marcaje en el extremo N-terminal de una proteina
Lamina (Fig. 23 y Tabla 4). Se encontr6é un par de ZFN que cortd con éxito el ADN cromosdmico en o cerca del
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extremo C-terminal de MAPRES3 (par 31/32; Fig. 23 y Tabla 3). En este par, una ZFN se disefi¢ para que se uniera a
la secuencia & TTCCTCTCTCTCCCAC 3' (SEQ ID NO: 11), y la otra ZNF se disefié6 para que se uniera a la
secuencia 5' AGGAAGGATTCGCAC 3' (SEQ ID NO: 12) que comprendia el locus MAPRES.

Tabla 3
Par de ZFN Total | Parentall Banda ung Banda dos| % eficiencia
26/27 0 Ninguna banda detectada por densitometria
29/30 0 Ninguna banda detectada por densitometria
31/32 3.448 2.728 | 579 141 21 %| Banda mas pequefa detectada facilmente
Banda de 317 pb apenas detectada
33/35 0 | Ninguna banda detectada por densitometria
Tabla 4
Par de Total | Parental Banda | Banda % eficiencia
ZFN uno dos
12/13-L| 5.476 5.172 | 304 0 Ninguna banda detectada por densitometria
14/16-L| 4.093 3.463 | 377 253 335 Ninguna banda detectada por densitometria
50/51-L| 4.722 3512 | 726 484 26 % Banda mas pequeia detectada facilmente, banda de 317
pb apenas detectada
59/60-L| 5.726/ 4.022 | 983 721 30 %| Ninguna banda detectada por densitometria

[0141] Se produjo un plasmido donante que comprendia secuencias del locus MAPRES de cadena arriba y cadena
abajo que flanqueaban un polinucleétido codificante de GFP (Fig. 21). Se transfectaron el plasmido donante y el par
31/32 de ARN codificante de ZFN a las células, y la PCR de unién demostré una posible insercion de la GFP
marcadora en el locus MAPRE3 (Fig. 24). Sin embargo, el analisis FACS demostré6 que no se detectd sefial
fluorescente y, por lo tanto, que la integracion dirigida no tuvo éxito (Fig. 25).

Ejemplo 4. Marcaje de la proteina B-actina endégena

[0142] Se marco la proteina B-actina endégena con GFP usando recombinacién homéloga inducida por ZFN. En
resumen, se usaron ZFN para introducir una rotura de doble cadena en la region cromosémica codificante de la -
actina codificada por el locus ACTB. La rotura de doble cadena induce la recombinacion homoéloga con un
polinucleétido donante que comprende la secuencia codificante de GFP flanqueada por secuencias de acido
nucleico homologas a la regién cromosémica del locus ACTB, y que da lugar a la integracion de la regién codificante
de GFP en el cromosoma. El polinucleétido donante (Fig. 28) se construyd para que tuviera integrada la GFP
marcadora en fase con la secuencia codificante de la B-actina (Fig. 26, "v.2") para producir una proteina marcada
con GFP en el extremo N-terminal (Fig. 26D). La proteina B-actina marcada con GFP se expreso bajo el control del
promotor de la actina endégeno.

[0143] Se disefié un par de ZFN para la integracion dirigida de un marcador en el sitio diana ACTB, como se ha
detallado anteriormente. Para el par de ZFN usado para marcar la proteina B-actina, una ZFN se disefié para que se
uniera a la secuencia 5 GTCGTCGACAACGGCTCC 3' (SEQ ID NO: 13), y la otra ZFN se disefié para que se uniera
a la secuencia 5 TGCAAGGCCGGCTTCGCGG 3' (SEQ ID NO: 14) (Fig. 26A). Tras la unién, el par de ZFN
introduce una rotura de doble cadena en la secuencia cromosdmica GGCATG entre los sitios de reconocimiento
(Fig. 26A y 26B) para inducir la recombinacion homodloga. A continuacion, se produjo ARNm poliadenilado,
protegido terminalmente, codificante del par de ZFN, usando técnicas de biologia molecular conocidas.

[0144] Se determind la frecuencia de la generacién de roturas de doble cadena del par de ZFN dirigido en
combinaciones de células tratadas ZFN, usando el ensayo de nucleasa Cel-1 (Fig. 27). Dicho ensayo detecta los
alelos del locus diana que se desvian del tipo silvestre como resultado de la reparacién imperfecta mediada por la
union de extremos no homologos (NHEJ) de las roturas de doble cadena de ADN inducidas por ZFN. La
amplificacion por PCR de la regidon diana de una combinacion de células tratadas con ZFN genera una mezcla de
amplicones de tipo silvestre y mutantes. La fusion y la rehibridacion de esta mezcla da lugar a la formacion de
desapareamientos entre los heteroduplex de los alelos de tipo silvestre y mutantes. Una "burbuja" de ADN formada
en el sitio del desapareamiento es escindida por la nucleasa Cel-1 Surveyor, y los productos de la escision se
pueden resolver mediante electroforesis en gel. La intensidad relativa de los productos de escisidn en comparacion
con la banda parental es una medida del nivel de escision de Cel-1 del heteroduplex. Esto, a su vez, refleja la
frecuencia de la escision mediada por ZFN del locus diana enddgeno que posteriormente sufre la reparacion
imperfecta por parte de NHEJ.

[0145] Se construy6 un plasmido (Fig. 28) como un polinucleétido donante para la integracion dirigida de una GFP
marcadora en el locus ACTB de la linea celular humana. El plasmido comprendia la secuencia codificante de GFP
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flanqueada por 861 y 593 nucledtidos de las secuencias del locus ACTB cadena arriba y cadena abajo del sitio de
corte introducido por el par ZFN (Fig. 26C). Se fusiond la secuencia de marcaje del plasmido a las secuencias
cadena arriba y cadena abajo del locus ACTB de modo que, cuando se expresara el locus ACTB, se produjera una
proteina -actina fusionada a la GFP marcadora en el extremo N-terminal como se detalla en la Fig. 26D. La fusion
de GFP-actina también se disefi6 de modo que la sefial de corte y empalme del primer exén del locus ACTB, donde
se introdujo la secuencia codificante de GFP, se mantuviera intacta.

[0146] Se transfectaron el plasmido donante y el par de ARN codificantes de ZFN a las células. La mezcla de
acido nucleico comprendia una parte de ADN donante por una parte de ARN de ZFN. A continuacién, se cultivaron
las células transfectadas y se analizaron los clones de células individuales. Se usé la microscopia de fluorescencia
para visualizar la proteina B-actina marcada con GFP (Fig. 29). En la Fig. 30 (SEQ ID NO: 16), se muestra la
secuencia confirmada del locus ACTB con la integracion de GFP2 en células U20S. En la Fig. 31 (SEQ ID NO: 17),
se muestra la secuencia confirmada del locus ACTB con la integracion de RFP en las células U20S.

Ejemplo 5. B-Actina marcada con GFP utilizando el péptido 2A

[0147] Se marco también la B-actina en el extremo N-terminal con GFP mientras se reemplazaba simultaneamente
la secuencia de acido nucleico codificante de los 15 primeros aminoacidos de la B-actina con una secuencia de
acido nucleico con el uso de codones alternativos.

[0148] Para integrar una secuencia de marcaje cerca del sitio de corte de ZFN (Fig. 26, "v.1") que daria lugar a (-
actina de longitud completa fusionada con traduccion con GFP, se cred un nuevo plasmido donante en el que se
cambiaron los 15 primeros aminoacidos acidos de la f-actina (Fig. 32). El plasmido donante comprendia las
secuencias del locus ACTB de cadena arriba y cadena abajo flanqueantes de un polinucleétido codificante del
péptido 2a fusionado a GFP que, a su vez, se fusioné a través de un enlazador de 3 restos de aminoacido alanina
con los 15 primeros aminoacidos de la B-actina codificada por codones alternativos (Fig. 33). La escision con
traduccion del péptido 2a elimina los 15 primeros aminoacidos de la B-actina codificada por los nuevos codones,
produciendo una proteina -actina marcada con GFP en el extremo N-terminal (Fig. 26D).

[0149] Las ZFN fueron como se describe en el Ejemplo 4. Se transfectaron el plasmido donante y el par de ARN
codificante de las ZFN a las células. La mezcla de acido nucleico comprendia una parte de ADN donante por una
parte de ARN de ZFN. Entonces se cultivaron las células transfectadas y se analizaron los clones de células
individuales. Se usé la microscopia de fluorescencia para confirmar la expresién de la proteina [3-actina marcada con
GFP (Fig. 29).

Ejemplo 6. Marcaje de la proteina Lamina B1 endégena

[0150] La proteina Lamina B1 enddégena se marcé con GFP usando recombinacién homadloga inducida por ZFN.
En resumen, se usaron ZFN para introducir una rotura de doble cadena en la regiéon cromosdmica codificante de la
Lamina B1 codificada por el locus LMNB1. La rotura de doble cadena induce la recombinaciéon homdloga con un
polinuclestido donante que comprende la secuencia que codifica GFP flanqueada por secuencias de acido nucleico
homologas a la regién cromosémica del locus LMNB1, y que resulta en la integracion de la region codificante de
GFP en el cromosoma. El polinucledtido donante se construy6 para fusionar la GFP marcadora en fase con la
secuencia codificante de la Lamina B1 para producir una proteina marcada con GFP en el extremo N-terminal. La
proteina Lamina B1 marcada con GFP se expreso bajo el control del promotor de la Lamina endégeno.

[0151] Se disefi6 un par de ZFN como se describe anteriormente. Se determind la frecuencia de la generacién de
roturas de doble cadena del par de ZFN drigido en las combinaciones de células tratadas con ZFN usando el ensayo
de nucleasa Cel-1. Del par de ZFN usado para marcar la proteina Lamina B1, una ZFN se disefi6 para que se uniera
a la secuencia 5' CCTCGCCGCCCCGCT 3' (SEQ ID NO:18), y la otra ZFN se disefié para que se uniera a la
secuencia 5 GCCGCCCGCCATGGCG 3' (SEQ ID NO:19) (Fig. 34A). Tras la union, el par de ZFN introduce una
rotura de doble cadena en la secuencia del cromosoma GTCTCC entre los sitios de reconocimiento (Fig. 34A y
34B) para inducir la recombinacion homodloga. Entonces, se produjeron los ARNm poliadenilados, protegidos
terminalmente, codificantes del par de ZFN, usando técnicas de biologia molecular conocidas.

[0152] Se construyd un plasmido como polinucleétido donante para la integracion dirigida de una GFP marcadora
en el locus LMNB1 de la linea celular humana U20S. El plasmido comprendia la secuencia codificante de GFP
flanqueada por pares de bases de 633 y 629 Kb de la secuencia del locus LMNB1 cadena arriba y cadena abajo del
sitio de corte introducido por el par de ZFN (Fig. 34C y 34D). Se fusioné la secuencia de marcaje del plasmido con el
locus LMNB1 de cadena arriba y cadena abajo de modo que, cuando se expreso el locus LMNB1, se produjo una
proteina Lamina B1 fusionada con la GFP marcadora en el extremo N-terminal como se detalla en la Fig. 34E.

[0153] Se transfectaron el plasmido donante y el par de ARN codificantes de ZFN a las células. La mezcla de
acido nucleico comprendia una parte de ADN donante por una parte de ARN de ZFN. A continuacién, se cultivaron
las células transfectadas y se analizaron los clones de células individuales. Se us6 la PCR de unioén realizada a
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37°C y 30 °C para confirmar que el ADN donante se habia integrado en el locus LMNB1 de la Lamina. A
continuacion, se us6 microscopia de fluorescencia para visualizar la proteina Lamina B1 marcada con GFP (Fig. 35).
La secuencia confirmada en el sitio de integracién de GFP2 en la regién de codificacion de la lamina en células
U20S se muestra en la Fig. 36 (SEQ ID NO: 21).

[0154] También se transfectaron un plasmido donante comprendia la secuencia de codificacion de RFP vy
secuencias flanqueantes de lamina, y el par de ARN codificante de ZFN a células iPS, que son células madre
pluripotentes inducidas generadas a partir de fibroblastos u otros tipos de células. Las imagenes de células iPS que
comprendian Lamina marcada con RFP se muestran en la Fig. 37.

Ejemplo 7. Marcaje de la proteina HER2 endégena

[0155] La proteina HER2 enddgena se marcé con GFP usando recombinacion homéloga inducida por ZFN. En
resumen, se usaron ZFN para introducir una rotura de doble cadena en la regiéon cromosémica codificante de la
HER2 codificada por el locus del gen ERBB2. La rotura de doble cadena induce la recombinacién homaéloga con un
polinucleétido donante que comprende la secuencia que codifica GFP flanqueada por secuencias de acido nucleico
homologas a la regién cromosémica del locus ERBB2, y que resulta en la integraciéon de la region codificante de
GFP en el cromosoma. El polinucleétido donante se construy6 para fusionar la GFP marcadora en fase con la
secuencia codificante de HER2 para producir una proteina marcada con GFP en el extremo N-terminal. La proteina
HER2 marcada con GFP se expreso bajo el control del promotor de la HER2 enddgeno.

[0156] Se disefié un par de ZFN como se describe anteriormente. Se determind la frecuencia de la generacion de
roturas de doble cadena del par de ZFN drigido en las combinaciones de células tratadas con ZFN usando el ensayo
de nucleasa Cel-1. Del par de ZFN usado para marcar la proteina HER2, una ZFN se diseii6 para que se uniera a la
secuencia 5' TACCTGGGTCTGGAC 3' (SEQ ID NO:22), y la otra ZFN se disefi6 para que se uniera a la secuencia
5' AGTGTGAACCAGAAGGCC 3' (SEQ ID NO:23). Tras la union, el par de ZFN introduce una rotura de doble
cadena en la secuencia del cromosoma GTGCC entre los sitios de reconocimiento (Fig. 38) para inducir la
recombinacién homologa. Entonces, se produjeron los ARNm poliadenilados, protegidos terminalmente, codificantes
del par de ZFN, usando técnicas de biologia molecular conocidas.

[0157] Se construyd un plasmido como polinucledtido donante para la integracion dirigida de una GFP marcadora
en el locus ERBB2 (Fig. 39). Se fusiond la secuencia de marcaje del plasmido con el locus ERBB2 de cadena arriba
y cadena abajo de modo que, cuando se expreso el locus ERBB2, se produjo una proteina HER2 fusionada con la
GFP marcadora en el extremo N-terminal.

[0158] Se transfectaron el plasmido donante y el par de ARN codificantes de ZFN a células SKOV3. La mezcla de
acido nucleico comprendia una parte de ADN donante por una parte de ARN de ZFN. A continuacién, se cultivaron
las células transfectadas y se analizaron los clones de células individuales. Se us6 la PCR de unioén realizada a
37 °C y 30 °C para confirmar que el ADN donante se habia integrado en el locus ERBB2 de las células SKOV3
transfectadas (Fig. 40). A continuacion, se usé microscopia de fluorescencia para visualizar la proteina HER2
marcada con GFP (Fig. 41).

Ejemplo 8. Marcaje de la proteina HMGA endoégena

[0159] La proteina HMGA enddgena se marcé con GFP usando recombinacion homéloga inducida por ZFN. En
resumen, se usaron ZFN para introducir una rotura de doble cadena en la regiéon cromosémica codificante de la
HMGA codificada por el locus HMGA1. La rotura de doble cadena induce la recombinaciéon homoéloga con un
polinucleétido donante que comprende la secuencia que codifica GFP flanqueada por secuencias de acido nucleico
homologas a la region cromosomica del locus HMGA1, y que resulta en la integraciéon de la region codificante de
GFP en el cromosoma. El polinucleétido donante se construy6 para fusionar la GFP marcadora en fase con la
secuencia codificante de HMGA1 para producir una proteina marcada con GFP en el extremo N-terminal. La
proteina HMGA1 marcada con GFP se expreso bajo el control del promotor de la HMGA1 enddgeno.

[0160] Se disefié un par de ZFN como se describe anteriormente para marcar la proteina HMG1 endégena. Una
ZFN se disefié para que se uniera a la secuencia 5' CACACCAACAACTGCCCA 3' (SEQ ID NO:25), y la otra ZFN se
disefid para que se uniera a la secuencia 5' GGAGAAGGAGGAAGA 3' (SEQ ID NO:26) (Fig. 42). Tras la unién, el
par de ZFN introduce una rotura de doble cadena en la secuencia del cromosoma CCTCACA entre los sitios de
reconocimiento (Fig. 44) para inducir la recombinacion homodloga. Entonces, se produjeron los ARNm
poliadenilados, protegidos terminalmente, codificantes del par de ZFN, usando técnicas de biologia molecular
conocidas.

[0161] Se construy6 un plasmido como polinucleétido donante para la integracion dirigida de una GFP marcadora
en el locus HMGA1 (Fig. 43). El plasmido comprendia la secuencia codificante de GFP flanqueada por 806 pares de
bases y 747 pares de bases de la secuencia del locus HMGA1 cadena arriba y cadena abajo del sitio de corte
introducido por el par de ZFN (Fig. 43). Se fusiond la secuencia de marcaje del plasmido con el locus HMGA1 de
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cadena arriba y cadena abajo de modo que, cuando se expreso el locus HMGA1, se produjo una proteina HMGA
fusionada con la GFP marcadora en el extremo N-terminal.

[0162] Se transfectaron el plasmido donante y el par de ARN codificantes de ZFN a células U20S. La mezcla de
acido nucleico comprendia una parte de ADN donante por una parte de ARN de ZFN. A continuacion, se cultivaron
las células transfectadas y se analizaron los clones de células individuales. La PCR gendmica y la transferencia de
Southern indicaron la integracion de la secuencia de marcaje en el locus HMGA1 de los clones seleccionados (Fig.
44A y Fig. 44B). El analisis de secuencia confirmo la integracion en la regiéon cromosémica diana (Fig. 45) (SEQ ID
NO: 28). A continuacion, se uso la microscopia de fluorescencia para visualizar la proteina HMGA1 marcada con
GFP (Fig. 46).

LISTADO DE SECUENCIAS
[0163]

<110> SIGMA-ALDRICH CO.
MALKOV, Dmitry

ZENSER, Nathan

VASSAR, Deborah L
ZHANG, Fan

ZHANG, Hongyi

<120> METODOS DE GENERACION DE PROTEINAS MARCADAS ENDOGENAMENTE
<130> 047497-424729

<150> US 61/323.702
<151> 13-04-2010

<150> US 61/323.719
<151> 13-04-2010

<150> US 61/323.698
<151> 13-04-2010

<150> US 61/367.017
<151> 23-07-2010

<150> US 61/390.668
<151> 07-10-2010

<150> US 61/408.856
<151>01-11-2010

<150> US 61/431.957
<151> 12-01-2011

<160> 29
<170> Patentin versiéon 3.5

<210> 1

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
cttcgcectece taatc 15

<210> 2

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
27
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cactatggtg agtaa

<210> 3
<211> 80
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

cacacgcaaca actgcccacce tcacaggaga aggaggaaga ggagggcatc tcgecaggagt

cctcggagga ggageagtga

<210> 4
<211> 1197
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 4

ccgecectee
ttacctcgac
cttcgectec
cggcatcgtg
gegeggegag
caccggcaag
gtgcttegee
cgagggcetac
cggogaggtg
cttcaaggag
cgtgtacatce
caacatcgag
cgacggccee
ggaccgeaac
cacccacgge
gtgeggetec
cctgtataca
gcgagaggec
aggtcgagyg

cctcegecgt

gcagocegeta
tcttagettg
taatccctag
ccegtgetga
ggcgagggcg
ctgccegtge
cgctaceeeg
atccaggage
aagttcgagg
gacggcaaca
cgeccegaca
ggcggeggcyg
gtgctgatee
gaggooecgog
atggacgage
cggetgettt
gccgggaagy
agggcgggag
gogooaggat

ateccggaget

ES 2565216713

cttaagaggc
teggggacgg
ccactatggg
tcgagetgga
acgccgacta
cctggeccac
agcacatgaa
gcaccatcea
gcgacaccct
tcetgggeca
aggccaacaa
tgcagctgge
ccatcaacea
accacatggt
tgtacaggge
cagggaagca
gctggectea
tggtgagace
ttettotegg

ctcttttgtce

tccagcgeeyg
taaccgggac
taccgcaagc
cggcgacgtg
cggcaagety
cctggtgace
gatgaacgac
gttecaggac
ggtgaaccege
caagctggag
cggcectggag
cgaccactac
ctacctgage
gctoctggag
cgctggggat
gggaaaagcg
gagecgtecg
tecggtgtgtg

actctggaag

gcgtaactgt

28

gccecegecct
ccggtgtctg
gggggcgagy
cacggccaca
gagatcaagt
accetctget
ttettcaaga
gacggcaagt
atcgagectga
tacagcttca
gctaacttca
cagaccaacqg
actcagacca
teocettcageg
cccactatgg
agccggcggg
tttggaggge
taaatagcgg
ggatggaggy

gtcoctgggty

agtgcgttac
ctectgtege
agctgttcge
agttcagcgt
tcatctgcac
acggcatcca
gcgecatgeo
acaagacceg
agggcaagga
acagccacaa
agacecgeca
tgeeceetggyg
agatcagcaa
cctgetgeea
tgagtaagcece
gegetgggge
ggaaaacgag
gggcccggaa
ctegggetge

cggtccce

15

60
80

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140

1197
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<210> 5
<211> 1198
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 5
gecectecge

acctcgactc

tegectocta
aggagaacat
gcacatccga
tcgagggegg
gcagaacctt
agggettcac
aggacaccaqg
tococatccaa
tgetgtacec
gocgggggcca
acctcaagat
acaaagagac
gcaaactggg
getecegget
atacagccogyg
aggcecaggygc
gaggggeges
gocegtatceg
<210> 6

<211>19
<212> ADN

ageegetact

ttagcttgte

atececctagee
gcacatgaaq
gggcgaagyge
cccteteoece
catcaaccac
atgggagaga
cctccaggac
cggeectgtyg
cgctgacgge
cctgatctge
geceggegte
ctacgtegag
gcacaaactt
gcttteaggg
gaagggctgy
gggagtagtyg
aggatttett

gagcteteott

<213> Homo sapiens

<400> 6

ccccteegcea geegctact

<210>7
<211>19
<212> ADN

<213> Homo sapiens
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taagaggcte
ggggacggta
actatgggta
ctgtacatgg
aagcectacg
ttegectteg
acecagggca
gtcaccacat
ggctgcctea
atgcagaaga
ggcctggaag
aacttcaaga
tactatgtgg
cagcacgagyg
aatgeogetg
aagcagggaa
cctcagagee
agaccteggt
cteggactcet

ttgtegegta

cagegecggce

accgggacce

cegcagtgte
agggcaccgt
agggcaccca
acatcectgge
tecececgactt
acgaagacgg
tctacaacgt
aaacactcgg
gcagaagega
ccacatacag
accacagact
tggetgtgge
gggatcccac
aagegageeqg
gtocegtttgy
gtgtgtaaat
ggaagggatg

actgtgtect

29

ccegecctag tgegttactt

ggtgtctget cctgtegeet

taagggcgaa
gaacaaccac
gaccatgaga
taccagctte
ctttaagcag
gggegtgetg
caagatcaga
ctgggaggcee
catggcectyg
atccaagaaa
ggaaagaatc
cagatactgc
tatggtgagt
gcggggeget
agggcggaaa
agcgggggec
ggggygcteayg

gggtgeggte

gagctgatta
cacttcaagt
atcaaggtgyg
atgtaecggeca
toctteccetg
accgctacce
ggggtgaact
aacacecgaga
aagctegtgg
ccegetaaga
aaggaggccy
gaccteceeta
aagecegtgeg
ggggeectgt
acgaggegag
cggaaaggte
getgeecctae

cetegagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1680
1140

1198
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<400> 7

ccccteegcea geegctact

<210> 8
<211> 1198
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 8
gcecccteege
acctcgacte
tcgectoecta
aggagaacat
geacatcoega
tcgagggegg
gcagaacctt
agggcttcac
aggacaccag
tcccatccaa
tgotgtacee
gcgggggcca
acctcaagat
acaaagagac
gcaaactggg
gctecegget
atacageccgy
aggcecagggc
gaggggcgcc
gcegtatecog
<210>9

<211> 15
<212> ADN
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agccgetact taagaggctce cagcgecgge

ttagcttgte
atccctagece
gcacatgaag
gggcgaaggce
cccteteeee
catcaaccac
atgggagaga
cctecaggac
cggecetgty
cgetgacgge
cectgatectge
geccggegte
ctacgtcgag
geacaaactt
getttcaggyg
gaagggctay
gggagtggtyg
aggatttctt

gagctctctt

<213> Homo sapiens

<400> 9

agctacagca gcttg

<210> 10
<211> 15
<212> ADN

ggggacggta
actatgggta
ctgtacatgg
aageccctacg
ttegectteg
acccagggca
gtecaccacat
ggctgeotea
atgcagaaga
ggcctggaag
aacttcaaga
tactatgtgg
cagcacgagg
aatgcegetg
aagcagggaa
cctcagagee
agacctaggt
ctcggactcet

ttgtcgegta

accgggacec
ccgeagtgtc
agggcacegt
agggcaccca
acatcctgge
teccegactt
acgaagacgg
tctacaacgt
aaacactcgg
gcagaagcga
ccacatacag
accacagact
tggctgtgge
gggatecccac
aagcgageeg
gteegtttgg
gtgtgtaaat
ggaagggatyg

actgtgtcct

30

ceccgecctag

ggtgtctget
taagggcgaa
gaacaaccac
gaccatgaga
taccagcttc
ctttaagcag
gggegtgetg
caagatcaga
ctgggaggcc
catggeocetyg
atccaagaaa
ggaaagaatc
cagatactgc
tatggtgagt
gcggggeget
agggcggaaa
agcgggggcc
gggggctegy

gggtgcggte

tgcgttactt

cctgtegect
gagctgatta
cacttcaagt
atcaaggtgg
atgtacggca
tccttoocty
accgctacce
ggggtgaact
aacaccgaga
aagetogtgyg
cccgctaaga
aaggaggccg
gacctcccta
aagoogtgog
ggggccetgt
acgaggcgag
cggaaaggtce
gctgeectece

cctogagt

19

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140

1198
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<213> Homo sapiens

<400> 10
cggtacctgg agcag

<210> 11

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
ttcctctcte tcccac

<210> 12

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
aggaaggatt cgcac

<210> 13

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
gtcgtcgaca acggctcc

<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
tgcaaggccg gcettcgegg

<210> 15

<211> 47

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
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ccagagtacc tgggtctgga cgtgccagtg tgaaccagaa ggccaag

<210> 16
<211> 1191
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 16

31

15

16

15

18

19

47
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ggacgeetee
gtecccaate
gtggccaggy
tgggatccgg
gcgacgtgea
gcaagctgga
tggtgaccac
tgaacgactt

tecaggacga

tgaacecgecat
agctggagta
gectggagge
accactacca
acctgagcac
tcectggagte
gcteceggtac
aggeeggett
ccaggcacca
gagegettte
gggcttettg
<210> 17

<211> 1192
<212> ADN

gaccagtgtt
tgggcgcgey
cgggggcgac
gggcgaggag
cggecacaag
gatcaagtte
cctetgetac
cttcaagagc

cggcaagtac
cgagctgaag

cagcttcaac
taacttcaag
gaccaacgtyg
tcagaccaag
cttcagcgce
cgatgatgat
cgcgggcgac
ggtaggggayg
totgracagqg

tcetttoett

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 17
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tgecttttat
ceggegeocc
ctoggcteac
ctgttegeeg
ttcagegtge
atctgcacca
ggcatccagt
gccatgcceg

aagacecgeg

ggcaaggact
agecacaacy
acgegecaca
cecectgggeg
atcagcaagg
tgetgecaca
ategecgege
gatgecceeco
ctggetgggt
agoctoceqgy

cccagggegt

ggtaataacg
ctggeggeoct
agegegeccy
gecategtgee
gcggcgagayg
ccggcaaget
gettegeeceg
agggctacat

gcgaggtgaa
tecaaggagga

tgtacatecqg
acatcgaggg
acggcccegt
accgcaacga
cccacggeat
tcgtegtega
gggccgtett
ggggcagece
tttecggggt

gatggtggge

32

cggcoggece
aaggactogg
gctattcteg
cgtgctgate
cgagggegac
gecegtgeoe
ctacccecgag
ccaggagege

gttcgaggge
cggcaacate

ccccgacaayg
cggeggegty
getgatecee
ggcccgegac
ggacgagcty
caacggcagc
ccectecate
cgggagcggyg
gggggctgeg

atgggtcaga

ggettecttt
cgegecggaa
cagctcacca
gagetggacg
gecgactacg
tggececacce
cacatgaaga
accatccagt

gacacectgyg
ctggygccaca

gccaacaacy
cagetggccyg
atcaaccact
cacatggtge
tacagggecy
ggcatgtgca
gtggggcgee
cgggaggcas
ccogtgeteoa

a

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600

€60
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1191
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25

ggacgeoectee

gtccccaatc

gtggccaggg
tgggatccgt
tggagggeac
acgagggcac
tocgacatect
gcatcecega
catacgaaga
tcatctacaa
agaaaacact
aaggcagaag
agaccacata
tggaccacag
aggtggetgt
gcteceggtac
aggceoggett
ccaggcacca
gggcegettte
gggcttcttg
<210> 18

<211> 15
<212> ADN

gaccagtgtt
tgggcgcgeg
cgggggcgac

gtctaagggc

cgtgaacaac
ccagaccatg
ggctaccage
cttetttaag
cgggggegty
egtcaagate
cggctgggay
cgacatggee
cagatccaag
actggaaaga
ggccagatac
cgatgatgat
cgcgggegac
ggtaggggag
tctgecacagqg

tectttoctt

<213> Homo sapiens

<400> 18

cctcgecgcec cegcet

<210> 19
<211> 16
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

gcegeccgcec atggeg

<210> 20
<211> 37
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

ES 2565216713

tgeckttttat
ccggcgeoce
cteocggetcac
gaagagctga
caccacttea
agaatcaagg
ttecatgtacyg
cagtecttee
ctgaccgcta
agaggggtga
gccaacaccy
ctgaagctcg
aaacccgcta
atcaaggagyg
tgcgacetee
atcgecgege
gatgccecce

ctggctgggt

agectcecegyg

cccagggegt

cctcgecgcec cegcetgtete cgeecgecege catggeg

ggtaataacyg
ctggcggact
agcgegeceqg
ttaaggagaa
agtgecacatce
tggtcgagyy
gcagcagaac
ctgagggett
cccaggacac
acttecccate
agatgctgta
tgggcaggygy
agaacctcaa
ccgacaaaga
ctagcaaact
tcgtegtega
gggecegtett
ggggcageccce
ttteegggot

gatggtggge

33

cggeaggece
aaggactcgg
gctattcteg
catgcacatg
cgagggcgaa
cggecctete
cttcatecaac
cacatgggag
cagectccag
caacggocct
ccccgetgac
ccacctgatc
gatgeeagge
gacctacgte
ggggcacaaa
caacggeage
ccectecate
cgggageggg
gggggctgceyg

atgggtcaga

ggettecttt
cgegecggaa
cagctcacca
aagctgtaca
ggcaageecet
cccttegect
cacacccagg
agagtcacca
gacggctgcec
gtgatgcaga
ggcggectygqg
tgcaacttea
gtctactatg
gagcagcacg
cttaatgecog
ggcatgtgea
gtggggegece
cgggaggcaa
cccgtgetea

ag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140

1192

15

16

37



10

<210> 21
<211> 1996
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 21
ccctgagect
ccagatttta
ttggeccaty
goegeggece
tectecceee
acggcggcyy
gegtgtgtga
ttcgtagtte
aggtgettet
tgeckttoggt

ctcgoegace

ggtcegggaa
aatttacagg
gtagtcacgt
gegecaccto
gceocegeeget
cgcgaacect
gtgggtgtgt
ccoccccgege
ccgttectet
coeoecgetteg

cgectgtetee

ES 2565216713

ccgeccagece
ceceggeccee
ggaggcgccyg
cgecceoccge
ccgtgoagec
goetgggecte
gtgttttctt
gcoctttgece
aaacgeccage
ceccckgeeyg

gcegecegece

gggagggccyg
gaaccogecga
gggcgtgeeg
ggettgecte
tgagaggaaa
cagtcaccct
acaaagggta
tttgtgetat
gtctggacgt
tceectectt

atgggatecg

34

agctgacggt
agcgegetge
gccatgttgg
cageceogece
caaagtgcty
cgtecttgeat
tttecgegate
aatcgagetc
gagcgeaggt
atcacggtcc

ggggcgagga

tgcccaaggy
ctgctecceca
ggagtgcgge
cteceeggeee
cgagecaggag
tttcecegegt
gatcgattga
gcgeecateece
cgeeggtttg
cgetegegge

gctgttegee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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15

20

ggcatecgtge
cgcggegagy
accggcaage
tgcttegeee
gagggctaca
ggcgaggtga
ttcaaggagg
gtgtacatcece
aacatcgagg
gacggeceeyg
gaccgcaacg
acccacggca
gtgeegeege
ctgtegegge
ategacaaqgyg
cgcgaggagyg
gocgacgege
ctgggcaagt
cgegttageg
cgtggggagg
teceggaaagqy
getgtagege
gtaagtgcge
<210> 22

<211> 15
<212> ADN

cegtgectgat
gcgagggcga
tgccegtgee
gctaceecga
teccaggageg
agttcgaggg
acggcaacat
gecccgacaa
gcggeggegt
tgetgateee
aggcccgeoga
tggacgagct
ggatgggceag
tecaggagaa
tgegcagect
tgcgcggecg
gacgegeget
gcaaggcgga
ccaaggaggyg
gagcagaggcec
agaaagaatc
tggggggccy

gectgyg

<213> Homo sapiens

<400> 22
tacctgggtc tggac

<210> 23
<211> 18
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

agtgtgaacc agaaggcc

<210> 24
<211> 69

ES 2565216713

cgagctggac
cgeccgactac
ctggeecace
gcacatgaag
caccatccag
cgacaccctg
cctgggecac
ggccaacaac
gcagctggcc
catcaaccac
ccacatggtg
gtacagggga
ecgegetgge
ggaggagctg
ggagacggag
tgagectecace
cgacgacacqg
acacgaccag
gcgggggege
caggatgcac
tagagttcat

tgatgeceat

ggcgacgtge
ggcaagectgg
ctggtgacca
atgaacgact
ttecaggacg
gtgaaccgea
aagetggagt
ggectggagy
gaccactacc
tacetgagea
cteoctggagt
tctggatcag
ggceccacea
cgogagetca
aacagogege
ggectcaagg
gcecgegage
ctgetectcea
aacogoggcy
gegtecttet
agcggagcag

ttctagattt

35

acggccacaa
agatcaagtt
ccctetgeta
tcttcaagag
acggcaagta
tcogagetgaa
acagctteaa
ctaacttcaa
agaccaacgt
ctcagaccaa
ccttcagege
gtaccgcgac
cgeegoetgag
atgaccgget
tgecagotgea
cgctctacga
gogecaaget
agtgagtgct
accagctcac
gaaggaacag
gggtcgcgga

tggatacccg

gttcagegtyg
catctgcacc
cggcatecag
cgccatgcee
caagacccgce
gggcaaggac
cagccacaac
gaccegeeac
gcccctggge
gatecagcaag
ctgctgecac
tgcgacecce
ccccacgege
ggcggtgtac
ggtgacggag
gaccgagctg
gcagatcgag
agetggegge
cgggttctge
ggtcteggte
gggggctcga

ctgggacgtg

720

780

840

500

960
1020
1080
1140
1290
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1629
1680
1740
1800
1860
1920
1980

1996

15

18
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 24

atggatgatg atatcgeecge gecteogtegtc gacaacggcot ccggcatgtg caaggecgge
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atggcccaat ggaatcagct acagcagctt gacacacggt acctggagca g

ttcgcggge

<210> 25

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

cacaccaaca actgccca

<210> 26

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

ggagaaggag gaaga

<210> 27

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

<210> 28

<211> 3343

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SINTETIZADO

<400> 28
ggtctgeeece ccatcactat
agatattttc tctaaccctc
gacccaaaaa actggtaggt
ttgagggtgt tgagtacaca
gacctgetgg gacatcagat
tgtgcccatg agaagtgagg
ctgeectagt tgtgtgtggyg
aggggagatc ttggaagtca
gecatagggg gaaggtttgt

tgggcatcgg
tagaaaacca
gaagaagcag
gtacctgatg
tttacagaag
dggtcccaggt
ggtcccteee
tetagectgt

acttectatg

gtgagcactg atgagcattt
ccacaactcc aggaaggaaa
actgetgett gectectgag
ctatgcacce cctatggaaa
teccagagagg ggaaggtaceo
ataaatcaga ccacatccce
tcteoctgete ctagaatact
gtccoeoctea attagagatg

agcctctgea gaagagaaac

36

tggacttagg
ccaaggggca
ctcttttgag
ggctetectt
tggectggge
ctgecctgee
cagaacttect
aggaaaggaa

agcgaaggag

60

&9

18

15

51

60
120
180
240
300
360
420
480
540



ctgggcectyg
ggcaccatce
gaagctgccet
tectectacce
ctgctggagt
aacaagttgt
cattceccgee
ctagggtcag
gtgggecaag
cctteoccatt
agtcacatce
ggggccaagy
cctoctttta
acactcagec
ccagectetg
tcacaggaga
tctggatcag
gagctggacg
gccgactacg
tggeccacec
cacatgaaga
accatccagt
gacaccctgg
ctgggccaca
gccaacaacg
cagctggecg
atcaaccact
cacatggtgc
tacaggtaag
tetgggactg
tcaccacoge

cagcacacca

ggaggggtcg
aattctgggt

ctagggggee
ccagectgee
gggggggtta
tttggagttt
cagtgagtga
cccteggeca
gacetggtte
tectecceca
tgaagctcat
agggettggoet
aattecttttt
ctgactecate
gyggtggaag
aggaggaaga
gtgctagegg
gcgacgtgea
gcaagctgga
tggtgaccac
tgaacgactt
tccaggacga
tgaaccgceat
agctggagta
gcetggagge
accactacca
acctgageac
tcetggagte
gtacctgace
gacagettityg
ctoctggeoge

geegetgeag
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gtgctggagt
ccccaaacag
actgecagtta
ccctcaaate
gggggtgctg
gtgootggea
gccoceggegyg
ccecggaggyg
ccotgoacea
gccacctett
tgctgeectg
cctggetetg
atgaatgaag
cctettcagy
agggggaccy
ggagggeate
gggcgaggag
cggccacaag
gatcaagttc
cctetgetac
cttcaagage
cggcaagtac
cgagctgaag
cagcttcaac
taacttcaag
gaccaacgtyg
tcagaccaag
cttecagegee
catgcgtgec
cteccgeteoee
cacccccate

ggctccceatg

tetgatgtga
ctggtggaaa
gggtcaccee
cctgaagetg
ctggccagge
cgggggotgt
cacacactte
ccagggeace
accageggge
cceccacete
agototgeoaoe
ggtgagagca
ccgggecgtyg
agageeaggg
ggccagagct
tegeaggagt
ctgttcogecg
ttcagegtge
atctgcacca
ggcatccagt
gccatgecey
aagaccegeg
ggcaaggact
agccacaacg
acccgeocaca
ccectgggcyg
atcagcaagg
tgctgocaca
gectgectect
accgeoeeccoa
ttecacctgt

ggctgagtygg

37

cccaccacac
ggctoeggtgg
agccttccag
tcattccttg
cccaagagtg
agecccogtgt
cacttcoecteo
acagecacagc
tottgcaccet
ctetteteee
tactgaacta
gcatgtgtat
gaggttgctg
agtgcaggga
cacaccaaca
ccteggagga
gcatcgtgee
gceggcgaggg
ccggcaagct
gcttegeceeg
agggetacat
gcgaggtgaa
tcaaggagga
tgtacatccg
acatecgagygyg
acggeecegt
accgcaacga
cccacggeat
cactggagga
ccecttecee
geccteacca

ggagcagttt

tgcactggag
gcectgagteaa
ctectggece
agctgageca
agtaacagga
ggtgtecoga
ccaceccegge
atctgecect
tccagegace
ctagggagtc
cotgggectyg
ggggtttttt
agtcaceccac
gegogatggay
actgoecace
ggageaggga
cgtgctgatce
cgagggcgac
gccegtgecce
ctaccoegag
ccaggagege
gttegaggge
cggcaacatce
ccccgacaag
cggeggegtyg
gctgatecce
ggcoccogegac
ggacgagcetg
gcagecttect
aggcccacca
ccacactaca

tccoctggee

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460
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tecagttecca
acatcccact
ttgctectetg
tteoccatagt
atcctggeac
gotggceoeec
atcecttecee
aggcaggagyg
geetgggate
goccaagage
tgettcecogee
ccetgecege
tttectetgt
cttcgacatc

ttectgccocac

<210> 29
<211> 42
<212> ADN

gctececceeg
tagccgcace
ggctittggt
gagggectagy
gccctactee
aggattccce
aactteccta
ggtgagtcece
tgagtacata
cctgtggeeg
actcagcecat
tcccaaceccee
tcacaaacta
cgtcattget

gatccectcee

<213> Homo sapiens

<400> 29

ES 2565216713

cccaccoacy
ctgcacctge
ttgggggoge
agggtteccce
actgeectgg
cagccaaact
gtcececgtac
ctactcecte
ttgtggtgat
ccacetgagg
ttceocectee
ceteetgete
cetetggaca
gectgetaccea

cccaagatac

tgtcgccttc gectectaat cecctagecac tatggtgagt aa

catacacaca
tgegtecceca
cctctctget
tggccttaaa
cagcagcagg
gtctttgtea
taggttggac
ttcactgtgg
ggagatgcag
tgggcetgggg
tcagatgggy
ctecectgece
gttgtgttgt
gocgecaaatyg

tctttgtggg

38

tgecectectyg
cteecttggt
ccttcactgt
aggggeccaa
tgtggccaat
ccacgtggygyg
ageccectte
ccacagcccce
tcacttattg
otgcteoocet
caccaataac
cccaaggtte
tttttgtteca
ttcatcctea

gaa

gacaaggeta
ggtggggaca
tcecctctgge
geeccatcte
ggagaggggt
ctcactttte
ggttacagga
cttgccectee
tccaggtgag
aaccctactt
aaggagctca
tggttccatt
atgttccatt

ttgectecty

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3343

42
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REIVINDICACIONES
1. Un método de marcaje de al menos una proteina endégena, comprendiendo el método:

a) introducir en una célula de mamifero (i) al menos una endonucleasa de direccién o acido nucleico que
codifique una endonucleasa de direccion, uniéndose la endonucleasa de direccion a un sitio diana y siendo
capaz de escindir un sitio de escision en una secuencia cromosémica que codifica la proteina endégena, y (ii) al
menos un polinucleétido donante que comprende una secuencia de marcaje, la secuencia de marcaje estando
flanqueada por una secuencia direccion cadena arriba y una secuencia direccion cadena abajo, la secuencia
cadena arriba y la secuencia cadena abajo compartiendo una identidad de secuencia sustancial con cualquier
lado del sitio de escision de la secuencia cromosomica; y

b) mantener la célula en condiciones que reparan la rotura de doble cadena introducida en el sitio de escisiéon por
la endonucleasa de direccion mediante un proceso de homologia dirigida, de modo que la secuencia de marcaje
del polinucledtido donante se integra en fase en la secuencia cromosomica codificante de la proteina endégena
de modo que se produce una proteina endégena marcada;

en el que la proteina enddgena se selecciona entre actina, tubulina, lamina, receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2) y proteina del grupo de alta movilidad A (HMGA).

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la endonucleasa de direcciéon es una nucleasa de dedo de cinc.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que la célula es una célula U20S humana, una célula MCF10A humana,
una célula SKOV3 humana o una célula iPS humana.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la proteina enddgena se marca en el extremo C o en el extremo N.

5. El método de la reivindicacién 2, en el que la nucleasa de dedo de cinc se une a una secuencia que tiene al
menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO: 13,
14,1, 2,18, 19, 22, 23, 25y 26.

6. Una célula de mamifero que comprende al menos una secuencia de marcaje integrada en fase en una secuencia
cromosomica que codifica una proteina endégena, de modo que la célula expresa al menos una proteina endégena
marcada, en la que la proteina endégena se selecciona entre actina, tubulina, lamina, receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2) y proteina del grupo de alta movilidad A (HMGA).

7. La célula de la reivindicacion 6, en la que la célula es una célula U20S humana, una célula MCF10A humana, una
célula SKOV3 humana o una célula iPS humana.

8. La célula de la reivindicacion 6, en la que la proteina endégena se marca en el extremo C o en el extremo N.

9. La célula de la reivindicacion 6, en el que la célula expresa una o mas proteinas endégenas marcadas con
fluorescencia.

10. La célula de la reivindicacion 6, en la que la célula se produce mediante:

a) introducciéon en una célula parental de (i) al menos una endonucleasa de direccién o acido nucleico que
codifica una endonucleasa de direccion, uniéndose la endonucleasa de direccion a un sitio diana y siendo capaz
de escindir un sitio de escisidon en una secuencia cromosomica que codifique la proteina endégena, y (i) al
menos un polinucleétido donante que comprende una secuencia de marcaje, la secuencia de marcaje estando
flanqueada por una secuencia direccion cadena arriba y una secuencia direccion cadena abajo, la secuencia
cadena arriba y la secuencia cadena abajo compartiendo una identidad de secuencia sustancial con cualquier
lado del sitio de escision de la secuencia cromosomica; y

b) mantenimiento de la célula en condiciones que reparen la rotura de doble cadena introducida en el sitio de
escision por la endonucleasa de direccion mediante un proceso de homologia dirigida, de modo que la secuencia
de marcaje del polinucleétido donante se integra en fase en la secuencia cromosémica codificante de la proteina
enddgena.

11. La célula de la reivindicacion 10, en la que la endonucleasa de direccién es una nucleasa de dedo de cinc.

12. La célula de la reivindicacion 11, en la que la nucleasa de dedo de cinc se une a una secuencia que tiene al
menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO: 13,
14,1, 2,18, 19, 22, 23, 25y 26.

13. El método de la reivindicacién 5 o la célula de la reivindicaciéon 12, en donde la identidad de secuencia es de
aproximadamente el 85 %, 90 %, 95 %, 99 % 6 100 %.
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Mapa del donante
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ccgccccicecgecagcecgcetacttaagaggcetccagegeecggeccegecctagtgegtta

cttacctcgactcttagcttgtcggggacaataaccgggacccggtatetgetectgtegec
ttcgcctectaatccctagecactatgggtaccqgcaagegggggegaggaqctgttc
gccggcatcgtgcccgtgctgatcgagcetggacggcgacqtgcacggcecaca
ttcagcgtgcgcggcgagggcga cgacgccgactacggcaaqct
agatcaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggceccaccctqg
tgaccaccctctgctacggcatccagtgcettcgcccgcectaccccgagcecacatga
agatgaacgacttcttcaagagcgccatgcccgagggctacatccaggagege
accatccagttccaggacgacggcaagtacaagacccgcggcgaggtgaagtt
cgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcaaggacttcaag
gaggacggcaacatcctgggccacaagctggagtacagcttcaacagccacaa
cgtgtacatccgccccgacaaggccaacaacggcectggaggctaacttcaaga
cccgccacaacatcgagggcecggceggcegtgcagetggccgaccactaccagac
caacgtgcccctgggcgacggccccgtgctgatcccca caaccactacctga

gctcctgg g;gmgggcg cctgctgccacanccacg gcatggacgagctgt
ca . afcccactATGgtgaqgtaagce ctccegqct C

gggaagcagggaaaagcgagccggcgggg@ctggggccctgtatacagcgggga
agggctggcctcagagcecgteeqgtttggagggeggaaaacgaggcgagaggecagg
gcgggagtggtgagaccteggtgtgtgtaaatagegggggeccggaaaggtcgaggg
gcgccaggattictictcggactctggaagggatggggggcetecgggetgecctecgecgt
atccggagctctctttigtcgegtaactgtgtectgggtgeggtcee (SEQ ID NO: 4)

FIG. 3
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gccccteccgcagecgctacttaagaggetccagegecggecccgecctagtgegttacttaccic
gacicttagcttgtcgaggacggtaaccgggacccgatgtetgetectgtcgecticgectectaat
ccctagecactatgggtaccgecagtgtectaagggcgaagagcetgattaaggagaacatge
acatgaagctqtacatqgaggqcaccgtqaacaaccaccacttcaagtgcacatccga
gg9gcgaaggcaagccctacgagggcacccagaccatgagaatcaaggtggtcgagq

gcggccctctcccctticgecttcgacatcectggetaccagettcatgtacggcagecagaa
ccttcatcaaccacacccagggcatccccgacttctttaagcagtccttccctgagggcett
cacatgggagagagtcaccacatacgaagacgggggcgtgctgaccgctacccagg
acaccagcctccaggacggctgcctcatctacaacgtcaagatcagaggggtgaactt
cccatccaacggccctgtgatgcagaagaaaacactcggetgggaggcecaacaccga
gatgctgtaccccgcetgacggeggectggaaggcagaagegacatggecctgaagcet
cgtgggcgggggccacctgatctgcaacticaagaccacatacagatccaagaaacce
gctaagaacctcaagatgcccggcegtctactatgtggaccacagactggaaagaatca
aggaggccgacaaagagacctacgtcgagcagcacgaggtggctgtggccagatact

gcgacctccctagcaaactggggcacaaacttaatgccgetggggateccactATGatq
agtaagccgtgcggcetccecggcetgcetitcagggaagcagggaaaagegageecggeqgaacg
ctggggccctgtatacagccgggaagggcetggectcagagecgtecatttagagggeggaaa
acgagqgcgagaggccagggcggaaqtagtgagacctegatatatataaatagecggaggecce

ggaaagqgtcgaggggcgcecagqgatttctictcagactetggaagggatgggaagcetcaagceta
ccctecgecgtatccggagctctctittgtcgegtaactatgtectagatgegateectegagt

(SEQ ID NO: 5)

FIG. 4

43



ES 2565216713

FIG. 6A
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FIG
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FIG. 6E
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FIG. 6F
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FIG. 6G
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FIG. 6H
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gcccctccgeagecgctacttaagaggcetccagegecggecccgcecctagtgegttacttaccte
gacicttagctigtcagggacggtaaccgggacccagtgtctgetectatcgecttcgectectaate
cctaqccactatqggtaccgcaqtgtctaagggcgaagagctqattaaggagaacatgcac
atgaagctgtacatggagggcaccqtgaacaaccaccacttcaagtqcacatccqgagqqg
cgaaggcaagccctacgagggcacccagaccatgagaatcaagqgtqggtcgagggcg

gccctcteccccticgecttcqgacatectqgctaccagcettcatqtacggcagcagaacctt

catcaaccacacccagggcatccccgacttctttaagcagtccticcctgagggceticaca
tgggagagagtcaccacatacgaagacgqqgggcgtqgctgaccgctacccaggacacc
agcctccaggacgqgctgcctecatctacaacgtcaagatcagaggggtgaacttcccatee
aacggccctgtgatgcagaagaaaacactcggctgggaggccaacaccgagatqctgt
accccgctgacggcggcctggaaggcagaagcgacatggccctgaagcetegtgggcg
ggggeccacctgatctgcaacttcaagaccacatacagatccaagaaacccgctaagaac
ctcaagatgcccggcgtctactatgtggaccacagactggaaagaatcaaggaggcecg

acaaagagacctacqtcgagcagcacgaggtgqctgtggccagatactgcgacctcce
tagcaaactgggqgcacaaacttaatgccqctggqgatcccactATGqgtgagtaagecgtac

ggctcccggctgctttcagggaagcagggaaaagcgagcecggeggagegcetggggecctgtat

acaqgc aa ctggcctcaqaqgccatceqgtttqgga cggaaaacgaggcgaga
ccagggcaggagtgatgagacctcgatatgtgtaaatagcaggggccecggaaagatcgagag

gcgccaggatttcttctcggactctagaagggatgggagactcgggetgecctecgecgtatecg
qagqctctcttttatcqcataactgtgtcctagatgeggteectcgagt  (SEQ ID NO: 8)

FIG. 9
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Tubulina de MCF10a marcada con
RFFP, Clon 5, P2.

Tubulina de MCF10a marcada con
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FIG. 14
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ggacgccicegaccaqtatttgecttttatggtaataacqeqqecggcecgqcttecttigteeccaatcetg

ggcgegegecggegecccectggeggectaaggactcgqeqeqecqgaagtggecagggeaggag
cqaccicggctcacagegcgceccgyactatictcgcagetcaccatgggalccagaggcgaggagct
tcgccggcatcgtgcccgtgctgatcgagetggacqggegacqtqcacgqccacaaqgttca
cgtgcgcggcga cga cqacgccqgactacggcaagctggagatcaagticatct
gcaccaccggcaagctgcccgtgeccctggcccaccetgatgaccaccetctgctacggcate
cagtgcttcgcccgctaccccgagcacatgaagatgaacgacttcticaagagegecatgece
gagggctacatccaggagcgcaccatccagttccaggacgacggcaagtacaagacccge
ggcgaggtgaagticgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcaaggac
ttcaaggaggacggcaacatcctgggccacaagctggagtacagcttcaacagccacaacgt
gtacatccgccccgacaaggccaacaacggcectggaggctaacttcaagacccgecacaac

atcgagggcggcgqcgtgcagctggccgaccactaccagaccaacgtgeccetgggegac
ggccccgtgctgatccccatcaaccactacctgagcactcagaccaagatcagcaaggaccy

caacgaggcccqgcga ctcctggagtccttcagecgcctgctgeccacacecac
gcatggacgagctgtacagggccggctccggtaccgatgAT Gatatcgecgceqceicategtegac

aacggcagcggcatgtgcaaggecggcticgecgggegacgatgececceccgagcecgtetticeecteca
tegtagaacgcecccagacaccaggtaggggagcetggetgggtagggecagecccggagagcgageg
agagacaagggcgcttictctgcacaggagcecteccagtttccaggataggagetacgceecgtgctea
gggcttcttgtectttccttcccagggeqtgatgatqggceatgggtcagaa (SEQ ID NO:16)

FIG. 30
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ggacgcctccgaccagtgtttgectttiatggtaataacgcageecaggeccggcticctttgtccccaatc
tgggcgeqacgceccggegeccectggeqgqectaagqactcqgegegecqggaagtggecagggegg
gaqgcgacctcagctcacagegeacccaqctattctcacaqctcaccatgggatecatgtetaaaq

gcgaagaqctgattaaggagaacatgcacatgaagctqtacatggagggcaccgtgaaca
accaccacttcaagtqgcacatccgagggeqgaaggecaaqecctacgaqgqqcacccagace
atgagaatcaagqgtgqtcgagggcggccctctccccticgecticgacatcctggctaccag

cticatgtacggcagcagaaccttcatcaaccacacccagqggcatccccgacttctttaage
agtccttccctgagggcttcacatgggagagagtcaccacatacgaagacgggggcgtgcet

gaccgctacccaggacaccagcctccaggacggcetgcectcatctacaacgtcaagatcag
aggggtgaacttcccatccaacggccctgtgatgcagaagaaaacactcggctgggaggc
caacaccgagatgctgtaccccgctgacggcggcectggaaggcagaagcgacatggccce
tgaagctcgtgggecgggggccacctgatctgcaactticaagaccacatacagatccaagaa
acccgctaagaacctcaagatgcccggcegtctactatgtggaccacagactggaaagaatc
aaggaggccgacaaagagacctacgtcgagcagcacgaggtggctgtggccagatactg
cgacctccctagcaaactggggcacaaacttaatgccqgctecggtaccqatgATGatatcq
ccgeogctegtegtcgacaacggecagegacatgtgcaagqocgqgettcqgcgggegacgatgecece
ccaggccatcttceccteccatcatggggegcececcaggeaccagataggagagcetaactqgataqq

gcagccccggaagcgggcegagaggcaaggacgcttictcigcacaggagecticceggtticcgag
t ctacgcccatactcagaactictiatectticcticccagggeatgatgataggeatgggtc

agaag (SEQ ID NO:1T)

FIG. 31
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ccctgagectggtccgggaaccgeccageegggagggecgagetgacggtigecccaagggecagattt
taaatttacaggccecggceccccgaaccgcecgaagegcegctgectgcetceccattggeccatggtagtecac
gtggaggcgecggggegtgceggecatgtiggggagtgeggegecgeggeccgegecaccticecgece
cccgeggcttgectccageccgeccetecececggceccicctecceocgooegeogcotcegtgcagectgaga
ggaaacaaagtgctgcgagcaggagacggcggeggegegaaccctgetgggectecagtcacecteg
tcttgcattttcccgegtgegigtgtgagtggglgtatgtgttticttacaaagggtatticgegategategattg
attcgtagttcceccecegegegcectitgeccttigtgetgtaatcgageteccgecatceccaggtacticteogtt
cctctaaacgecagegtetqgacatgageqeaggtegecqgtttqtqecttcggtececqcettegececctg
ccgtcccctecttatcacqqgteccqctegegagectcgecgecceqetgtetccgecgeccgecatqggatc
cgaqgagctgttcgccggcateatgcccgtactgatcgagetggacggcgacgtgca

cggccacaag ttcagcg;ggggggggggggggggggcgacgccgactacggcaagctggag
atcaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggeccaccectagtgaccaccctctg
ctacggcatccagtgcttcgcccqcetaccccgagecacatgaagatgaacgacttcttcaagageg

ccatgcccgagggctacatccaggagcegcaccalccagttccaggacgacggcaagtacaag

acccgcggcgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagetgaagggceaa
ggacttcaaggaggacggcaacatcctgggccacaagctggagtacagcttcaacagccacaa
cgtgtacatccgccccgacaaggceccaacaacggcctggaggctaacttcaagacccgecacaa

catcgagggcggcggcgtgcagctggccgaccactaccagaccaacqgtgeceetgggegac
ggccccgtgctgatccccatcaaccactacctgagecactcagaccaagatcagcaaggaccge
aacgaggcccgcgaccacatgatgctecctggaatccticagegectgctgccacacccacgge
atggacaagctgtacaggqggalciggalcaggtaccgcgactgegacceeeqtgececgeegeggAT
Gggcagecegegetggeggecccaccacgecqetgagecccacgcegectgtegeggetecaggagaa
ggaggagctgcgegagcetcaatgaccggctgacagtatacatcgacaaggtacgcagectggagacg
gagaacagcgceqctgcagetgcaggtgacggagegcgaggaggtgegeggecgtgagcetcaccgge
ctcaaggcgceictacgagaccgagetggecgacgegegacgegegcetcgacgacacggeecgegag
cgcgecaagcetgcagatcgagetgggcaagtgcaaggeggaacacgaccagcetgcetectcaagtgagt
gctagetggecggeegegttagegccaaggaggggegggggegeaaccgeggegacceagctcaccgg
gttctgcegtggggagggageagaggecaggatgeacgcegtectictgaaggaacagggtetcggtete
Ccggaaaggagaaagaatctagagttcatagcggagecaggggtcgeggagggagetcgagetgtageg
ctggggggccgtgatgcccatitctagattitggatacccgctgggacygiggtaagtgecgegectygg

(SEQ ID NO:21)

FIG. 36
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ggtctycceoecatcactattgggealcgggtgagceaclgatgagceatittiggacttaggagatatittctctaaccctictaga
aaaccaccacaaclccaggaaggaaaccaaggggcagacccaaaaaactggtaggtgaagaagcagactgctgct
tgcctectgggcetcttitgagttgagggtgtigagtacacagtacctgatgetatgecaccecctatggaaaggcetcetecitgac
clgctgggacatcagattiitacagaagtccagagaggggaaggtacclggectgggetgtgeccatgagaagtgegggg
tcccaggtataaatcagaccacaicceectgecctgecctgecctagttgtgtgtgggggtcectcectetectgetectaga
atactcagaacttctaggggagatctiggaagtcatclagectgtgteceectcaatiagagatgaggaaaggaageceata
g9gggaaggtttgtecticctatgagectctgcagaagagaaacagegaaggagetgggecctigggaggagtcggtget
ggagliclgalgtgaccecaccacaclgcactggagggcaccatccaattctgggtccecaaacagcetggtggaaagact
cggtgggcigagtcaagaagcetgcectctagggggecactgeagttagggtcaceccagecttccagetectggecctete
ctaccceeagectgeccectcaaateectgaagetgicaticettgagetgagecactgetggggtgggggogttaggggg
tgctgetggecaggcecccaagaglgagtaacaggaaacaagtigttttggagtiigigeciggcacgggggctgtagece
cgtgtggigicccgacaticccgeccagtgagtgagececggeggceacacacttcoectticetccccaccececggectagg
gtcagccctoggecaccocggagggccagggeacecacageacageatetgecectigigggecaaggacctagtteee
ctgcacccaccagegggctetigcaccticcagocaccecttcoeatttecteccccagecacctettcoceccacctectetic
tcceclagggagicagicacalcclgaagceteallgelgeectgagcelcigecctectigeccteeectgggecigggggecaa
gggggcttggctcetggctctgggigagagcageatgtgtatagaatttittccicottttaaattctititatyaatgaagceegg
gcegtggaggattgeigagicacccacacactcagecctgacteatecctcttcaggagagecagggagtgecagggageg

agtqgggccagcctctgagagtggaagagggggaccgggecagagcicacaccaacaactgcccaccicacagga
gaaggaggaagaggagggcatctggcaggagtcctcggaggaggagcagggarctggamaggtgcraggggggg

t:gtgcg ggcgaggg cgagggcga cgccgacta cggcaagctggag atcaagttcatctq caccaccggqc

aagctgcccgtgccctggcccacccetggtgaccaccctetgctacggqeatccagtgcticgeccgetaceecyg
agcacatgaagatgaacgacttcttcaagagcqgccatgcccgagggctacatccaggagcgcaccatccagt

caggacgacggcaaqtacaagacceqcaqeqgaqqtgaaqttcga cqacaccctqatgaaccgcat

cgagctgaagggcaaggacttcaaggaggacggcaacatcctgggccacaagctgqagtacagcticaaca

C tacatccgccccgacaagqccaacaa C aqgctaacticaagace caac

atcgagqgcgqcggcgtqgcagctggecgaccactaccagaccaacgtgeccctaggecgacggeccegige

tgatcceccatcaaccactacctgagcactcagaccaagatcagcaaggaccgecaacgaggeccgegaccac
atggtgctcctggagtccticagcgcctgctgccacacccacggecatggacgagetgtacaggtaaggtacctg
acccATGcgtgeegcectgctecicactggaggagcagcttectictgggactggacagctttgetcegetoccacegece
ccaccccltecccaggceccaccatcaccaccegcectciggecgecacceceatctteccacetgtgeccteaccaceacact

acacagcacaccagcecgcetgcagggcetcccatgggetgagtggggegeagtittcccctggectcagttccecagetecce
ccgcccacccacgcalacacacalgeccicelggacaaggctaacalcccactiiagecgcaccetgecacctgotgegtc

cccactcecttggtggtgggoacattgetetetgggcttitagtttggaggegecctctetgcetecttcactaticectctggctte

ccatagtggggectgggagggttccectggecttaaaaggggeccaagcecccatetcatectggeacgecctactecact
gccctggecageagcaggtgtggecaatggaggggggigeiggeccccaggalttccecccagccaaactgtctttgteace

acgtggggctcacttitcatccticcccaacttcectagtcccegtactaggtiggacageccccticggttacaggaaggea
ggaggagatgagtccectactececteticactgtggecacagecccecttgeectcegectgggatetgagtacatatigtggtg
atggagatgcagtcacttattgtccaggtgaggcccaagagcecigiggecgecacctgaggtgggetggggetgetece
ctaaccctactttgcticegecactcagecatticceectcctcagatggggeaccaataacaaggagetcaccetgeeeg

ctccecaacceccctcetgcetecteectgececccaagatictggttecatttticctetgttcacaaactacctetggacagtigh
gitgttttttgticaatgttecaticttcgacatecgteatigetgetgetaccagegecaaatgticatecteattgectectgttetg
cccacgateccctccceccaagatactetttgtggggaa (SEQ 1D NO: 28)
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