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DESCRIPCIÓN 

Montaje de ADN mediado por nucleasas 

Como archivo de texto a través de la red EFS   

La copia oficial del listado de secuencias se envía electrónicamente a través de la red EFS como un listado de 
secuencias con formato ASCII con un archivo llamado 461002SEQLIST.TXT, creado el 23 de junio de 2015, y que tiene 5 
un tamaño de 66 KB, y se presenta al mismo tiempo con la memoria descriptiva. El listado de secuencias contenido en 
este documento con formato ASCII es parte de la memoria descriptiva y se incorpora aquí como referencia en su 
totalidad. 

Antecedentes 

Históricamente, la extensión de solapamiento podría usarse como un medio para sintetizar moléculas de ADN de 10 
cadena doble más grandes, particularmente genes, a partir del solapamiento de oligonucleótidos sintéticos. Sin 
embargo, estos métodos no podrían combinar eficazmente grandes moléculas de ADN de manera rápida. Además, la 
combinación específica del sitio de ácidos nucleicos grandes que usan secuencias solapantes a menudo está limitada 
por la disponibilidad de secuencias solapantes en la posición deseada en los ácidos nucleicos a combinar. Las enzimas 
de nucleasa modificadas diseñadas para secuencias de ADN específicas objetivo han atraído la atención como 15 
herramientas poderosas para la manipulación genética que permite la eliminación, el reemplazo y la reparación de 
genes objetivo, así como la inserción de secuencias exógenas. Sin embargo, las tecnologías existentes adolecen de 
una precisión limitada, lo que puede conducir a efectos imprevistos fuera del objetivo y a reacciones de varias etapas 
que consumen tiempo. 

El documento US 2010/035768 A1 (Gibson Daniel G, 2010-02-11) discute métodos para el ensamblaje in vitro 20 
combinatorio y de unión de moléculas de ácido nucleico. 

Sumario 

Se proporcionan en la presente memoria métodos para ensamblar ácidos nucleicos que tienen secuencias solapantes. 
Tales métodos comprenden un método para ensamblar al menos dos ácidos nucleicos, que comprende: (a) poner en 
contacto un primer ácido nucleico con un primer agente de nucleasa, donde el primer agente de nucleasa comprende 25 
una proteína Cas y un ARN guía (ARNg) (complejo de ARNg-Cas), una nucleasa de dedo de zinc, o una nucleasa 
efectora similar a un activador de transcripción (TALEN), donde el primer agente de nucleasa escinde el primer ácido 
nucleico en un primer sitio objetivo para producir un primer ácido nucleico digerido con una secuencia final solapante 
compartida por un segundo ácido nucleico; (b) poner en contacto el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido 
nucleico con una exonucleasa para exponer secuencias complementarias entre el primer ácido nucleico digerido y el 30 
segundo ácido nucleico; y (c) ensamblar los dos fragmentos de ácido nucleico generados a partir de la etapa (b). En 
algunos de dichos métodos, la etapa (c) comprende, además: (i) hibridar las secuencias complementarias expuestas; (ii) 
extender los extremos 3' de las secuencias complementarias hibridadas; y (iii) ligar el primer y el segundo ácidos 
nucleicos. 

En algunos de los métodos, la etapa (a) comprende además poner en contacto el segundo ácido nucleico con un 35 
segundo agente de nucleasa, donde el segundo agente de nucleasa escinde el segundo ácido nucleico en un segundo 
sitio objetivo para producir un segundo ácido nucleico digerido con la secuencia final solapante, y en donde el segundo 
ácido nucleico de la etapa (b) es el segundo ácido nucleico digerido. En algunos de los métodos, al menos dos ácidos 
nucleicos son de cadena doble. En algunos de los métodos, la secuencia final solapante varía de 20 pb a 200 pb de 
longitud. 40 

En algunos de los métodos, al menos uno del primer o segundo agente de nucleasa comprende una proteína Cas y un 
ARN guía (ARNg) (complejo de ARNg-Cas) que se dirige al primer o al segundo sitio objetivo. Por ejemplo, la proteína 
Cas puede ser una proteína Cas9. La proteína Cas9 puede comprender un dominio RuvC y un dominio HNH, al menos 
uno de los cuales carece de actividad endonucleasa. En algunas realizaciones, el ARNg comprende una secuencia de 
ácido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas 45 
(CRISPR) (ARNcr) y un ARN CRISPR que se activa en forma trans (ARNcrtra). El primer sitio objetivo y/o el segundo 
sitio objetivo pueden estar flanqueados por una secuencia del motivo adyacente protoespaciador (PAM). En algunos de 
los métodos, el agente de nucleasa comprende una nucleasa de dedo de zinc o una nucleasa efectora similar al 
activador de la transcripción (TALEN). 

En algunos de los métodos, el primer ácido nucleico, el segundo ácido nucleico o ambos ácidos nucleicos se derivan de 50 
un cromosoma artificial bacteriano. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender un ADN humano, un ADN de 
roedor, un ADN sintético o una combinación de los mismos. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender una 
secuencia humana. 

Los métodos divulgados aquí incluyen un método para ensamblar dos o más ácidos nucleicos, que comprende: (a) 
poner en contacto un primer ácido nucleico con al menos un agente de nucleasa, donde al menos un agente de 55 
nucleasa comprende una proteína Cas y un ARN guía (ARNg) (complejo de ARNg-Cas), una nucleasa de dedo de zinc 
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o una nucleasa efectora similar a un activador de transcripción (TALEN), donde al menos un agente de nucleasa 
escinde el primer ácido nucleico en un primer sitio objetivo para generar un primer ácido nucleico digerido; (b) poner en 
contacto el primer ácido nucleico digerido con un segundo ácido nucleico, un oligo de unión y una exonucleasa, en el 
que el oligo de unión comprende: (i) una primera secuencia complementaria que es complementaria al primer ácido 
nucleico digerido; (ii) un espaciador; y (iii) una segunda secuencia complementaria que es complementaria al segundo 5 
ácido nucleico; en el que la exonucleasa expone la primera y la segunda secuencias complementarias; y (c) ensamblar 
el oligo de unión con el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico. 

También se divulga un método para ensamblar al menos dos ácidos nucleicos, que comprende: (a) poner en contacto 
un primer ácido nucleico con un primer agente de nucleasa y un segundo agente de nucleasa para producir un primer 
ácido nucleico digerido, en el que el primer agente de nucleasa genera una muesca en una primera cadena del primer 10 
ácido nucleico en un primer sitio objetivo, y el segundo agente de nucleasa genera una muesca en una segunda cadena 
del primer ácido nucleico en un segundo sitio objetivo, para producir un primer ácido nucleico digerido que comprende 
una secuencia sobresaliente 5' o 3' en uno de sus extremos; (b) hibridar el primer ácido nucleico digerido y un segundo 
ácido nucleico que comprende una secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' o 3'; y (c) ligar el primer 
ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico. En algunos de los métodos, la etapa (b) comprende adicionalmente 15 
extender el extremo 3' de la primera cadena usando la segunda cadena como una plantilla y extender el extremo 3' de la 
segunda cadena basándose en la primera cadena como plantilla. En algunos de los métodos, el primer sitio objetivo 
está separado por al menos 4 pb del segundo sitio objetivo. 

En algunos de los métodos, al menos uno del primer o segundo agente de nucleasa comprende una proteína Cas9 y un 
ARN guía (ARNg) (complejo de ARNg-Cas) que elige como blanco al primer o al segundo sitio objetivo. El ARNg puede 20 
comprender una secuencia de ácido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 
regularmente espaciadas (CRISPR) (ARNcr) y un ARN CRISPR que se activa en forma trans (ARNcrtra). En algunos de 
los métodos, al menos uno del primer sitio objetivo y el segundo sitio objetivo está flanqueado por una secuencia del 
motivo adyacente protoespaciador (PAM). La proteína Cas9 puede comprender un dominio RuvC y un dominio HNH, 
uno de los cuales carece de actividad endonucleasa. 25 

En algunos de los métodos, el segundo ácido nucleico no comprende la secuencia complementaria a la secuencia 
sobresaliente 5' o 3' del primer ácido nucleico digerido, y la etapa (a) comprende además poner en contacto el primer 
ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico digerido con un oligo de unión, en el que el oligo de unión 
comprende: (i) una primera secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' o 3' del primer ácido nucleico 
digerido; y (ii) una segunda secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' o 3' del segundo ácido nucleico 30 
digerido. En algunos métodos, el primero, el segundo o ambos ácidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial 
bacteriano. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender un ADN humano, un ADN de roedor, un ADN sintético 
o una combinación de los mismos. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender una secuencia de 
polinucleótidos humanos. En algunos métodos, el segundo ácido nucleico comprende un cromosoma artificial 
bacteriano. 35 

Los métodos proporcionados también incluyen un método para ensamblar dos o más fragmentos de ácido nucleico, que 
comprende: (a) poner en contacto un primer ácido nucleico con al menos un agente de nucleasa para generar un primer 
ácido nucleico digerido; (b) poner en contacto el primer ácido nucleico digerido con un segundo ácido nucleico, un oligo 
de unión y una exonucleasa, en el que el oligo de unión comprende: (i) una primera secuencia complementaria que es 
complementaria al primer ácido nucleico digerido; (ii) un espaciador; y (iii) una segunda secuencia complementaria que 40 
es complementaria al segundo ácido nucleico; en el que la exonucleasa expone la primera y la segunda secuencias 
complementarias; y (c) ensamblar el oligo de unión con el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico. En 
algunos de tales métodos, el ensamblaje en la etapa (c) comprende: (i) hibridar la primera secuencia complementaria 
del oligo de unión con el primer ácido nucleico digerido y la segunda secuencia complementaria del oligo de unión con el 
segundo ácido nucleico; y (ii) ligar el oligo de unión al primer ácido nucleico digerido y al segundo ácido nucleico. 45 

En algunos métodos, la primera secuencia complementaria y la segunda secuencia complementaria del oligo de unión 
comprenden entre 15 y 120 bases complementarias. En algunos métodos, el espaciador del oligo de unión comprende 
ácidos nucleicos no complementarios. En algunas realizaciones, el primer ácido nucleico digerido se ensambla en forma 
continua con el segundo ácido nucleico. 

En algunos métodos, al menos un agente de nucleasa está diseñado para escindir un fragmento de al menos 20 pb del 50 
extremo del primer ácido nucleico en el que se producirá el ensamblaje sin problemas, en el que el espaciador del oligo 
de unión comprende una secuencia idéntica al fragmento de al menos 20 pb, en el que no están presentes bases de 
ácido nucleico entre la primera secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, y no hay bases de ácido 
nucleico entre la segunda secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, de manera que el ensamblaje 
del primer ácido nucleico digerido con el oligo de unión y el segundo ácido nucleico reconstituye el fragmento de al 55 
menos 20 pb y ensambla en forma continua el primer ácido nucleico y el segundo ácido nucleico. Opcionalmente, el 
fragmento de al menos 20 pb es de cadena doble. En algunos métodos, se realiza el mismo método con un fragmento 
de al menos 20 pb del segundo ácido nucleico como secuencia espaciadora. En algunos métodos, el oligo de unión es 
de aproximadamente 50 pb a aproximadamente 400 pb, opcionalmente en el que el oligo de unión es de 
aproximadamente 100 pb a aproximadamente 300 pb. En algunos métodos, el espaciador comprende de 60 
aproximadamente 20 pb a aproximadamente 120 pb. En algunos métodos, el segundo ácido nucleico se pone en 

ES 2 666 179 T3

 



4 

contacto con un segundo agente de nucleasa, donde el segundo agente de nucleasa escinde el segundo ácido nucleico 
para producir un segundo ácido nucleico digerido que comprende una secuencia de nucleótidos que es complementaria 
a la segunda secuencia complementaria del oligo de unión, donde el primer ácido nucleico digerido se ensambla al 
segundo ácido nucleico digerido. En algunos métodos, el segundo ácido nucleico se pone en contacto con una enzima 
de restricción o meganucleasa, en el que la enzima de restricción o meganucleasa escinde el segundo ácido nucleico 5 
para producir un segundo ácido nucleico digerido que comprende una secuencia de nucleótidos que es complementaria 
a la segunda secuencia complementaria en el oligo de unión, en donde el primer ácido nucleico digerido se ensambla al 
segundo ácido nucleico digerido. En algunos métodos, el extremo 3' del primer y/o el segundo ácidos nucleicos 
digeridos se extiende en la etapa (b). El oligo de unión se puede ensamblar a dicho primer ácido nucleico y dicho 
segundo ácido nucleico en la misma reacción o secuencialmente. En algunos métodos, el primer, el segundo, o ambos 10 
ácidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial bacteriano, al menos 10 kb, y/o comprenden un ADN humano, 
ADN de roedor, un ADN sintético o una combinación de los mismos. 

En algunos de los métodos, al menos un agente de nucleasa o un segundo agente de nucleasa comprende una 
proteína Cas y un ARN guía (ARNg) (complejo de ARNg-Cas) que elige como blanco al primer o al segundo sitio 
objetivo. Por ejemplo, la proteína Cas puede ser una proteína Cas9. La proteína Cas9 puede comprender un dominio 15 
RuvC y un dominio HNH, al menos uno de los cuales carece de actividad endonucleasa. En algunas realizaciones, el 
ARNg comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindrómicas cortas 
agrupadas y regularmente intercaladas (CRISPR) (ARNcr) y un ARN CRISPR que se activa en forma trans (ARNcrtra). 
El primer sitio objetivo y/o el segundo sitio objetivo pueden estar flanqueados por una secuencia del motivo adyacente 
protoespaciador (PAM). En algunos de los métodos, al menos un agente de nucleasa y/o el segundo agente de 20 
nucleasa comprende una nucleasa de dedo de zinc o una nucleasa efectora similar al activador de transcripción 
(TALEN). 

En algunas realizaciones, el oligo de unión comprende un Bloque g. En algunos de tales métodos, el Bloque g no 
comprende un casete de selección. 

Se proporcionan además métodos para ensamblar dos o más ácidos nucleicos, que comprenden: (a) poner en contacto 25 
un primer ácido nucleico con al menos un agente de nucleasa para generar un primer ácido nucleico digerido; (b) poner 
en contacto un segundo ácido nucleico con un segundo agente de nucleasa para generar un segundo ácido nucleico 
digerido; (c) poner en contacto el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico digerido con un oligo de 
unión y una exonucleasa, donde el oligo de unión comprende: (i) una primera secuencia complementaria que es 
complementaria al primer ácido nucleico digerido; (ii) un espaciador; y (iii) una segunda secuencia complementaria que 30 
es complementaria al segundo ácido nucleico digerido; en el que la exonucleasa expone la primera y la segunda 
secuencias complementarias; y (d) ensamblar el oligo de unión con el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido 
nucleico. 

Se proporcionan en el presente documento métodos para ensamblar ácidos nucleicos que tienen secuencias 
solapantes. Dichos métodos comprenden un método para ensamblar al menos dos fragmentos de ácido nucleico, que 35 
comprende (a) poner en contacto un primer y un segundo ácidos nucleicos que comprenden secuencias solapantes con 
al menos un complejo de ARNg-Cas y una exonucleasa, generando de este modo dos fragmentos de ácido nucleico 
digeridos que comprenden secuencias complementarias en uno de sus extremos; (b) ensamblar los dos fragmentos de 
ácido nucleico generados a partir de la etapa (a). En algunos métodos, al menos un complejo de ARNg-Cas escinde el 
primer ácido nucleico en un primer sitio objetivo para producir un primer ácido nucleico digerido que comprende 40 
secuencias finales complementarias entre el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico. En ciertos 
métodos, la etapa (b) comprende, además: (i) hibridar las secuencias complementarias expuestas; (ii) extender los 
extremos 3' de las secuencias complementarias hibridadas; y (iii) ligar el primer y el segundo ácido nucleico. En algunos 
métodos, la etapa (a) comprende además poner en contacto el segundo ácido nucleico con un segundo complejo de 
ARNg-Cas, donde el segundo ácido nucleico no comprende la secuencia final solapante, y el segundo complejo de 45 
ARNg-Cas escinde el segundo ácido nucleico para producir un segundo ácido nucleico digerido que comprende las 
secuencias finales solapantes entre el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico digerido. Por ejemplo, 
el complejo de ARNg-Cas comprende una proteína Cas9. La proteína Cas9 puede comprender un dominio RuvC y un 
dominio HNH, al menos uno de los cuales carece de actividad endonucleasa. En algunos métodos, la secuencia de 
superposición varía de 20 pb a 200 pb de longitud. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el 50 
primero, el segundo, o ambos ácidos nucleicos son de un cromosoma artificial bacteriano. En algunos métodos, el 
cromosoma artificial bacteriano comprende un ADN humano, un ADN de roedor, un ADN sintético o una combinación de 
los mismos. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender una secuencia humana. 

Los métodos proporcionados también incluyen un método para ensamblar dos o más fragmentos de ácido nucleico, que 
comprende: (a) exponer un primer y un segundo ácido nucleico a al menos un complejo de ARNg-Cas para generar un 55 
primer y un segundo ácidos nucleicos digeridos que comprenden una secuencia sobresaliente 5' o 3' en uno de sus 
extremos; (b) ensamblar los dos fragmentos de ácido nucleico generados a partir de la etapa (a). En algunos métodos, 
la etapa de ensamblaje (b) comprende: (i) hibridar las secuencias sobresalientes 5' y 3'; y (ii) ligar el primer ácido 
nucleico digerido y el segundo ácido nucleico digerido. En algunos métodos, las secuencias sobresalientes 5' y/o 3' 
comprenden al menos 4 bases complementarias. En algunos métodos, la etapa (b) comprende además extender el 60 
extremo 3' del primer y el segundo ácidos nucleicos digeridos. En algunos métodos, el segundo ácido nucleico no 
comprende una secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' o 3' del primer ácido nucleico digerido, y la 
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etapa (a) comprende además poner en contacto el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico digerido 
con un oligo de unión, en el que el oligo de unión comprende: (i) una primera secuencia complementaria a la secuencia 
sobresaliente 5' o 3' del primer ácido nucleico digerido; y (ii) una segunda secuencia complementaria a la secuencia 
sobresaliente 5' o 3' del segundo ácido nucleico digerido. En algunos métodos, el complejo de proteína ARNg-Cas 
comprende una proteína Cas9 que comprende un dominio RuvC y un dominio HNH, uno de los cuales carece de 5 
actividad endonucleasa. En algunos métodos, el complejo de ARNg-Cas se proporciona por separado como ARNcr, 
ARNcrtra y proteína Cas. En algunos métodos, el primer y el segundo ácidos nucleicos comprenden una secuencia del 
motivo adyacente protoespaciador (PAM). En algunos métodos, el primero, el segundo o ambos ácidos nucleicos se 
derivan de un cromosoma artificial bacteriano. En algunos métodos, el cromosoma artificial bacteriano comprende un 
ADN humano, un ADN de roedor, un ADN sintético o una combinación de los mismos. Por ejemplo, el cromosoma 10 
artificial bacteriano puede comprender una secuencia de polinucleótido humano. 

Se proporcionan además métodos para ensamblar dos o más ácidos nucleicos, que comprenden: (a) poner en contacto 
un primer ácido nucleico con al menos un complejo de ARNg-Cas para generar un primer ácido nucleico digerido; y (b) 
poner en contacto el primer ácido nucleico digerido con un segundo ácido nucleico, un oligo de unión y una 
exonucleasa, en el que el oligo de unión comprende: (i) una primera secuencia complementaria que es complementaria 15 
al primer ácido nucleico digerido; (ii) un espaciador; y (iii) una segunda secuencia complementaria que es 
complementaria al segundo ácido nucleico; en el que la exonucleasa expone la primera y la segunda secuencias 
complementarias; y (c) ensamblar el oligo de unión con el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico. En 
algunos métodos, la etapa de ensamblaje (c) comprende (i) hibridar la primera secuencia complementaria del oligo de 
unión con el primer ácido nucleico digerido y la segunda secuencia complementaria del oligo de unión con el segundo 20 
ácido nucleico; y (ii) ligar el oligo de unión al primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico. En algunos 
métodos, la primera secuencia complementaria y la segunda secuencia complementaria del oligo de unión comprenden 
entre 15 y 120 bases complementarias. En algunos métodos, el espaciador del oligo de unión comprende ácidos 
nucleicos no complementarios. 

Usando el oligo de unión, el primer ácido nucleico digerido se puede ensamblar sin problemas con el segundo ácido 25 
nucleico. En algunos métodos, el complejo de ARNg-Cas está diseñado para escindir un fragmento de al menos 20 pb 
del extremo del primer ácido nucleico en el que se producirá el ensamblaje perfecto, en el que el espaciador del oligo de 
unión comprende una secuencia idéntica a dicho fragmento de al menos 20 pb, en el que no hay bases de ácido 
nucleico entre la primera secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, y no hay bases de ácido nucleico 
entre la segunda secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, de modo que el ensamblaje de dicho 30 
primer ácido nucleico con dicho oligo de unión y dicho segundo ácido nucleico reconstituye el fragmento de al menos 20 
pb y ensambla sin problemas el primer y el segundo ácido nucleico. En algunos métodos, se realiza el mismo método 
con un fragmento de al menos 20 pb del segundo ácido nucleico como secuencia espaciadora. En algunos métodos, el 
espaciador comprende de aproximadamente 20 pb a aproximadamente 120 pb. En algunos métodos, el segundo ácido 
nucleico se pone en contacto con un segundo complejo de ARNg-Cas y una exonucleasa, en donde el segundo 35 
complejo de ARNg-Cas escinde el segundo ácido nucleico para producir un segundo ácido nucleico digerido que 
comprende una secuencia de nucleótidos que es complementaria a la segunda secuencia complementaria del oligo de 
unión, en donde el primer ácido nucleico digerido se ensambla al segundo ácido nucleico digerido. En algunos métodos, 
el segundo ácido nucleico se pone en contacto con una enzima de restricción o meganucleasa y una exonucleasa, 
donde la enzima de restricción o meganucleasa escinde el segundo ácido nucleico para producir un segundo ácido 40 
nucleico digerido que comprende una secuencia de nucleótidos que es complementaria a la segunda secuencia 
complementaria en el oligo de unión, en donde el primer ácido nucleico digerido se ensambla al segundo ácido nucleico 
digerido. En algunos métodos, el extremo 3' del primer y/o el segundo ácidos nucleicos digeridos se extiende en la 
etapa (b). El oligo de unión se puede ensamblar a dicho primer ácido nucleico y dicho segundo ácido nucleico en la 
misma reacción o secuencialmente. En algunos métodos, el complejo de ARNg-Cas comprende una proteína Cas9. En 45 
algunos métodos, el primer, el segundo, o ambos ácidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial bacteriano, de 
al menos 10 kb, y/o comprenden un ADN humano, ADN de roedor, un ADN sintético o una combinación de los mismos. 

Breve descripción de los dibujos 

La Fig. 1 muestra el ensamblaje de un BAC a un producto de PCR que tiene solapamientos diseñados para ser 
específicos para el BAC. Se agregaron superposiciones de 50 pb al casete HYG mediante PCR. 50 

La Fig. 2 muestra el ensamblaje de dos BAC que tienen secuencias superpuestas usando dos sitios objetivo Cas9 en 
cada BAC. El proceso de ensamblaje usando el método divulgado aquí tomó 2 días. 

La Fig. 3 muestra el ensamblaje de dos BAC con secuencias superpuestas usando métodos tradicionales. El proceso de 
ensamblaje usando métodos tradicionales tomó 4 semanas. 

La Fig. 4 muestra las eficiencias de clonación del método de ensamblaje de Cas9/isotérmico y el tiempo requerido para 55 
las etapas de clonación de BAC. 

La Fig. 5 muestra la construcción de un vector de direccionamiento grande (LTVEC) usando el sistema CRISPR/Cas9 y 
el ensamblaje isotérmico. Los fragmentos de ADN escindidos con CRISPR/Cas9 se ensamblaron en forma continua 
usando uno o más oligos de unión y ensamblaje isotérmico. 
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La Fig. 6 muestra la estrategia para usar enlazadores (oligos de unión) para el ensamblaje sin problemas de ácidos 
nucleicos después de la escisión de Cas9. Un complejo de ARNg/Cas9 está diseñado para escindir un sitio objetivo 
localizado 5' secuencia arriba de un área de interés (flecha) para generar un primer fragmento de ADN digerido con 
Cas9 (ADN 5'). La porción eliminada del ADN 5' (caja cortada) se usa luego como un espaciador entre las secuencias 
superpuestas 5' y 3' en un oligo de unión. Se ensamblan tres componentes en la reacción de ensamblaje isotérmico: (a) 5 
un primer fragmento de ADN digerido con Cas9 (ADN 5'); (b) un oligo de unión; y (c) un segundo fragmento de ADN 
(ADN 3'). El oligo de unión comprende desde 5' hasta 3': (1) una secuencia de solapamiento con ADN 5', (2) un 
espaciador que contiene la porción suprimida del primer fragmento digerido y (3) una secuencia de solapamiento con 
ADN 3'. La porción eliminada del ADN 5' se reconstituye durante la etapa de ensamblaje. 

La Fig. 7 muestra la construcción de un vector de ADN usando el sistema CRISPR/Cas9 y el ensamblaje isotérmico. 10 

La Fig. 8 muestra la construcción de un vector de direccionamiento grande usando el sistema CRISPR/Cas9 y el 
ensamblaje isotérmico. 

La Fig. 9 muestra la construcción de un vector de direccionamiento para el reemplazo de una porción de un vector de 
BAC con un casete usando un ensamblaje isotérmico y dos enlazadores (oligos de unión). Los resultados de varias 
relaciones de mBAC con respecto a fragmentos o enlazadores se presentan en los paneles # 1, # 2, # 3 y # 4. 15 

La Fig. 10 muestra la confirmación de la secuencia de ensamblaje sin problemas a través de ambas uniones de la 
reacción de ensamblaje entre un mBAC (BAC ID: RP23-399M19) y un casete que usa dos enlazadores. 

La Fig. 11 muestra el ensamblaje de dos mBAC usando Cas9 y ensamblaje isotérmico. El ensamblaje entre el vector 
bMQ50f19 y el casete que comprende un promotor de ubiquitina del gen de resistencia a higromicina fue sin problemas. 

La Fig. 12 muestra la confirmación de secuencia del ensamblaje sin problemas en el enlazador 1, y la confirmación de 20 
secuencia del ensamblaje que fue intencionalmente sin problemas en el enlazador 2 y el enlazador 3. 

La Fig. 13 muestra la inserción de grandes fragmentos de genes humanos en un mBAC utilizando cuatro enlazadores y 
un ensamblaje isotérmico. Cas9 escindió el fragmento A de hGen de hBAC1, el fragmento B de hGen de hBAC2 y 

mBAC para eliminar los fragmentos de mGen. 

La Fig. 14 muestra la inserción de la secuencia humana en un vector BAC usando Cas9 y ensamblaje isotérmico. 25 

La Fig. 15 muestra la inserción de un Bloque g que comprende un sitio de meganucleasa usando Cas9 y ensamblaje 
isotérmico. La Fig. 15A muestra la inserción de un Bloque g que comprende un sitio PI-SceI; y la Fig. 15B muestra la 
inserción de un Bloque g que comprende un sitio MauBI. 

La Fig. 16 ilustra un ejemplo de humanización directa de un vector de direccionamiento usando tres oligos de unión, 
Cas9 y ensamblaje isotérmico. 30 

La Fig. 17 ilustra un ejemplo de humanización indirecta de un vector de direccionamiento usando un donante con oligos 
de unión ascendente y descendente, Cas9 y ensamblaje isotérmico. 

La Fig. 18 ilustra un ejemplo de introducción de una mutación puntual usando Cas9 y ensamblaje isotérmico. 

La Fig. 19 ilustra un ejemplo de recorte de BAC por Cas9 y ensamblaje isotérmico. En este ejemplo, el recorte elimina la 
secuencia de Ori. La secuencia de Ori se reinserta en el vector usando dos oligos de unión y ensamblaje isotérmico. 35 

Descripción detallada 

I. Definiciones 

Los términos "proteína", "polipéptido" y "péptido", usados indistintamente en la presente memoria, incluyen formas 
poliméricas de aminoácidos de cualquier longitud, que incluyen aminoácidos codificados y no codificados y aminoácidos 
modificados química o bioquímicamente o que forman derivados. Los términos también incluyen polímeros que se han 40 
modificado, tales como polipéptidos que tienen cadenas principales de péptidos modificados. 

Los términos "ácido nucleico" y "polinucleótido", usados indistintamente en la presente memoria, incluyen formas 
poliméricas de nucleótidos de cualquier longitud, que incluyen ribonucleótidos, desoxirribonucleótidos o análogos o 
versiones modificadas de los mismos. Incluyen ADN o ARN de cadena sencilla, doble y cadenas múltiples, ADN 
genómico, ADNc, híbridos de ADN-ARN y polímeros que comprenden bases de purina, bases de pirimidina u otras 45 
bases nucleotídicas naturales, modificadas químicamente, modificadas bioquímicamente, no naturales o que forman 
derivados. 

La "optimización de codones" generalmente incluye un proceso de modificación de una secuencia de ácido nucleico 
para expresión mejorada en células huésped particulares mediante la sustitución de al menos un codón de la secuencia 
nativa por un codón que se usa con más frecuencia o más frecuentemente en los genes de la célula huésped, aunque 50 
se mantiene la secuencia de aminoácidos nativa. Por ejemplo, un ácido nucleico que codifica una proteína Cas puede 
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modificarse para sustituir codones que tienen una mayor frecuencia de uso en una célula procariota o eucariótica dada, 
incluyendo una célula bacteriana, una célula de levadura, una célula humana, una célula no humana, una célula de 
mamífero, una célula de roedor, una célula de ratón, una célula de rata, una célula de hámster, o cualquier otra célula 
huésped, en comparación con la secuencia de ácido nucleico natural. Las tablas de uso de codones están disponibles, 
por ejemplo, en la "Codon Usage Database". Estas tablas se pueden adaptar de varias maneras. Véase Nakamura et al. 5 
(2000) Nucleic Acids Research 28: 292. Los algoritmos informáticos para la optimización de codones de una secuencia 
particular para la expresión en un huésped particular también están disponibles (véase, por ejemplo, Gene Forge). 

"Enlace operable" o estar "operativamente enlazado" incluye yuxtaposición de dos o más componentes (por ejemplo, un 
promotor y otro elemento de secuencia) de modo que ambos componentes funcionan normalmente y permitan la 
posibilidad de que al menos uno de los componentes pueda mediar una función que se ejerce sobre al menos uno de 10 
los otros componentes. Por ejemplo, un promotor puede enlazarse operativamente a una secuencia codificante si el 
promotor controla el nivel de transcripción de la secuencia codificante en respuesta a la presencia o ausencia de uno o 
más factores reguladores transcripcionales. 

"Complementariedad" de ácidos nucleicos significa que una secuencia de nucleótidos en una cadena de ácido nucleico, 
debido a la orientación de sus grupos nucleobases, forma enlaces de hidrógeno con otra secuencia en una cadena de 15 
ácido nucleico opuesta. Las bases complementarias en el ADN son típicamente A con T y C con G. En el ARN, son 
típicamente C con G y U con A. La complementariedad puede ser perfecta o sustancial/suficiente. La 
complementariedad perfecta entre dos ácidos nucleicos significa que los dos ácidos nucleicos pueden formar un dúplex 
en el que cada base en el dúplex se une a una base complementaria mediante emparejamiento Watson-Crick. 
Complementariedad "sustancial" o "suficiente" significa que una secuencia en una cadena no es completa y/o 20 
perfectamente complementaria a una secuencia en una cadena opuesta, pero que se produce una unión suficiente entre 
bases en las dos cadenas para formar un complejo híbrido estable en conjunto con las condiciones de hibridación (p. ej., 
concentración salina y temperatura). Tales condiciones pueden predecirse usando las secuencias y cálculos 
matemáticos estándar para predecir la Tm de cadenas hibridadas, o mediante la determinación empírica de Tm usando 
métodos rutinarios. La Tm incluye la temperatura a la que se desnaturaliza 50% de una población de complejos de 25 
hibridación formados entre dos cadenas de ácido nucleico. A una temperatura por debajo de la Tm, se favorece la 
formación de un complejo de hibridación, mientras que, a una temperatura superior a la Tm, se favorece la fusión o la 
separación de las cadenas en el complejo de hibridación. La Tm puede estimarse para un ácido nucleico que tiene un 
contenido de G + C conocido en una solución acuosa de NaCl 1 M utilizando, por ejemplo, Tm = 81,5 + 0,41 (% de G + 
C), aunque otros cálculos de Tm conocidos tienen en cuenta características estructurales del ácido nucleico. 30 

La "condición de hibridación" incluye el entorno acumulativo en el que una cadena de ácido nucleico se une a una 
segunda cadena de ácido nucleico mediante interacciones de cadena complementaria y enlaces de hidrógeno para 
producir un complejo de hibridación. Tales condiciones incluyen los componentes químicos y sus concentraciones (por 
ejemplo, sales, agentes quelantes, formamida) de una solución acuosa u orgánica que contiene los ácidos nucleicos, y 
la temperatura de la mezcla. Otros factores, como la duración del tiempo de incubación o las dimensiones de la cámara 35 
de reacción pueden contribuir al entorno. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 
2a ed., páginas 1.90-1.91, 9.47-9.51, 11.47-11.57 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). 

La hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque son posibles 
faltas de coincidencia entre las bases. Las condiciones apropiadas para la hibridación entre dos ácidos nucleicos 
dependen de la longitud de los ácidos nucleicos y del grado de complementación, variables bien conocidas en la 40 
técnica. Cuanto mayor es el grado de complementación entre dos secuencias de nucleótidos, mayor es el valor de la 
temperatura de fusión (Tm) para los híbridos de ácidos nucleicos que tienen esas secuencias. Para hibridaciones entre 
ácidos nucleicos con tramos cortos de complementariedad (por ejemplo, complementariedad mayor a 35 o menos, 30 o 
menos, 25 o menos, 22 o menos, 20 o menos, o 18 o menos nucleótidos), la posición de las faltas de coincidencia se 
vuelve importante (véase Sambrooket al., citado anteriormente, 11.7-11.8). Típicamente, la longitud para un ácido 45 
nucleico hibridable es al menos aproximadamente de 10 nucleótidos. Las longitudes mínimas ilustrativas para un ácido 
nucleico hibridable incluyen al menos aproximadamente 15 nucleótidos, al menos aproximadamente 20 nucleótidos, al 
menos aproximadamente 22 nucleótidos, al menos aproximadamente 25 nucleótidos y al menos aproximadamente 30 
nucleótidos. Además, la temperatura y la concentración salina de la solución de lavado pueden ajustarse según sea 
necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la región de complementación y el grado de 50 
complementación. 

La secuencia del polinucleótido no necesita ser 100% complementaria a la de su ácido nucleico objetivo para ser 
específicamente hibridable. Además, un polinucleótido puede hibridarse sobre uno o más segmentos de manera que los 
segmentos intermedios o adyacentes no están implicados en el evento de hibridación (por ejemplo, una estructura de 
bucle o estructura en horquilla). Un polinucleótido (por ejemplo, ARNg) puede comprender al menos 70%, al menos 55 
80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 99%, o 100% de complementariedad de secuencia con una región 
objetivo dentro de la secuencia de ácido nucleico objetivo a la cuál ellos apuntan. Por ejemplo, un ARNg en el que 18 de 
20 nucleótidos son complementarios a una región objetivo, y por lo tanto hibridarían específicamente, representaría un 
90% de complementariedad. En este ejemplo, los nucleótidos no complementarios restantes pueden estar agrupados o 
intercalados con nucleótidos complementarios y no necesitan ser contiguos entre sí o con nucleótidos complementarios. 60 

El porcentaje de complementariedad entre tramos particulares de secuencias de ácidos nucleicos dentro de ácidos 
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nucleicos se puede determinar rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de búsqueda de alineación local 
básica) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica (AltschL et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410; Zhang y 
Madden (1997) Genome Res. 7: 649-656) o usando el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versión 
8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison, WI), usando la configuración 
predeterminada, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482-489). 5 

Los métodos y composiciones proporcionados aquí emplean una variedad de diferentes componentes. Se reconoce en 
toda la descripción que algunos componentes pueden tener variantes activas y fragmentos. Dichos componentes 
incluyen, por ejemplo, proteínas Cas, ARN de CRISPR, ARNcrtra y ARN guía. La actividad biológica para cada uno de 
estos componentes se describe en otra parte del presente documento. 

"Identidad de secuencia" o "identidad" en el contexto de dos secuencias de polinucleótidos o polipéptidos hace 10 
referencia a los residuos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para correspondencia máxima sobre 
una ventana de comparación especificada. Cuando se usa un porcentaje de identidad de secuencia en referencia a 
proteínas, se reconoce que las posiciones de los residuos que no son idénticas a menudo difieren por sustituciones 
conservadoras de aminoácidos, donde los residuos de aminoácidos se sustituyen por otros residuos de aminoácidos 
con propiedades químicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad) y por lo tanto no cambian las propiedades 15 
funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren en las sustituciones conservadoras, el porcentaje de 
identidad de secuencia se puede ajustar hacia arriba para corregir la naturaleza conservadora de la sustitución. Se dice 
que las secuencias que difieren en tales sustituciones conservadoras tienen "similitud de secuencia" o "similitud". Los 
medios para realizar este ajuste son bien conocidos por los expertos en la técnica. Típicamente, esto implica calificar 
una sustitución conservadora como una falta de coincidencia parcial en lugar de completa, aumentando así el 20 
porcentaje de identidad de secuencia. Así, por ejemplo, cuando un aminoácido idéntico recibe una puntuación de 1 y 
una sustitución no conservadora recibe una puntuación de cero, una sustitución conservadora recibe una puntuación 
entre cero y 1. La puntuación de las sustituciones conservadoras se calcula, por ejemplo, como se implementó en el 
programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View, California). 

"Porcentaje de identidad de secuencia" incluye el valor determinado comparando dos secuencias óptimamente 25 
alineadas sobre una ventana de comparación, donde la porción de la secuencia de polinucleótidos en la ventana de 
comparación puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, espacios) en comparación con la secuencia de 
referencia (que no comprende adiciones o eliminaciones) para la alineación óptima de las dos secuencias. El porcentaje 
se calcula determinando el número de posiciones en las que la base de ácido nucleico o residuo de aminoácido idéntico 
se produce en ambas secuencias para obtener el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de 30 
posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de comparación y multiplicar el resultado por 
100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. 

A menos que se establezca lo contrario, los valores de identidad/similitud de secuencia incluyen el valor obtenido 
usando la Versión 10 de GAP usando los siguientes parámetros: % de identidad y % de similitud para una secuencia de 
nucleótidos usando ponderación GAP de 50 y ponderación de longitud de 3, y la matriz de puntuación nwsgapdna.cmp; 35 
% de identidad y % de similitud para una secuencia de aminoácidos usando ponderación GAP de 8 y ponderación de 
longitud de 2, y la matriz de puntuación BLOSUM62; o cualquier programa equivalente del mismo. "Programa 
equivalente" incluye cualquier programa de comparación de secuencias que, para cualquiera de las dos secuencias en 
cuestión, genere una alineación que tenga coincidencias idénticas de residuos de nucleótidos o aminoácidos y una 
identidad de secuencia porcentual idéntica cuando se compara con la alineación correspondiente generada por la 40 
Versión 10 de GAP. 

Las composiciones o métodos que "comprenden" o "incluyen" uno o más elementos mencionados pueden incluir otros 
elementos que no se mencionan específicamente. Por ejemplo, una composición que "comprende" o "incluye" una 
proteína puede contener la proteína sola o en combinación con otros ingredientes. 

La designación de un intervalo de valores incluye todos los números enteros dentro o que definen el intervalo, y todos 45 
los subintervalos definidos por números enteros dentro del intervalo. 

A menos que sea evidente a partir del contexto, el término "aproximadamente" abarca valores dentro de un margen de 
error estándar de medición (por ejemplo, SEM) de un valor establecido. 

Las formas singulares de los artículos "un", "uno, una" y "el, la" incluyen referencias en plural a menos que el contexto 
indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "una proteína Cas" o "al menos una proteína Cas" puede incluir 50 
una pluralidad de proteínas Cas, que incluyen mezclas de las mismas. 

II. General 

Los métodos tradicionales de ensamblaje de ácidos nucleicos emplean etapas que consumen mucho tiempo de 
digestión enzimática convencional con enzimas de restricción, clonación de los ácidos nucleicos y ácidos nucleicos 
ligantes juntos (véanse la Figura 3 y la Figura 4 para una ilustración de los métodos tradicionales y la línea de tiempo).  55 
Estos métodos se vuelven más difíciles cuando se ensamblan grandes fragmentos o vectores. Los métodos 
proporcionados en la presente memoria aprovechan la especificidad objetivo maleable de las nucleasas (por ejemplo, 
ARN guía y nucleasas Cas9) para convertir los ácidos nucleicos en una forma adecuada para uso en reacciones de 
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ensamblaje rápido. 

Se proporcionan aquí métodos para ensamblar al menos dos ácidos nucleicos usando agentes de nucleasa dirigidos a 
sitios objetivo específicos, tales como por ARN guía (ARNg) (por ejemplo, proteína Cas dirigida a sitios objetivo 
específicos por ARN guía (ARNg)). Los agentes de nucleasa dirigidos al sitio, por ejemplo, proteínas Cas dirigidas por 
ARN guía, permiten una combinación rápida y eficiente de ácidos nucleicos seleccionando y manipulando las 5 
secuencias finales generadas por su actividad de endonucleasa. Los métodos proporcionados en la presente memoria 
combinan un primer polinucleótido con un agente de nucleasa (por ejemplo, un complejo de ARNg-Cas) específico para 
un sitio objetivo deseado y una exonucleasa. El sitio objetivo se puede elegir de manera que cuando la nucleasa 
escinde el ácido nucleico, los extremos resultantes creados por la escisión tengan regiones complementarias a los 
extremos del segundo ácido nucleico (por ejemplo, extremos superpuestos). Estos extremos complementarios se 10 
pueden ensamblar para producir un único ácido nucleico ensamblado. Debido a que el agente de nucleasa (por ejemplo, 
el complejo de ARNg-Cas) es específico para un sitio objetivo individual, el presente método permite la modificación de 
ácidos nucleicos de una manera precisa dirigida al sitio. El presente método aprovecha adicionalmente el agente de 
nucleasa, por ejemplo, un complejo de ARNg-Cas, especificidad utilizando métodos de ensamblaje rápidos y eficientes 
especialmente diseñados para combinar extremos de ácido nucleico solapantes generados por escisión de nucleasa o 15 
diseñados y sintetizados para la reacción de ensamblaje. Por ejemplo, seleccionando un agente de nucleasa (p. ej., un 
complejo de ARNg-Cas) específico para un sitio objetivo de forma que, en la escisión, se producen secuencias finales 
complementarias a las de un segundo ácido nucleico, se puede usar un ensamblaje isotérmico para ensamblar el ácido 
nucleico digerido resultante. Por lo tanto, seleccionando ácidos nucleicos y agentes de nucleasa (por ejemplo, 
complejos de ARNg-Cas) que dan como resultado superposición de secuencias finales, los ácidos nucleicos se pueden 20 
ensamblar por métodos combinatorios rápidos para producir el ácido nucleico ensamblado final de una manera rápida y 
eficiente. Alternativamente, los ácidos nucleicos que no tienen extremos complementarios se pueden ensamblar con 
oligos de unión diseñados para tener extremos complementarios para cada ácido nucleico. Usando los oligos de unión, 
dos o más ácidos nucleicos se pueden ensamblar en forma continua, reduciendo de este modo las secuencias 
innecesarias en el ácido nucleico ensamblado resultante. 25 

III. Agente de nucleasa 

Los presentes métodos emplean un agente de nucleasa para la escisión de polinucleótidos dirigida al sitio. 
Específicamente, la escisión por endonucleasa de polinucleótidos en un sitio objetivo identificado produce un 
polinucleótido digerido con extremos que luego se pueden unir a un segundo polinucleótido para ensamblar dos o más 
polinucleótidos de una manera específica del sitio. 30 

"Agente de nucleasa" incluye moléculas que poseen actividad para la escisión del ADN. Los ejemplos particulares de 
agentes de nucleasa para uso en los métodos divulgados en este documento incluyen el sistema CRISPR-Cas9 guiado 
por ARN, proteínas de dedo de zinc, meganucleasas, dominios TAL, TALEN, ensamblaje de levadura, recombinasas, 
cremalleras de leucina, CRISPR/Cas, endonucleasas y otros agentes de nucleasa conocidos por los expertos en la 
materia. Los agentes de nucleasa pueden seleccionarse o diseñarse para especificidad en la escisión en un sitio 35 
objetivo dado. Por ejemplo, los agentes de nucleasa pueden seleccionarse para la escisión en un sitio objetivo que crea 
extremos solapantes entre el polinucleótido escindido y un polinucleótido diferente. Los agentes de nucleasa que tienen 
elementos tanto de proteína como de ARN como en CRISPR-Cas9 pueden suministrarse con los agentes ya 
complejados como un agente de nucleasa, o pueden suministrarse con los elementos de proteína y ARN separados, en 
cuyo caso se complejan para formar un agente de nucleasa en las mezclas de reacción descritas aquí. 40 

El término "sitio de reconocimiento para un agente de nucleasa" incluye una secuencia de ADN en la que un agente de 
nucleasa induce una muesca o rompimiento de la doble cadena. El sitio de reconocimiento para un agente de nucleasa 
puede ser endógeno (o nativo) a la célula o el sitio de reconocimiento puede ser exógeno a la célula. En realizaciones 
específicas, el sitio de reconocimiento es exógeno a la célula y por lo tanto no se produce naturalmente en el genoma 
de la célula. En aún otras realizaciones, el sitio de reconocimiento es exógeno a la célula y a los polinucleótidos de 45 
interés que se desea colocar en el locus objetivo. En realizaciones adicionales, el sitio de reconocimiento exógeno o 
endógeno está presente solo una vez en el genoma de la célula huésped. En realizaciones específicas, se identifica un 
sitio endógeno o nativo que aparece solo una vez dentro del genoma. Tal sitio puede usarse luego para diseñar agentes 
de nucleasa que producirán una muesca o rompimiento de la doble cadena en el sitio de reconocimiento endógeno. 

La longitud del sitio de reconocimiento puede variar, e incluye, por ejemplo, sitios de reconocimiento que son de 50 
aproximadamente 30-36 pb para un par de nucleasa de dedo de zinc (ZFN) (es decir, aproximadamente 15-18 pb para 
cada ZFN), aproximadamente 36 pb para una nucleasa efectora similar al activador de transcripción (TALEN), o 
aproximadamente 20 pb para un ARN guía de CRISPR/Cas9. 

Se proporcionan también variantes activas y fragmentos de los ejemplos de sitios de reconocimiento. Tales variantes 
activas pueden comprender al menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 55 
99% o más de identidad de secuencia para el sitio de reconocimiento dado, donde las variantes activas retienen 
actividad biológica y, por lo tanto, son capaces de ser reconocidas y escindidas por un agente de nucleasa de una 
manera específica de la secuencia. Los ensayos para medir el rompimiento de cadena doble de un sitio de 
reconocimiento mediante un agente de nucleasa son conocidos en la técnica (por ejemplo, ensayo qPCR TaqMan®, 
Frendewey D. et al., Methods in Enzymology, 2010, 476: 295-307). 60 
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En realizaciones específicas, el sitio de reconocimiento se coloca dentro del polinucleótido que codifica el marcador de 
selección. Tal posición puede ubicarse dentro de la región de codificación del marcador de selección o dentro de las 
regiones reguladoras, lo que influye en la expresión del marcador de selección. Por lo tanto, un sitio de reconocimiento 
del agente de nucleasa puede localizarse en un intrón del marcador de selección, un promotor, un potenciador, una 
región reguladora o cualquier región que no codifica proteína del polinucleótido que codifica el marcador de selección. 5 
En realizaciones específicas, una muesca o rotura de cadena doble en el sitio de reconocimiento interrumpe la actividad 
del marcador de selección. Se conocen métodos para ensayar la presencia o ausencia de un marcador de selección 
funcional. 

Puede usarse cualquier agente de nucleasa que induzca una muesca o rompimiento de cadena doble en un sitio de 
reconocimiento deseado en los métodos y composiciones descritos en este documento. Puede emplearse un agente de 10 
nucleasa natural o nativo siempre que el agente de nucleasa induzca una muesca o rompimiento de cadena doble en un 
sitio de reconocimiento deseado. Alternativamente, se puede emplear un agente de nucleasa modificado o alterado por 
ingeniería genética. Un "agente de nucleasa modificado por ingeniería genética" comprende una nucleasa que está 
modificada por ingeniería genética (modificada o derivada) a partir de su forma nativa para reconocer e inducir 
específicamente una muesca o rompimiento de cadena doble en el sitio de reconocimiento deseado. De este modo, un 15 
agente de nucleasa modificado por ingeniería genética puede derivarse de un agente de nucleasa nativo que se 
produce de manera natural o puede crearse o sintetizarse artificialmente. La modificación del agente de nucleasa puede 
ser tan pequeña como un aminoácido en un agente de escisión de proteínas o un nucleótido en un agente de escisión 
de ácidos nucleicos. En algunas realizaciones, la nucleasa modificada induce una muesca o rompimiento de cadena 
doble en un sitio de reconocimiento, en el que el sitio de reconocimiento no era una secuencia que hubiera sido 20 
reconocida por un agente de nucleasa nativo (no alterado o no modificado). La producción de una muesca o 
rompimiento de cadena doble en un sitio de reconocimiento u otro ADN se puede denominar aquí "corte" o "escisión" 
del sitio de reconocimiento u otro ADN. 

Estos rompimientos pueden ser reparados por la célula en una de dos formas: unión del extremo no homólogo y 
reparación dirigida por homología (recombinación homóloga). En la unión del extremo no homólogo (NHEJ), los 25 
rompimientos de cadena doble se reparan por ligadura directa de los extremos de rompimiento entre sí. Como tal, no se 
inserta ningún nuevo material de ácido nucleico en el sitio, aunque se puede perder algo de material de ácido nucleico, 
dando como resultado una eliminación. En la reparación dirigida por homología, puede usarse un polinucleótido donador 
con homología con la secuencia de ADN objetivo escindida como molde para la reparación de la secuencia de ADN 
objetivo escindida, dando como resultado la transferencia de información genética desde el polinucleótido donante al 30 
ADN objetivo. Por lo tanto, se puede insertar/copiar nuevo material de ácido nucleico en el sitio. Las modificaciones del 
ADN objetivo debido a NHEJ y/o la reparación dirigida por homología se pueden usar para la corrección de genes, 
reemplazo de genes, marcación de genes, inserción de transgenes, eliminación de nucleótidos, rompimiento de genes, 
mutación genética, etc. 

En una realización, el agente de nucleasa es una nucleasa efectora similar al activador de la transcripción (TALEN). Las 35 
nucleasas efectoras TAL son una clase de nucleasas específicas de secuencia que se pueden usar para producir 
rompimientos de cadena doble en secuencias objetivo específicas en el genoma de un organismo procariota o 
eucariota. Las nucleasas efectoras TAL se crean fusionando un efector similar al activador de transcripción (TAL) nativo 
o modificado, o parte funcional del mismo, al dominio catalítico de una endonucleasa, tal como, por ejemplo, FokI. El 

único dominio de unión de ADN efector TAL modular, permite el diseño de proteínas con potencialmente cualquier 40 
especificidad de reconocimiento de ADN dada. De este modo, los dominios de unión a ADN de las nucleasas efectoras 
TAL se pueden modificar por ingeniería genética para reconocer sitios objetivo específicos de ADN y, por lo tanto, se 
usan para hacer rompimientos de cadena doble en las secuencias objetivo deseadas. Véase, WO 2010/079430; 
Morbitzer et al. (2010) PNAS 10.1073/pnas.1013133107; Scholze y Boch (2010) Virulence 1: 428-432; Christian et al. 
Genetics (2010) 186: 757-761; Li et al. (2010) Nuc. Acids Res. (2010) doi: 10.1093/nar/gkq704; y Miller et al. (2011) 45 
Nature Biotechnology 29: 143-148. 

Se describen ejemplos de nucleasas TAL adecuadas, y métodos para preparar nucleasas TAL adecuadas, por ejemplo, 
en las solicitudes de patente de Estados Unidos Nos. 2011/0239315 A1, 2011/0269234 A1, 2011/0145940 A1, 
2003/0232410 A1, 2005/0208489 A1, 2005/0026157 A1, 2005/0064474 A1, 2006/0188987 A1 y 2006/0063231 A1. En 
diversas realizaciones, las nucleasas efectoras TAL se modifican genéticamente para cortar en o cerca de una 50 
secuencia de ácido nucleico objetivo, por ejemplo, en un locus genómico de interés, en el que la secuencia de ácido 
nucleico objetivo está en o cerca de una secuencia que se va a modificar mediante un vector de direccionamiento. Las 
nucleasas TAL adecuadas para su uso con los diversos métodos y composiciones proporcionados en la presente 
memoria incluyen aquellas que están diseñadas específicamente para unirse a o cerca de secuencias de ácido nucleico 
objetivo que se van a modificar por vectores de direccionamiento como se describe en la presente memoria. 55 

En una realización, cada monómero de TALEN comprende 33-35 repeticiones de TAL que reconocen un único par de 
bases a través de dos residuos hipervariables. En una realización, el agente de nucleasa es una proteína quimérica que 
comprende un dominio de unión a ADN basado en la repetición de TAL operativamente unido a una nucleasa 
independiente. En una realización, la nucleasa independiente es una endonucleasa FokI. En una realización, el agente 
de nucleasa comprende un primer dominio de unión a ADN basado en la repetición de TAL y un segundo dominio de 60 
unión a ADN basado en la repetición de TAL, en el que cada uno del primer y segundo dominio de unión a ADN basado 
en repetición de TAL está operativamente unido a una subunidad de nucleasa plegada, donde el primer y el segundo 
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dominio de unión a ADN basado en repetición de TAL reconocen dos secuencias de ADN objetivo contiguas en cada 
cadena de la secuencia de ADN objetivo separadas por una secuencia espaciadora de longitud variable (12-20 pb), y en 
donde las subunidades de nucleasa FokI se dimerizan para crear una nucleasa activa que produce un rompimiento de 
cadena doble en una secuencia objetivo. 

El agente de nucleasa empleado en los diversos métodos y composiciones descritos en la presente memoria puede 5 
comprender además una nucleasa de dedo de zinc (ZFN). En una realización, cada monómero de la ZFN comprende 3 
o más dominios de unión a ADN basados en dedos de zinc, en donde cada dominio de unión a ADN basado en dedos 
de zinc se une a un subsitio de 3 pb. En otras realizaciones, la ZFN es una proteína quimérica que comprende un 
dominio de unión a ADN basado en dedos de zinc operativamente unido a una nucleasa independiente. En una 
realización, la endonucleasa independiente es una endonucleasa FokI. En una realización, el agente de nucleasa 10 
comprende un primer ZFN y un segundo ZFN, en el que cada uno del primer ZFN y el segundo ZFN está 
operativamente unido a una subunidad de nucleasa Fold, en donde la primera y la segunda ZFN reconocen dos 
secuencias de ADN objetivo contiguas en cada cadena de la secuencia de ADN objetivo separada por un espaciador de 
aproximadamente 5-7 pb, y en el que las subunidades de nucleasa FokI dimerizan para crear una nucleasa activa que 
produce un rompimiento de cadena doble. Véase, por ejemplo, los documentos US20060246567; US20080182332; 15 
US20020081614; US20030021776; WO/2002/057308A2; US20130123484; US20100291048; WO/2011/017293A2; y 
Gaj et al. (2013) Trends in Biotechnology, 31 (7): 397-405. 

En una realización de los métodos proporcionados en el presente documento, el agente de nucleasa comprende (a) una 
proteína quimérica que comprende un dominio de unión a ADN basado en dedos de zinc fusionado a una endonucleasa 
Fold; o, (b) una proteína quimérica que comprende una nucleasa efectora similar al activador de la transcripción 20 
(TALEN) fusionada a una endonucleasa FokI. 

En aún otra realización, el agente de nucleasa es una meganucleasa. Las meganucleasas se han clasificado en cuatro 
familias basadas en motivos de secuencia conservados, las familias son las familias de cajas LAGLIDADG (SEQ ID NO: 
16), GIY-YIG, H-N-H y His-Cys. Estos motivos participan en la coordinación de iones metálicos y la hidrólisis de enlaces 
fosfodiéster. Las HEasas son notables por sus sitios largos de reconocimiento, y por tolerar algunos polimorfismos de 25 
secuencia en sus sustratos de ADN. Los dominios, estructura y función de la meganucleasa son conocidos, véase, por 
ejemplo, Guhan y Muniyappa (2003) Crit Rev Biochem Mol Biol 38: 199-248; Lucas et al., (2001) Nucleic Acids Res 29: 
960-9; Jurica y Stoddard, (1999) Cell Mol Life Sci 55: 1304-26; Stoddard, (2006) Q Rev Biophys 38: 49-95; y Moure et 
al., (2002) Nat Struct Biol 9: 764. En algunos ejemplos, se usa una meganucleasa variante natural y/o una derivada 
modificada. Se conocen métodos para modificar la cinética, las interacciones del cofactor, la expresión, las condiciones 30 
óptimas, y/o la especificidad del sitio de reconocimiento, y el cribado de la actividad, véase, por ejemplo, Epinat et al., 
(2003) Nucleic Acids Res 31: 2952-62; Chevalier et al., (2002) Mol Cell 10: 895-905; Gimble et al., (2003) Mol Biol 334: 
993-1008; Seligman et al., (2002) Nucleic Acids Res 30: 3870-9; Sussman et al., (2004) J Mol Biol 342: 31-41; Rosen et 
al., (2006) Nucleic Acids Res 34: 4791-800; Chames et al., (2005) Nucleic Acids Res 33: e178; Smith et al., (2006) 
Nucleic Acids Res 34: e149; Gruen et al., (2002) Nucleic Acids Res 30: e29; Chen y Zhao, (2005) Nucleic Acids Res 33: 35 
e154; WO2005105989; WO2003078619; WO2006097854; WO2006097853; WO2006097784; y WO2004031346. 

Se puede usar cualquier meganucleasa en el presente documento, incluyendo, pero sin limitarse a, I-SceI, I-SceII, I-
SceIII, I-SceIV, I-SceV, I-SceVI, I-SceVII, I-CeuI, I -CeAIIP, I-CreI, I-CrepsbIP, I-CrepsbIIP, I-CrepsbIIIP, I-CrepsbIVP, I-
TliI, I-PpoI, PI-PspI, F-SceI, F-SceII, F-SuvI, F-TevI , F-TevII, I-AmaI, I-AniI, I-ChuI, I-CmoeI, I-CpaI, I-CpaII, I-CsmI, I-
CvuI, I-CvuAIP, I-DdiI, I-DdiII, I -DirI, I-DmoI, I-HmuI, I-HmuII, I-HsNIP, I-L1aI, I-MsoI, I-NaaI, I-NanI, I-NcIIP, I-NgrIP, I-40 
NitI, I-NjaI, I-Nsp236IP, I-PakI, I-PboIP, I-PcuIP, I-PcuAI, I-PcuVI, I-PgrIP, I-PobIP, I-PorI, I-PorIIP, I-PbpIP, I-SpBetaIP, I 
-ScaI, I-SexIP, I-SneIP, I-SpomI, I-SpomCP, I-SpomIP, I-SpomIIP, I-SquIP, I-Ssp6803I, I-SthPhiJP, I-SthPhiST3P, I-
SthPhiSTe3bP, I-TdeIP , I-TevI, I-TevII, I-TevIII, I-UarAP, I-UarHGPAIP, I-UarHGPA13P, I-VinIP, I-ZbiIP, PI-MtuI, PI-
MtuHIP PI-MtuHIIP, PI-PfuI, PI- PfuII, PI-PkoI, PI-PkoII, PI-Rma43812IP, PI-SpBetaIP, PI-SceI, PI-Tful, PI-TfuII, PI-ThyI, 
PI-TliI, PI-TliII, o cualquier variante activa o fragmento de las mismas. 45 

En una realización, la meganucleasa reconoce secuencias de ADN de cadena doble de 12 a 40 pares de bases. En una 
realización, la meganucleasa reconoce una secuencia objetivo perfectamente coincidente en el genoma. En una 
realización, la meganucleasa es una nucleasa de inicio. En una realización, la nucleasa codificada por el intrón es una 
familia LAGLIDADG (SEQ ID NO: 16) de nucleasa codificada por el intrón. En una realización, la familia LAGLIDADG 
(SEQ ID NO: 16) de nucleasa codificada por el intrón se selecciona de I-SceI, I-CreI e I-Dmol. 50 

Los agentes de nucleasa pueden comprender adicionalmente endonucleasas de restricción (enzimas de restricción), 
que incluyen endonucleasas de Tipo I, Tipo II, Tipo III y Tipo IV. Las endonucleasas de restricción Tipo I y Tipo III 
reconocen sitios de reconocimiento específicos, pero típicamente escinden en una posición variable del sitio de unión de 
la nucleasa, que puede estar a cientos de pares de bases del sitio de escisión (sitio de reconocimiento). En los sistemas 
de Tipo II, la actividad de restricción es independiente de cualquier actividad de metilasa, y la escisión típicamente 55 
ocurre en sitios específicos dentro o cerca del sitio de unión. La mayoría de las enzimas Tipo II cortan secuencias 
palindrómicas, sin embargo, las enzimas Tipo IIa reconocen sitios de reconocimiento no palindrómicos y se escinden 
fuera del sitio de reconocimiento, las enzimas Tipo IIb cortan secuencias dos veces con ambos sitios fuera del sitio de 
reconocimiento, y las enzimas Tipo II reconocen un sitio de reconocimiento asimétrico y escinde en un lado y a una 
distancia definida de aproximadamente 1-20 nucleótidos desde el sitio de reconocimiento. Las enzimas de restricción 60 
tipo IV se dirigen al ADN metilado. Las enzimas de restricción se describen y clasifican adicionalmente, por ejemplo, en 
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la base de datos REBASE (página web en rebase.neb.com; Roberts et al., (2003) Nucleic Acids Res 31: 418-20), 
Roberts et al., (2003) Nucleic Acids Res 31: 1805-12, y Belfort et al., (2002) en Mobile ADN II, págs. 761-783, Eds. 
Craigie y otros, (ASM Press, Washington, DC). En realizaciones específicas, se pueden seleccionar al menos dos 
enzimas endonucleasas como agentes de nucleasa en donde las enzimas crean extremos adhesivos compatibles o 
complementarios. 5 

El agente de nucleasa empleado en los diversos métodos y composiciones también puede comprender un sistema 
CRISPR/Cas. Dichos sistemas pueden emplear una nucleasa Cas9, que, en algunos casos, es de codón optimizado 
para el tipo de célula deseado en el que se va a expresar. El sistema emplea además una construcción fusionada de 
ARNcr-ARNcrtra que funciona con la Cas9 de codón optimizado. Este único ARN a menudo se denomina ARN guía o 
ARNg. Dentro de un ARNg, la porción de ARNcr se identifica como la 'secuencia objetivo' para el sitio de reconocimiento 10 
dado y el ARNcrtra a menudo se denomina 'andamio'. Se ha demostrado que este sistema funciona en una variedad de 
células eucariotas y procariotas. Brevemente, se inserta un fragmento corto de ADN que contiene la secuencia objetivo 
en un plásmido de expresión de ARN guía. El plásmido de expresión de ARNg comprende la secuencia objetivo (en 
algunas realizaciones alrededor de 20 nucleótidos), una forma de la secuencia de ARNcrtra (el andamio) así como un 
promotor adecuado que es activo en la célula y elementos necesarios para el procesamiento apropiado en células 15 
eucarióticas. Muchos de los sistemas se basan en oligos complementarios personalizados que se hibridan para formar 
un ADN de cadena doble y luego se clonan en el plásmido de expresión de ARNg. El casete de expresión de ARNg y el 
casete de expresión de Cas9 se introducen luego en la célula. Véase, por ejemplo, Mali P et al. (2013) Science 2013, 15 
de febrero; 339 (6121): 823-6; Jinek M et al. Science 2012, 17 de agosto; 337 (6096): 816-21; Hwang WY et al. Nat 
Biotechnol 2013, marzo; 31 (3): 227-9; Jiang W et al. Nat Biotechnol 2013, marzo; 31 (3): 233-9; y, Cong L et al. Science 20 
2013, 15 de febrero; 339 (6121): 819-23. 

Los métodos y composiciones divulgados en la presente memoria pueden utilizar sistemas asociados a CRISP (Cas) de 
repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas (CRISPR) o componentes de tales sistemas 
para modificar un genoma dentro de una célula. Los sistemas CRISPR/Cas incluyen transcritos y otros elementos 
implicados en la expresión de, o que dirigen la actividad de genes Cas. Un sistema CRISPR/Cas puede ser un sistema 25 
tipo I, un tipo II o un tipo III. Los métodos y composiciones divulgadas en la presente memoria emplean sistemas 
CRISPR/Cas utilizando complejos CRISPR (que comprenden un ARN guía (ARNg) complejado con una proteína Cas) 
para la escisión dirigida al sitio de ácidos nucleicos. 

Algunos sistemas CRISPR/Cas utilizados en los métodos divulgados en este documento son de origen no natural. Un 
sistema "no natural" incluye cualquier cosa que indique la participación de la mano del hombre, tal como uno o más 30 
componentes del sistema que son alterados o mutados de su estado natural, al menos sustancialmente libres de al 
menos otro componente con que están naturalmente asociados en la naturaleza, o están asociados con al menos otro 
componente con el que no están asociados de forma natural. Por ejemplo, algunos sistemas CRISPR/Cas emplean 
complejos CRISPR no naturales que comprenden un ARNg y una proteína Cas que no se presentan de forma natural 
juntos. 35 

Se proporcionan también variantes activas y fragmentos de agentes de nucleasa (es decir, un agente de nucleasa 
modificado por ingeniería genética). Tales variantes activas pueden comprender al menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % o más de identidad de secuencia con el agente de nucleasa 
nativa, en las que las variantes activas retienen la capacidad de cortar en un sitio de reconocimiento deseado y, por lo 
tanto, retienen la actividad de inducción de muesca o rompimiento de cadena doble. Por ejemplo, cualquiera de los 40 
agentes de nucleasa descritos en este documento puede modificarse a partir de una secuencia de endonucleasa nativa 
y diseñarse para reconocer e inducir una muesca o rompimiento de la cadena doble en un sitio de reconocimiento que 
no fue reconocido por el agente de nucleasa nativo. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la nucleasa modificada por 
ingeniería genética tiene una especificidad para inducir una muesca o rompimiento de la cadena doble en un sitio de 
reconocimiento que es diferente del sitio de reconocimiento del agente de nucleasa nativo correspondiente. Los ensayos 45 
para la actividad de inducción de una muesca o rompimiento de cadena doble son conocidos y generalmente miden la 
actividad global y la especificidad de la endonucleasa en sustratos de ADN que contienen el sitio de reconocimiento. 

IV. Sistemas CRISPR/Cas (complejo de ARNg-Cas) 

Los presentes métodos pueden emplear un sistema CRISPR/Cas (por ejemplo, un complejo de ARNg-Cas) para la 
escisión dirigida al sitio de ácidos nucleicos. Específicamente, la escisión de Cas de ácidos nucleicos dirigida por ARNg 50 
a un sitio objetivo identificado produce un ácido nucleico digerido con extremos que luego pueden unirse a un segundo 
ácido nucleico para ensamblar dos o más ácidos nucleicos de una manera específica del sitio. 

Un "complejo de ARNg-Cas" incluye un complejo de una proteína Cas con un ARNg. El ARNg se puede diseñar o 
seleccionar para dirigir la escisión de Cas a un sitio objetivo que crea extremos solapantes entre el ácido nucleico 
escindido y un ácido nucleico diferente. El complejo de ARNg-Cas puede suministrarse con los agentes ya complejados, 55 
o puede suministrarse con la proteína y los elementos de ARN por separado, en cuyo caso se complejan para formar un 
complejo de ARNg-Cas en los métodos y mezclas de reacción descritos en este documento. 

  

ES 2 666 179 T3

 



13 

A. Endonucleasas guiadas por ARN de Cas 

Las proteínas Cas generalmente comprenden al menos un dominio de unión o reconocimiento de ARN. Dichos dominios 
pueden interactuar con los ARN guía (ARNg, que se describen con más detalle a continuación). Las proteínas Cas 
también pueden comprender dominios de nucleasas (por ejemplo, dominios de DNasa o RNasa), dominios de unión a 
ADN, dominios de helicasa, dominios de interacción proteína-proteína, dominios de dimerización y otros dominios. Un 5 
dominio de nucleasa posee actividad catalítica para la escisión del ácido nucleico. La escisión incluye el rompimiento de 
los enlaces covalentes de una molécula de ácido nucleico. La escisión puede producir extremos romos o extremos 
escalonados, y puede ser de cadena sencilla o de cadena doble. 

Ejemplos de proteínas Cas incluyen Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas5e (CasD), Cas6, Cas6e, Cas6f, Cas7, 
Cas8a1, Cas8a2, Cas8b, Cas8c, Cas9 (Csn1 o Csx12), Cas10, Cas10d, CasF, CasG, CasH, Csy1, Csy2, Csy3, Cse1 10 
(CasA), Cse2 (CasB), Cse3 (CasE), Cse4 (CasC), Csc1, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, 
Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csf1, Csf2, 
Csf3, Csf4 y Cu1966, y homólogos o versiones modificadas de las mismas. 

Se puede usar cualquier proteína Cas que induzca una muesca o rompimiento de cadena doble en un sitio de 
reconocimiento deseado en los métodos y composiciones divulgados en este documento. Puede emplearse una 15 
proteína Cas nativa o natural siempre que la proteína Cas induzca el rompimiento de cadena doble en un sitio de 
reconocimiento deseado. Alternativamente, se puede emplear una proteína Cas modificada o alterada por ingeniería 
genética. Una "proteína Cas modificada por ingeniería genética" comprende una proteína Cas que está modificada por 
ingeniería genética (modificada o derivada) a partir de su forma nativa para reconocer específicamente e inducir una 
muesca o rompimiento de cadena doble en el sitio de reconocimiento deseado. Por lo tanto, una proteína Cas 20 
modificada por ingeniería genética puede derivarse de una proteína Cas nativa de origen natural o puede crearse o 
sintetizarse artificialmente. 

En realizaciones particulares, la proteína Cas es Cas9. Las proteínas Cas9 generalmente comparten cuatro motivos 
clave con una arquitectura conservada. Los motivos 1, 2 y 4 son motivos similares a RuvC, y el motivo 3 es un motivo 
HNH. La actividad nucleasa de Cas9 escinde el ADN objetivo para producir rompimientos de cadena doble. Estos 25 
rompimientos pueden ser reparados por la célula en una de dos formas: unión del extremo no homólogo y reparación 
dirigida por homología (recombinación homóloga). En la unión del extremo no homólogo (NHEJ), los rompimientos de 
cadena doble se reparan por ligación directa de los extremos de rompimiento entre sí. Como tal, no se inserta ningún 
nuevo material de ácido nucleico en el sitio, aunque se puede perder algo de material de ácido nucleico, dando como 
resultado una eliminación. En la reparación dirigida por homología, puede usarse un polinucleótido donador con 30 
homología con la secuencia de ADN objetivo escindida como molde para la reparación de la secuencia de ADN objetivo 
escindida, dando como resultado la transferencia de información genética desde el polinucleótido donante al ADN 
objetivo. Por lo tanto, se puede insertar/copiar nuevo material de ácido nucleico en el sitio. Las modificaciones del ADN 
objetivo debido a NHEJ y/o la reparación dirigida por homología se pueden usar para la corrección de genes, reemplazo 
de genes, marcación de genes, inserción de transgenes, eliminación de nucleótidos, rompimiento de genes, mutación 35 
genética, etc. 

Las proteínas Cas pueden ser de un sistema CRISPR/Cas de tipo II. Por ejemplo, la proteína Cas puede ser una 
proteína Cas9 o derivarse de una proteína Cas9. Las proteínas Cas9 generalmente comparten cuatro motivos clave con 
una arquitectura conservada. Los motivos 1, 2 y 4 son motivos similares a RuvC, y el motivo 3 es un motivo HNH. La 
proteína Cas9 puede ser, por ejemplo, de Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., 40 
Staphylococcus aureus, Nocardiopsis dassonvillei, Streptomyces pristinaespiralis, Streptomyces viridochromogenes, 
Streptomyces viridochromogenes, Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum, AlicyclobacHlus 
acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides, Bacillus selenitireducens, Exiguobacterium sibiricum, Lactobacillus 
delbrueckii, Lactobacillus salivarius, Microscilla marina, Burkholderiales bacterium, Polaromonas naphthalenivorans, 
Polaromonas sp., Crocosphaera watsonii, Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp., Acetohalobium 45 
arabaticum, Ammonifex degensii, Caldicelulosiruptor becscii, Candidatus desulforudis, Clostridium botulinum, 
Clostridium difficile, Finegoldia magna, Natranaerobius thermophilus, Pelotomaculum thermopropionicum, 
Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus ferrooxidans, Allochromatium vinosum, Marinobacter sp., Nitrosococcus 
halophilus, Nitrosococcus watsoni, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer, Methanohalobium 
evestigatum, Anabaena variabilis, Nodularia spumigena, Nostoc sp., Arthrospira maxima, Arthrospira platensis, 50 
Arthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus chthonoplastes, Oscillatoria sp., Petrotoga mobilis, Thermosipho africanus, o 
Acaryochloris marina. Ejemplos adicionales de los miembros de la familia Cas9 se describen en el documento WO 
2014/131833. La proteína Cas9 de S. piogenes derivada de la misma es una enzima preferida. A la proteína Cas9 de S. 
piogenes se le asigna al número de acceso Q99ZW2 del SwissProt. 

Las proteínas Cas pueden ser proteínas de tipo silvestre (es decir, aquellas que se encuentran en la naturaleza), 55 
proteínas Cas modificadas (es decir, variantes de la proteína Cas), o fragmentos de proteínas Cas de tipo silvestre o 
modificadas. Las proteínas Cas también pueden ser variantes activas o fragmentos de proteínas Cas naturales o 
modificadas. Las variantes o fragmentos activos pueden comprender al menos el 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o más de la identidad de secuencia con la proteína de Cas modificada o de tipo 
silvestre o una porción de la misma, en la que las variantes activas conservan la capacidad para cortar en un sitio de 60 
escisión deseado y, por lo tanto, retienen la actividad inductora de muescas o inductora de rompimiento de cadena 
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doble. Se conocen ensayos para inducir la actividad inductora de muescas o inductora de rompimiento de cadena doble 
y, en general, medir la actividad global y la especificidad de la proteína Cas en sustratos de ADN que contienen el sitio 
de escisión. 

Las proteínas Cas se pueden modificar para aumentar o disminuir la afinidad de unión a ácidos nucleicos, la 
especificidad de unión a ácidos nucleicos y/o la actividad enzimática. Las proteínas Cas también se pueden modificar 5 
para cambiar cualquier otra actividad o propiedad de la proteína, como la estabilidad. Por ejemplo, uno o más dominios 
nucleasa de la proteína Cas pueden modificarse, eliminarse o inactivarse, o una proteína Cas puede truncarse para 
eliminar dominios que no son esenciales para la función de la proteína o para optimizar (por ejemplo, mejorar o reducir) 
la actividad de la proteína Cas. 

Algunas proteínas Cas comprenden al menos dos dominios nucleasa, tales como dominios DNasa. Por ejemplo, una 10 
proteína Cas9 puede comprender un dominio de nucleasa similar a RuvC y un dominio de nucleasa similar a HNH. Los 
dominios RuvC y HNH pueden cada uno cortar una cadena diferente de ADN de doble cadena para formar un 
rompimiento de doble cadena en el ADN. Véase, por ejemplo, Jinek et al. (2012) Science 337: 816-821. 

Uno o ambos de los dominios de nucleasa pueden eliminarse o mutarse de forma que ya no sean funcionales o tengan 
actividad nucleasa reducida. Si uno de los dominios nucleasa se elimina o muta, la proteína Cas resultante (por ejemplo, 15 
Cas9) puede denominarse como una nickasa y puede generar un rompimiento de cadena sencilla en una secuencia de 
reconocimiento de ARN de CRISPR dentro de un ADN de doble cadena, pero no un rompimiento de cadena doble (es 
decir, puede escindir la cadena complementaria o la cadena no complementaria, pero no ambas). Si los dos dominios 
nucleasa se eliminan o mutan, la proteína Cas resultante (por ejemplo, Cas9) tendrá una capacidad reducida para 
escindir ambas cadenas de un ADN de doble cadena. Un ejemplo de una mutación que convierte Cas9 en una nickasa 20 
es una mutación D10A (aspartato por alanina en la posición 10 de Cas9) en el dominio RuvC de Cas9 de S. pyogenes. 
Del mismo modo que, H939A (histidina por alanina en la posición del aminoácido 839) o H840A (histidina por alanina en 
la posición del aminoácido 840) en el dominio HNH de Cas9 de S. Pyogenes puede convertir la Cas9 en una nickasa. 

Otros ejemplos de mutaciones que convierten Cas9 en una nickasa incluyen las mutaciones correspondientes a Cas9 
de S. thermophilus. Véase, por ejemplo, Sapranauskas et al., (2011) Nucleic Acids Research 39: 9275-9282 y el 25 
documento WO 2013/141680. Dichas mutaciones pueden generarse usando métodos tales como mutagénesis dirigida 
al sitio, mutagénesis mediada por PCR o síntesis génica total. Se pueden encontrar ejemplos de otras mutaciones que 
crean nickasas, por ejemplo, en los documentos WO/2013/176772A1 y WO/2013/142578A1. 

Las proteínas Cas también pueden ser proteínas de fusión. Por ejemplo, una proteína Cas puede fusionarse a un 
dominio de escisión, un dominio de modificación epigenética, un dominio de activación transcripcional, o un dominio 30 
represor transcripcional, véase el documento WO 2014/089290. Las proteínas Cas también se pueden fusionar con un 
polipéptido heterólogo que proporciona mayor o menor estabilidad. El dominio fusionado o el polipéptido heterólogo 
pueden localizarse en el terminal N, el terminal C, o internamente dentro de la proteína Cas. 

Una proteína Cas se puede fusionar a un polipéptido heterólogo que proporciona la localización subcelular. Dichos 
péptidos heterólogos incluyen, por ejemplo, una señal de localización nuclear (NLS) tal como la NLS de SV40 para 35 
dirigirse al núcleo, una señal de localización mitocondrial para dirigirse a la mitocondria, una señal de retención de ER, y 
similares. Véase, por ejemplo, Lange et al., (2007) J. Biol. Chem. 282: 5101-5105. Dichas señales de localización 
subcelular pueden localizarse en el terminal N, el terminal C o en cualquier lugar dentro de la proteína Cas. Una NLS 
puede comprender un tramo de aminoácidos básicos, y puede ser una secuencia monopartita o una secuencia bipartita. 

Las proteínas Cas también se pueden unir a un dominio de penetración celular. Por ejemplo, el dominio de penetración 40 
celular puede derivarse de la proteína TAT del VIH-1, el motivo de penetración celular TLM del virus de la hepatitis B 
humana, MPG, Pep-1, VP22, un péptido de penetración celular del virus Herpes simple o secuencia de péptido de 
poliarginina. Véase, por ejemplo, el documento WO 2014/089290. El dominio de penetración celular puede localizarse 
en el terminal N, el terminal C o en cualquier lugar dentro de la proteína Cas. 

Las proteínas Cas también pueden comprender un polipéptido heterólogo para facilitar el rastreo o la purificación, tal 45 
como una proteína fluorescente, una etiqueta de purificación o una etiqueta de epítopo. Los ejemplos de proteínas 
fluorescentes incluyen proteínas fluorescentes verdes (por ejemplo, GFP, GFP-2, tagGFP, turboGFP, eGFP, Emerald, 
Azami Green, Azami Green Monomérica, CopGFP, AceGFP, ZsGreenl), proteínas fluorescentes amarillas (por ejemplo, 
YFP, eYFP, Citrine , Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellowl), proteínas fluorescentes azules (por ejemplo, eBFP, eBFP2, 
Azurite, mKalamal, GFPuv, Sapphire, T-sapphire), proteínas fluorescentes cian (por ejemplo, eCFP, Cerulean, CyPet, 50 
AmCyanl, Midoriishi-Cyan), proteínas fluorescentes rojas (mKate, mKate2, mPlum, DsRed monómero, mCherry, 
mRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-Monómero, HcRed-Tandem, HcRedl, AsRed2, eqFP611, mRaspberry, 
mStrawberry, Jred), proteínas fluorescentes naranja (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Kusabira-Orange Monomérica, 
mTangerine, tdTomato) y cualquier otra proteína fluorescente adecuada. Ejemplos de etiquetas incluyen glutatión S-
transferasa (GST), proteína de unión a quitina (CBP), proteína de unión a maltosa, tiorredoxina (TRX), poli (NANP), 55 
etiqueta de purificación por afinidad en tándem (TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, hemaglutinina (HA), 
nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, histidina (His), proteína portadora de 
carboxilo de biotina (BCCP) y calmodulina. 

En algunas realizaciones, la proteína Cas puede modificarse de modo que la actividad nucleasa resultante se altera. 
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Ciertas mutaciones en Cas pueden reducir la capacidad de la nucleasa para escindir tanto las cadenas 
complementarias como las no complementarias del ADN objetivo. Por ejemplo, las proteínas Cas pueden mutarse en 
posiciones conocidas de manera que la actividad nucleasa se limite a la escisión de la cadena complementaria o la 
cadena no complementaria. Específicamente, Cas9 que tiene una mutación D10A (aspartato por alanina en la posición 
de aminoácido 10 de Cas9) puede escindir la cadena complementaria del ADN objetivo, pero tiene una capacidad 5 
reducida para escindir la cadena no complementaria del ADN objetivo. En algunas realizaciones, Cas9 que tiene una 
mutación H840A (histidina por alanina en la posición del aminoácido 840) puede escindir la cadena no complementaria 
del ADN objetivo, pero tiene una capacidad reducida para escindir la cadena complementaria del ADN objetivo. La 
actividad nucleasa de Cas9 que tiene una mutación D10A o H840A daría como resultado un rompimiento de una sola 
cadena (SSB) en lugar de una DSB. Otros residuos pueden mutarse para lograr el mismo efecto (es decir, inactivar una 10 
o las otras porciones de nucleasa). Como ejemplos no limitantes, residuos D10, G12, G17, E762, H840, N854, N863, 
H982, H983, A984, D986, y/o A987 (es decir, sustituidos). Además, pueden ser adecuados aminoácidos sustitutos 
distintos de alanina. En algunas realizaciones, cuando una nucleasa tiene actividad reducida (por ejemplo, cuando una 
proteína Cas9 tiene una mutación D10, G12, G17, E762, H840, N854, N863, H982, H983, A984, D986 y/o A987, tal 
como D10A , G12A, G17A, E762A, H840A, N854A, N863A, H982A, H983A, A984A y/o D986A), la nucleasa aún se 15 
puede unir al ADN objetivo de una manera específica del sitio porque todavía se guía a una secuencia de ADN objetivo 
mediante un ARNg) siempre que conserve la capacidad de interactuar con el ARNg. 

En algunas realizaciones, Cas se altera de modo que la nucleasa no escinde ni la cadena complementaria ni la no 
complementaria del ADN objetivo. Por ejemplo, Cas9 con las mutaciones D10A y H840A tiene una capacidad reducida 
para escindir tanto las cadenas complementarias como la no complementaria del ADN objetivo. Otros residuos pueden 20 
mutarse para lograr el mismo efecto (es decir, inactivar una o las otras porciones de nucleasa). Como ejemplos no 
limitantes, los residuos D10, G12, G17, E762, H840, N854, N863, H982, H983, A984, D986, y/o pueden sustituirse para 
eliminar sustancialmente la actividad nucleasa. Además, las mutaciones distintas de las sustituciones de alanina pueden 
ser adecuadas. 

Los términos "sitio objetivo" o "secuencia objetivo" pueden usarse indistintamente e incluyen secuencias de ácido 25 
nucleico presentes en un ADN objetivo al que se unirá un segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg, con la 
condición de que existan condiciones suficientes para la unión. Por ejemplo, el sitio objetivo (o la secuencia objetivo) 
dentro de un ADN objetivo está dirigido por (o está unido por, o está hibridado con, o es complementario a) la proteína 
Cas o ARNg. Las condiciones de unión de ADN/ARN adecuadas incluyen condiciones fisiológicas normalmente 
presentes en una célula. Se conocen en la técnica otras condiciones adecuadas de unión ADN/ARN (por ejemplo, 30 
condiciones en un sistema sin células) (véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª edición 
(Sambrook et al., Harbor Laboratory Press 2001)). La cadena del ADN objetivo que es complementaria e hibrida con la 
proteína Cas o ARNg se denomina como la "cadena complementaria" y la cadena del ADN objetivo que es 
complementaria a la "cadena complementaria" (y por lo tanto no es complementaria a la proteína Cas o ARNg) se 
conoce como la "cadena no complementaria" o "cadena plantilla". 35 

La proteína Cas puede escindir el ácido nucleico en un sitio dentro de la secuencia objetivo o fuera de la secuencia 
objetivo. El "sitio de escisión" incluye la posición de un ácido nucleico en el que una proteína Cas produce un 
rompimiento de cadena sencilla o un rompimiento de cadena doble. Si la proteína Cas produce un rompimiento de 
cadena doble, el sitio de escisión puede estar en la misma posición en ambas cadenas del ácido nucleico (produciendo 
extremos romos) o puede estar en diferentes sitios en cada cadena (produciendo extremos pegajosos o cohesivos). Los 40 
extremos pegajosos también se pueden producir mediante el uso de dos proteínas Cas que producen un rompimiento 
de una sola cadena en los sitios de escisión en cada cadena. La escisión específica del sitio del ADN objetivo por Cas9 
puede ocurrir en ubicaciones determinadas por (i) complementariedad de emparejamiento de bases entre el ARN guía y 
el ADN objetivo; y (ii) un motivo corto, denominado motivo adyacente protoespaciador (PAM), en el ADN objetivo. Por 
ejemplo, el sitio de escisión de Cas9 puede ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 o de aproximadamente 2 45 
a aproximadamente 5 pares de bases (por ejemplo, 3 pares de bases) secuencia arriba de la secuencia de PAM. En 
algunas realizaciones (por ejemplo, cuando se usa Cas9 de S. pyogenes, o una Cas9 estrechamente relacionada), la 
secuencia de PAM de la cadena no complementaria puede ser 5'-XGG-3', donde X es cualquier nucleótido de ADN y X 
es inmediatamente 3' de la secuencia objetivo de la cadena no complementaria del ADN objetivo. Como tal, la 
secuencia de PAM de la cadena complementaria sería 5'-CCY-3', donde Y es cualquier nucleótido de ADN y Y es 50 
inmediatamente 5' de la secuencia objetivo de la cadena complementaria del ADN objetivo. En algunas de tales 
realizaciones, X y Y pueden ser complementarias y el par de bases XY pueden ser cualquier par de bases (por ejemplo, 
X = C y Y = G; X = G y Y = C; X = A y Y = T, X = T y Y = A). 

Las proteínas Cas pueden proporcionarse en cualquier forma. Por ejemplo, una proteína Cas puede proporcionarse en 
forma de una proteína, tal como una proteína Cas complejada con un ARNg. Alternativamente, se puede proporcionar 55 
una proteína Cas en forma de un ácido nucleico que codifica la proteína Cas, tal como un ARN (por ejemplo, ARN 
mensajero (ARNm)) o ADN. Opcionalmente, el ácido nucleico que codifica la proteína Cas puede optimizarse con un 
codón para la traducción eficiente en proteína en una célula u organismo particular. Por ejemplo, el ácido nucleico que 
codifica la proteína Cas puede modificarse para sustituir codones que tienen una mayor frecuencia de uso en una célula 
bacteriana, una célula de levadura, una célula humana, una célula no humana, una célula de mamífero, una célula de 60 
roedor, una célula de ratón, una célula de rata, o cualquier otra célula huésped de interés, en comparación con la 
secuencia de polinucleótido natural. Cuando se introduce un ácido nucleico que codifica la proteína Cas en la célula, la 
proteína Cas puede expresarse de forma transitoria, condicional o constitutiva en la célula. 
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Los ácidos nucleicos que codifican las proteínas Cas pueden integrarse de forma estable en el genoma de la célula y 
unirse operativamente a un promotor activo en la célula. Alternativamente, los ácidos nucleicos que codifican las 
proteínas Cas se pueden unir operativamente a un promotor en una construcción de expresión. Las construcciones de 
expresión incluyen cualquier construcción de ácido nucleico capaz de dirigir la expresión de un gen u otra secuencia de 
ácido nucleico de interés (por ejemplo, un gen Cas) y que puede transferir dicha secuencia de ácido nucleico de interés 5 
a una célula objetivo. Por ejemplo, el ácido nucleico que codifica la proteína Cas puede estar en el vector de 
direccionamiento que comprende el inserto de ácido nucleico y/o un vector que comprende el ADN que codifica el 
ARNg, o puede estar en un vector o un plásmido que está separado del vector objetivo que comprende el inserto de 
ácido nucleico y/o separado de un vector que comprende el ADN que codifica el ARNg. Los promotores que pueden 
usarse en una construcción de expresión incluyen, por ejemplo, promotores activos en una célula pluripotente de rata, 10 
eucariota, mamífero, mamífero no humano, ser humano, roedor, ratón o hámster. Dichos promotores pueden ser, por 
ejemplo, promotores condicionales, promotores inducibles, promotores constitutivos o promotores específicos de tejido. 
Los ejemplos de otros promotores se describen en otra parte del presente documento. 

B. ARN guía (ARNg) 

Un "ARN guía" o "ARNg" incluye una molécula de ARN que se une a una proteína Cas y dirige la proteína Cas a una 15 
ubicación específica dentro de un ADN objetivo. Los ARN guía (ARNg) pueden comprender dos segmentos, un 
"segmento de dirección a ADN" y un "segmento de unión a proteína". "Segmento" incluye un segmento, sección o 
región de una molécula, tal como un tramo contiguo de nucleótidos en un ARN. Algunos ARNg comprenden dos 
moléculas de ARN separadas: un "ARN activador" y un "ARN direccionador". Otros ARNg son una sola molécula de 
ARN (un solo polinucleótido de ARN), que también se puede llamar un "ARNg de una sola molécula", o un "ARN guía 20 
solo" o un "ARNgs". Véase, por ejemplo, los documentos WO/2013/176772A1, WO/2014/065596A1, 
WO/2014/089290A1, WO/2014/093622A2, WO/2014/099750A2, WO/2013142578A1, y WO 2014/131833A1. Los 
términos "ARN de guía" y "ARNg" incluyen tanto ARNg de doble molécula como ARNg de una sola molécula. 

Un ejemplo de ARNg de dos moléculas comprende una molécula similar a ARNcr ("ARN de CRISPR " o "ARN 
direccionador" o "ARNcr" o "repetición de ARNcr") y una molécula correspondiente similar a ARNcrtra ("ARN de 25 
CRISPR que actúa en forma trans" o "ARN activador" o "ARNcrtra" o "andamio"). Un ARNcr comprende tanto el 
segmento de direccionamiento de ADN (de cadena sencilla) del ARNg y un tramo de nucleótidos que forma la mitad del 
dúplex ARNdc del segmento de unión a proteína del ARNg. Un ARNcrtra correspondiente (ARN activador) comprende 
un tramo de nucleótidos que forma la otra mitad del dúplex ARNdc del segmento de unión a proteína del ARNg. Un 
tramo de nucleótidos de un ARNcr es complementario y se hibrida con un tramo de nucleótidos de un ARNcrtra para 30 
formar el dúplex de ARNdc del dominio de unión a proteína del ARNg. Como tal, se puede decir que cada ARNcr tiene 
un ARNcrtra correspondiente. El ARNcr proporciona adicionalmente el segmento de direccionamiento de ADN de 
cadena sencilla. Por consiguiente, un ARNg comprende una secuencia que hibrida con una secuencia objetivo, y un 
ARNcrtra. 

El ARNcr y el correspondiente ARNcrtra (como un par correspondiente) se hibridan para formar un ARNg. El ARNcr 35 
proporciona adicionalmente el segmento de direccionamiento de ADN de cadena sencilla que hibrida con una secuencia 
de reconocimiento de ARN de CRISPR. Si se usa para modificación dentro de una célula, la secuencia exacta de una 
molécula de ARNcr o ARNcrtra dada puede diseñarse para que sea específica de la especie en la que se usarán las 
moléculas de ARN. Véase, por ejemplo, Mali P et al., (2013) Science 2013 15 de febrero; 339 (6121): 823-6; Jinek M et 
al., Science 2012 17 de agosto; 337 (6096): 816-21; Hwang WY et al., Nat Biotechnol 2013 marzo; 31 (3): 227-9; Jiang 40 
W et al., Nat Biotechnol 2013 marzo; 31 (3): 233-9; y, Cong L et al., Science 2013 15 de febrero; 339 (6121): 819-23. 

El segmento de direccionamiento de ADN (ARNcr) de un ARNg dado comprende una secuencia de nucleótidos que es 
complementaria a una secuencia en un ADN objetivo. El segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg interactúa 
con un ADN objetivo en una forma específica de la secuencia mediante hibridación (es decir, emparejamiento de 
bases). Como tal, la secuencia de nucleótidos del segmento de direccionamiento de ADN puede variar y determina la 45 
ubicación dentro del ADN objetivo con el que interactuarán el ARNg y el ADN objetivo. El segmento de direccionamiento 
de ADN de un ARNg objetivo puede modificarse para hibridar con cualquier secuencia deseada dentro de un ADN 
objetivo. Los ARNcr naturales se diferencian dependiendo del sistema Cas9 y del organismo, pero a menudo contienen 
un segmento de direccionamiento de entre 21 y 72 nucleótidos de longitud, flanqueado por dos repeticiones directas 
(DR) de una longitud de entre 21 y 46 nucleótidos (véase, por ejemplo, el documento WO2014/131833). En el caso de 50 
S. pyogenes, las DR tienen 36 nucleótidos de longitud y el segmento de direccionamiento tiene 30 nucleótidos de 
longitud. La DR localizada en 3’ es complementaria y se hibrida con el ARNcrtra correspondiente, que a su vez se une a 
la proteína Cas9. 

El segmento de direccionamiento de ADN puede tener una longitud de aproximadamente 12 nucleótidos a 
aproximadamente 100 nucleótidos. Por ejemplo, el segmento de direccionamiento de ADN puede tener una longitud de 55 
aproximadamente 12 nucleótidos (nt) a aproximadamente 80 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 50 nt, 
de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 40 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 30 nt, de 
aproximadamente 12 nt a aproximadamente 25 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 20 nt, o de 
aproximadamente 12 nt a aproximadamente 19 nt. Alternativamente, el segmento de direccionamiento de ADN puede 
tener una longitud de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 20 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 60 
25 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 30 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 35 nt, de 
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aproximadamente 19 nt a aproximadamente 40 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 45 nt, de 
aproximadamente 19 nt a aproximadamente 50 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 60 nt, de 
aproximadamente 19 nt a aproximadamente 70 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 80 nt, de 
aproximadamente 19 nt a aproximadamente 90 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 100 nt, de 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 25 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 30 nt, de 5 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 35 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 40 nt, de 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 45 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 50 nt, de 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 60 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 70 nt, de 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 80 nt , de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 90 nt, o de 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 100 nt. 10 

La secuencia de nucleótidos del segmento de direccionamiento de ADN que es complementario a una secuencia de 
nucleótidos (secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR) del ADN objetivo puede tener una longitud de al menos 
aproximadamente 12 nt. Por ejemplo, la secuencia de direccionamiento a ADN (por ejemplo, la secuencia dentro del 
segmento de direccionamiento de ADN que es complementaria a una secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR 
dentro del ADN objetivo) puede tener una longitud de al menos aproximadamente 12 nt, al menos aproximadamente 15 15 
nt, al menos aproximadamente 18 nt, al menos aproximadamente 19 nt, al menos aproximadamente 20 nt, al menos 
aproximadamente 25 nt, al menos aproximadamente 30 nt, al menos aproximadamente 35 nt, o al menos 
aproximadamente 40 nt. Alternativamente, la secuencia de direccionamiento a ADN del segmento de direccionamiento 
de ADN que es complementario a una secuencia objetivo del ADN objetivo puede tener una longitud de 
aproximadamente 12 nucleótidos (nt) a aproximadamente 80 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 50 nt, 20 
de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 45 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 40 nt, de 
aproximadamente 12 nt a aproximadamente 35 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 30 nt, de 
aproximadamente 12 nt a aproximadamente 25 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 20 nt, de 
aproximadamente 12 nt a aproximadamente 19 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 20 nt, de 
aproximadamente 19 nt a aproximadamente 25 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 30 nt, de 25 
aproximadamente 19 nt a aproximadamente 35 nt, desde aproximadamente 19 nt a aproximadamente 40 nt, de 
aproximadamente 19 nt a aproximadamente 45 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 50 nt, de 
aproximadamente 19 nt a aproximadamente 60 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 25 nt, de 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 30 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 35 nt, de 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 40 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 45 nt, de 30 
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 50 nt, o de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 60 nt. La secuencia 
de nucleótidos (la secuencia de direccionamiento de ADN) del segmento de direccionamiento de ADN que es 
complementaria a una secuencia de nucleótidos (secuencia objetivo) del ADN objetivo puede tener una longitud de al 
menos aproximadamente 12 nt. En algunos casos, la secuencia de direccionamiento de ADN puede tener una longitud 
de al menos aproximadamente 20 nt. 35 

Los ARNcrtra pueden estar en cualquier forma (por ejemplo, ARNcrtra de longitud completa o ARNcrtra parcialmente 
activos) y de diferentes longitudes. Pueden incluir transcripciones primarias o formas procesadas. Por ejemplo, los 
ARNcrtra (como parte de un ARN guía solo o como una molécula separada como parte de un ARNg de dos moléculas) 
pueden comprender o constar de la totalidad o una porción de una secuencia de ARNcrtra de tipo silvestre (por ejemplo, 
aproximadamente o más de aproximadamente 20, 26, 32, 45, 48, 54, 63, 67, 85 o más nucleótidos de una secuencia de 40 
ARNcrtra de tipo silvestre). Los ejemplos de secuencias de ARNcrtra de tipo silvestre de tipo silvestre incluyen versiones 
de 171 nucleótidos, 89 nucleótidos, 75 nucleótidos y 65 nucleótidos. Véase, por ejemplo, Deltcheva et al., (2011) Nature 
471: 602 - 607; WO 2014/093661. Los ejemplos de ARNcrtra en ARN guía solos (ARNgs) incluyen los segmentos de 
ARNcrtra encontrados en las versiones +48, +54, +67 y +85 de los ARNgs, donde "+ n" indica que hasta el nucleótido + 
n del ARNcrtra de tipo silvestre está incluido en el ARNgs. Véase el documento US 8.697.359. 45 

El porcentaje de complementariedad entre la secuencia de direccionamiento de ADN y la secuencia de reconocimiento 
de ARN de CRISPR dentro del ADN objetivo puede ser de al menos 60% (por ejemplo, al menos 65%, al menos 70%, al 
menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% 
o 100%). El porcentaje de complementariedad entre la secuencia de direccionamiento de ADN y la secuencia de 
reconocimiento de ARN de CRISPR dentro del ADN objetivo es del 100% sobre los siete nucleótidos más 5’ contiguos 50 
de la secuencia objetivo de la cadena complementaria del ADN objetivo. En ciertas realizaciones, el porcentaje de 
complementariedad entre la secuencia de direccionamiento de ADN y la secuencia de reconocimiento de ARN de 
CRISPR dentro del ADN objetivo puede ser de al menos 60% sobre aproximadamente 20 nucleótidos contiguos. Como 
ejemplo, el porcentaje de complementariedad entre la secuencia de direccionamiento de ADN y la secuencia de 
reconocimiento de ARN de CRISPR dentro del ADN objetivo es 100% sobre los catorce nucleótidos contiguos en el 55 
extremo más 5’ de la secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR dentro de la cadena complementaria del ADN 
objetivo y tan bajo como 0% sobre el resto. En tal caso, la secuencia de direccionamiento de ADN se puede considerar 
que es de 14 nucleótidos de longitud. Como otro ejemplo, el porcentaje de complementariedad entre la secuencia de 
direccionamiento de ADN y la secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR dentro del ADN objetivo es 100% sobre 
los siete nucleótidos contiguos en el extremo más 5’ de la secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR dentro de 60 
la cadena complementaria del ADN objetivo y tan bajo como 0% sobre el resto. En tal caso, la secuencia de 
direccionamiento de ADN se puede considerar de 7 nucleótidos de longitud. 

Complementariedad de ácidos nucleicos significa que una secuencia de nucleótidos en una cadena de ácido nucleico, 
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debido a la orientación de sus grupos de nucleobases, se une a través del hidrógeno con otra secuencia en una cadena 
de ácido nucleico opuesta. Las bases de complementariedad típicamente son, en ADN: A con T y C con G, y, en ARN: 
C con G, y U con A. La complementariedad puede ser perfecta o sustancial/suficiente. La complementariedad perfecta 
entre dos ácidos nucleicos significa que los dos ácidos nucleicos pueden formar un dúplex en el que cada base en el 
dúplex se une a una base complementaria mediante emparejamiento Watson-Crick. Complementariedad "sustancial" o 5 
"suficiente" significa que una secuencia en una cadena no es completa y/o perfectamente complementaria a una 
secuencia en una cadena opuesta, pero que se produce una unión suficiente entre bases en las dos cadenas para 
formar un complejo híbrido estable en conjunto con las condiciones de hibridación (por ejemplo, concentración de sal y 
temperatura). Tales condiciones pueden predecirse mediante el uso de las secuencias y cálculos matemáticos estándar 
para predecir la Tm de cadenas hibridadas, o mediante la determinación empírica de Tm usando métodos rutinarios. Tm 10 
se refiere a la temperatura a la que se desnaturaliza 50% de la población de complejos de hibridación formados entre 
dos cadenas de ácido nucleico. A una temperatura por debajo de la Tm, se favorece la formación de un complejo de 
hibridación, mientras que, a una temperatura superior a la Tm, se favorece la fusión o la separación de las cadenas en 
el complejo de hibridación. La Tm puede estimarse para un ácido nucleico que tiene un contenido de G + C conocido en 
una solución acuosa de NaCl 1 M mediante el uso, por ejemplo, Tm = 81,5 + 0,41 (% G + C), aunque otros cálculos de 15 
Tm conocidos tienen en cuenta las características estructurales del ácido nucleico. 

"Condición de hibridación" se refiere al entorno acumulativo en el que una cadena de ácido nucleico se une a una 
segunda cadena de ácido nucleico mediante interacciones de cadena complementaria y enlaces de hidrógeno para 
producir un complejo de hibridación. Tales condiciones incluyen los componentes químicos y sus concentraciones (por 
ejemplo, sales, agentes quelantes, formamida) de una solución acuosa u orgánica que contiene los ácidos nucleicos, y 20 
la temperatura de la mezcla. Otros factores, tales como la duración del tiempo de incubación o las dimensiones de la 
cámara de reacción pueden contribuir al entorno (por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual, 2ª ed., páginas 1.90-1.91, 9.47- 9.51, 1 1.47-11.57 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY, 1989)). 

La hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque son posibles 25 
desajustes entre las bases. Las condiciones apropiadas para la hibridación entre dos ácidos nucleicos dependen de la 
longitud de los ácidos nucleicos y del grado de complementación, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor 
es el grado de complementación entre dos secuencias de nucleótidos, mayor es el valor de la temperatura de fusión 
(Tm) para los híbridos de ácidos nucleicos que tienen esas secuencias. Para las hibridaciones entre ácidos nucleicos 
con tramos cortos de complementariedad (por ejemplo, complementariedad mayor de 35 o menos, 30 o menos, 25 o 30 
menos, 22 o menos, 20 o menos, o 18 o menos nucleótidos) la posición de los desapareamientos se vuelve importante 
(véase Sambrook et al., citado más arriba, 11.7-11.8). Típicamente, la longitud para un ácido nucleico hibridable es al 
menos aproximadamente de 10 nucleótidos. Las longitudes mínimas ilustrativas para un ácido nucleico hibridable son: 
al menos aproximadamente 15 nucleótidos; al menos aproximadamente 20 nucleótidos; al menos aproximadamente 22 
nucleótidos; al menos aproximadamente 25 nucleótidos; y al menos aproximadamente 30 nucleótidos). Además, la 35 
temperatura y la concentración de sal de la solución de lavado pueden ajustarse según sea necesario de acuerdo con 
factores tales como la longitud de la región de complementación y el grado de complementación. 

La secuencia del polinucleótido no necesita ser 100% complementaria a la de su ácido nucleico objetivo para ser 
específicamente hibridable. Además, un polinucleótido puede hibridarse sobre uno o más segmentos de manera que los 
segmentos intervinientes o adyacentes no están implicados en el evento de hibridación (por ejemplo, una estructura de 40 
bucle o estructura en horquilla). Un polinucleótido (por ejemplo, ARNg) puede comprender al menos 70%, al menos 
80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 99%, o 100% de complementariedad de secuencia con una región 
objetivo dentro de la secuencia de ácido nucleico objetivo para la cuál ellos apuntan. Por ejemplo, un ARNg en el que 18 
de 20 nucleótidos del ARNg son complementarios a una región objetivo, y por lo tanto hibridarían específicamente, 
representaría un 90 por ciento de complementariedad. En este ejemplo, los nucleótidos no complementarios restantes 45 
pueden estar agrupados o intercalados con nucleótidos complementarios y no necesitan ser contiguos entre sí o con 
nucleótidos complementarios. El porcentaje de complementariedad entre tramos particulares de secuencias de ácidos 
nucleicos dentro de ácidos nucleicos se puede determinar rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de 
búsqueda de alineación local básica) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol., 
1990, 215, 403-410; Zhang y Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656) o mediante el uso del programa Gap 50 
(Wisconsin Sequence Analysis Package, Versión 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 
Madison, WI), usando la configuración predeterminada, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 
1981, 2, 482-489). 

El segmento de unión a proteína de un ARNg objetivo interactúa con una proteína Cas. El ARNg objetivo dirige el 
polipéptido unido a una secuencia de nucleótidos específica dentro del ADN objetivo a través del segmento de 55 
direccionamiento a ADN. El segmento de unión a la proteína de un ARNg objetivo puede comprender dos tramos de 
nucleótidos que son complementarios entre sí. Los nucleótidos complementarios del segmento de unión a proteínas se 
hibridan para formar un dúplex de ARN de doble cadena (ARNdc). El segmento de unión a proteínas de un ARNg 
objetivo interactúa con la proteína Cas, y el ARNg dirige la proteína Cas unida a una secuencia de nucleótidos 
específica dentro del ADN objetivo a través del segmento de direccionamiento de ADN. 60 

En ciertas realizaciones, un ARNg como se describe en el presente documento comprende dos moléculas de ARN 
separadas. Cada una de las dos moléculas de ARN de un ARNg objetivo comprende un tramo de nucleótidos que son 
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complementarios entre sí de modo que los nucleótidos complementarios de las dos moléculas de ARN se hibridan para 
formar el dúplex de doble cadena (por ejemplo, una horquilla) del segmento de unión a proteína. Un ARNg objetivo 
puede comprender cualquier par de ARNcr y ARNcrtra correspondiente. En los métodos descritos en este documento, el 
ARNg se puede usar como un complejo (por ejemplo, complejo de ARNg-Cas) de ARNcr y ARNcrtra o el ARNcr y el 
correspondiente ARNcrtra se pueden administrar por separado. Por ejemplo, si se usan múltiples ARNg para la reacción 5 
de escisión, los ARNcr individuales específicos para cada sitio objetivo pueden administrarse por separado de un 
ARNcrtra estándar que puede complejarse con cada ARNcr. En dicho método, los ARNcr pueden formar complejos con 
el ARNcrtra estándar para dirigir una proteína Cas al sitio objetivo. 

Los ARN guía pueden incluir modificaciones o secuencias que proporcionan características deseables adicionales (por 
ejemplo, estabilidad modificada o regulada, direccionamiento subcelular, seguimiento, con una etiqueta fluorescente, un 10 
sitio de unión para una proteína o complejo de proteína y similares). Los ejemplos no limitantes de tales modificaciones 
incluyen, por ejemplo, una tapa 5’ (por ejemplo, una tapa de 7-metilguanilato (m7G)); una cola 3’ poliadenilada (es decir, 
una cola 3' poli(A)); una secuencia de riboconmutación (por ejemplo, para permitir la estabilidad regulada y/o 
accesibilidad regulada por proteínas y/o complejos proteicos); una secuencia de control de estabilidad; una secuencia 
que forma un dúplex ARNdc (es decir, una horquilla)); una modificación o secuencia que dirige el ARN a una ubicación 15 
subcelular (por ejemplo, núcleo, mitocondrias, cloroplastos, y similares); una modificación o secuencia que permite el 
seguimiento (por ejemplo, conjugación directa con una molécula fluorescente, conjugación con una fracción que facilita 
la detección fluorescente, una secuencia que permite la detección fluorescente, y similares); una modificación o 
secuencia que proporciona un sitio de unión para proteínas (por ejemplo, proteínas que actúan sobre el ADN, 
incluyendo activadores transcripcionales, represores transcripcionales, ADN metiltransferasas, ADN desmetilasas, 20 
histonas acetiltransferasas, histonas desacetilasas, y similares); y combinaciones de los mismos. 

Los ARN guía pueden proporcionarse en cualquier forma. Por ejemplo, el ARNg se puede proporcionar en forma de 
RNA, como dos moléculas (ARNcr y ARNcrtra por separado) o como una molécula(ARNgs), y opcionalmente en forma 
de un complejo con una proteína Cas. El ARNg también se puede proporcionar en forma de ADN que codifica el ARN. 
El ADN que codifica el ARNg puede codificar una molécula de ARN sola (ARNgs) o moléculas de ARN separadas (por 25 
ejemplo, ARNcr y ARNcrtra separados). En el último caso, el ADN que codifica el ARNg puede proporcionarse como 
moléculas de ADN separadas que codifican el ARNcr y el ARNcrtra, respectivamente. 

Los ADN que codifican ARNg se pueden integrar de forma estable en el genoma de la célula y unirse operativamente a 
un promotor activo en la célula. Alternativamente, los ADN que codifican ARNg se pueden unir operativamente a un 
promotor en una construcción de expresión. Por ejemplo, el ADN que codifica el ARNg puede estar en el vector de 30 
direccionamiento que comprende el inserto de ácido nucleico y/o un vector que comprende el ácido nucleico que 
codifica la proteína Cas, o puede estar en un vector o plásmido que se separa del vector de direccionamiento que 
comprende el inserto de ácido nucleico y/o separado de un vector que comprende el ácido nucleico que codifica la 
proteína Cas. Tales promotores pueden ser activos, por ejemplo, en una célula pluripotente de rata, eucariota, 
mamífero, mamífero no humano, humano, roedor, ratón o hámster. Dichos promotores pueden ser, por ejemplo, 35 
promotores condicionales, promotores inducibles, promotores constitutivos o promotores específicos de tejido. En 
algunos casos, el promotor es un promotor de ARN polimerasa III, tal como un promotor U6 humano, un promotor U6 
polimerasa III de rata o un promotor U6 de polimerasa III de ratón. Los ejemplos de otros promotores se describen en 
otra parte del presente documento. Cuando se introduce un ADN que codifica un ARNg en la célula, el ARNg puede 
expresarse de forma transitoria, condicional o constitutiva en la célula. 40 

Alternativamente, los ARNg pueden prepararse por varios otros métodos. Por ejemplo, los ARNg se pueden preparar 
mediante transcripción in vitro usando, por ejemplo, ARN polimerasa de T7 (véanse, por ejemplo, los documentos WO 
2014/089290 y WO 2014/065596). Los ARN guía también pueden ser una molécula producida sintéticamente preparada 
por síntesis química. 

C. Secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR 45 

El término "secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR" incluye secuencias de ácido nucleico presentes en un 
ADN objetivo al que se unirá un segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg, siempre y cuando existan 
condiciones suficientes para la unión. Por ejemplo, las secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR incluyen 
secuencias para las que se diseña un ARN guía para tener complementariedad, donde la hibridación entre una 
secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR y una secuencia de direccionamiento de ADN promueve la formación 50 
de un complejo de CRISPR. No se requiere necesariamente la complementariedad total, siempre que haya una 
complementariedad suficiente para causar la hibridación y promueva la formación de un complejo de CRISPR. Las 
secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR también incluyen sitios de escisión para proteínas Cas, que se 
describen en más detalle a continuación. Una secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR puede comprender 
cualquier polinucleótido, que puede localizarse, por ejemplo, en el núcleo o citoplasma de una célula o dentro de un 55 
orgánulo de una célula, tal como una mitocondria o cloroplasto. 

La secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR dentro de un ADN objetivo puede ser dirigida por (es decir, estar 
unida a, o hibridar con, o ser complementaria a) una proteína Cas o un ARNg. Las condiciones de unión adecuadas de 
ADN/ARN incluyen condiciones fisiológicas normalmente presentes en una célula. Se conocen en la técnica otras 
condiciones adecuadas de unión de ADN/ARN (por ejemplo, condiciones en un sistema sin células) (véase, por ejemplo, 60 
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª edición (Sambrook et al., Harbor Laboratory Press 2001)). La cadena del 
ADN objetivo que es complementaria e hibrida con la proteína Cas o el ARNg puede denominarse "cadena 
complementaria" y la cadena del ADN objetivo que es complementaria a la "cadena complementaria" (y por lo tanto no 
es complementaria a la proteína Cas o ARNg) se puede llamar "cadena no complementaria" o "cadena de plantilla". 

La proteína Cas puede escindir el ácido nucleico en un sitio dentro o fuera de la secuencia de ácido nucleico presente 5 
en el ADN objetivo al que se unirá el segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg. El "sitio de escisión" incluye la 
posición de un ácido nucleico al que una proteína Cas produce un rompimiento de una sola cadena o un rompimiento de 
cadena doble. Por ejemplo, la formación de un complejo de CRISPR (que comprende un ARNg hibridado con una 
secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR y complejado con una proteína Cas) puede resultar en la escisión de 
una o ambas cadenas en o cerca (p. ej., dentro de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 50 o más pares de bases de) la 10 
secuencia de ácido nucleico presente en un ADN objetivo al que se unirá un segmento de direccionamiento de ADN de 
un ARNg. Si el sitio de escisión está fuera de la secuencia de ácido nucleico a la que se unirá el segmento de 
direccionamiento de ADN del ARNg, el sitio de escisión todavía se considera dentro de la "secuencia de reconocimiento 
de ARN de CRISPR". El sitio de escisión puede estar solo en una cadena o en ambas cadenas de un ácido nucleico. 
Los sitios de escisión pueden estar en la misma posición en ambas cadenas del ácido nucleico (produciendo extremos 15 
romos) o pueden estar en sitios diferentes en cada cadena (produciendo extremos escalonados). Los extremos 
escalonados se pueden producir, por ejemplo, usando dos proteínas Cas, cada una de las cuales produce un 
rompimiento de una sola cadena en un sitio de escisión diferente en cada cadena, produciendo así un rompimiento de 
cadena doble. Por ejemplo, una primera nickasa puede crear un rompimiento de cadena sencilla en la primera cadena 
de ADN de doble cadena (ADNdc), y una segunda nickasa puede crear un rompimiento de cadena sencilla en la 20 
segunda cadena de ADNdc de manera que se creen las secuencias sobresalientes. En algunos casos, la secuencia de 
reconocimiento de ARN de CRISPR de la nickasa en la primera cadena se separa de la secuencia de reconocimiento de 
ARN de CRISPR de la nickasa en la segunda cadena en al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 
100, 250, 500 o 1.000 pares de bases. 

La escisión específica del sitio del ADN objetivo por Cas9 puede ocurrir en lugares determinados por (i) 25 
complementariedad de apareamiento de bases entre el ARNg y el ADN objetivo y (ii) un motivo corto, llamado motivo 
adyacente protoespaciador (PAM), en el ADN objetivo El PAM puede flanquear la secuencia de reconocimiento de ARN 
de CRISPR. Opcionalmente, la secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR puede estar flanqueada por el PAM. 
Por ejemplo, el sitio de escisión de Cas9 puede ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 o de 
aproximadamente 2 a aproximadamente 5 pares de bases (por ejemplo, 3 pares de bases) secuencia arriba o secuencia 30 
abajo de la secuencia PAM. En algunos casos (por ejemplo, cuando se usa Cas9 de S. piogenesis o una Cas9 

estrechamente relacionada), la secuencia del PAM de la cadena no complementaria puede ser 5'-N1GG-3', donde N1 es 
cualquier nucleótido de ADN y es inmediatamente 3' de la secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR de la 
cadena no complementaria del ADN objetivo. Como tal, la secuencia del PAM de la cadena complementaria sería 5'-CC 
N2-3', donde N2 es cualquier nucleótido de ADN y está inmediatamente 5' de la secuencia de reconocimiento de ARN de 35 
CRISPR de la cadena complementaria del ADN objetivo. En algunos casos, N1 y N2 pueden ser complementarios y el 
par de bases N1-N2 puede ser cualquier par de bases (p. ej., N1 = C y N2 = G; N1 = G y N2 = C; N1 = A y N2 = T, N1 = T y 
N2 = A). 

Los ejemplos de secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR incluyen una secuencia de ADN complementaria al 
segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg, o tal secuencia de ADN además de una secuencia de PAM. Por 40 
ejemplo, el motivo objetivo puede ser una secuencia de ADN de 20 nucleótidos que precede inmediatamente a un 
motivo NGG reconocido por una proteína Cas, tal como GN19NGG (SEQ ID NO: 8) o N20NGG (SEQ ID NO: 24) (véase, 
por ejemplo, el documento WO 2014/165825). La guanina en el extremo 5' puede facilitar la transcripción por la ARN 
polimerasa en las células. Otros ejemplos de secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR pueden incluir dos 
nucleótidos de guanina en el extremo 5' (por ejemplo, GGN20NGG, SEQ ID NO: 25) para facilitar la transcripción eficaz 45 
mediante polimerasa de T7 in vitro. Véase, por ejemplo, el documento WO 2014/065596. Otras secuencias de 
reconocimiento de ARN de CRISPR pueden tener entre 4-22 nucleótidos de longitud de las SEQ ID NOS: 8, 24 y 25, 
que incluyen 5' G o GG y el 3' GG o NGG. Aún otras secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR pueden tener 
entre 14 y 20 nucleótidos de longitud de las SEQ ID NOS: 8, 24 y 25. 

La secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR puede ser cualquier secuencia de ácido nucleico endógena o 50 
exógena a una célula. La secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR puede ser una secuencia que codifica un 
producto génico (por ejemplo, una proteína) o una secuencia no codificante (por ejemplo, una secuencia reguladora) o 
puede incluir ambas. 

En una realización, la proteína Cas es una proteína Cas de tipo I. En una realización, la proteína Cas es una proteína 
Cas de tipo II. En una realización, la proteína Cas de tipo II es Cas9. En una realización, la primera secuencia de ácido 55 
nucleico codifica una proteína Cas humana de codón optimizado. 

En una realización, el ARNg comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un ARNcr y un ARNcrtra. En 
realizaciones específicas, la proteína Cas es Cas9. En algunas realizaciones, el ARNg comprende (a) el ARN quimérico 
de la secuencia de ácido nucleico 5'-GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAA 
CUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3' (SEQ ID NO: 1); o, (b) el ARN quimérico de la secuencia de ácido 60 
nucleico 5'-GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG-3' (SEQ ID NO: 2). En otra realización el 
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ARNcr comprende 5'-GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-3' (SEQ ID NO: 3); 5'-
GUUUUAGAGCUAGAAAUA GCAAGUUAAAAUAAG-3' (SEQ ID NO: 4); o 5'-GAGUCCGAGCAGAAGAAGAAGUUUUA-
3' (SEQ ID NO: 5). En aún otras realizaciones, el ARNcrtra comprende, 5'-AAGGCUAGUCCG-3' (SEQ ID NO: 6) o 5'-
AAGGCUAGUCCGUUAUCAA CUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3' (SEQ ID NO: 7). 

V. Montaje de polinucleótidos 5 

Los métodos divulgados en la presente pueden ensamblar al menos dos ácidos nucleicos bajo condiciones efectivas 
para unir las moléculas de ADN para formar una molécula de ADN de cadena doble sustancialmente intacta o sin 
problemas. Cualquier ácido nucleico de interés que tenga secuencias solapantes se puede ensamblar de acuerdo con 
los métodos divulgados en este documento. Por ejemplo, cualquier molécula de ADN de interés que tenga secuencias 
solapantes se puede ensamblar, incluyendo los ADN que son moléculas de ADN clonadas, naturales, los ADN 10 
generados sintéticamente, etc. Las moléculas de ADN unidas pueden, si se desea, ser clonadas (por ejemplo, 
insertarse) en una vector utilizando un método de la invención. El montaje de dos ácidos nucleicos incluye cualquier 
método de unión de cadenas de dos ácidos nucleicos. Por ejemplo, el montaje incluye la unión de ácidos nucleicos 
digeridos de manera que las cadenas de cada ácido nucleico se unan a la otra y la extensión, en la que cada cadena 
sirve como plantilla para la extensión de la otra. 15 

En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos se ensamblan con un oligo de unión de tal manera que cada ácido 
nucleico se ensambla con el oligo de unión en lugar de ensamblarse directamente entre sí. El ensamblaje con un oligo 
de unión puede posicionar las bases de ácidos nucleicos entre los ácidos nucleicos que se ensamblan y que no forman 
parte de los ácidos nucleicos que se ensamblan, pero que son parte del oligo de unión. Por lo tanto, los ácidos nucleicos 
pueden ensamblarse con éxito incluso si quedan bases adicionales entre los ácidos nucleicos. Alternativamente, se 20 
puede usar un oligo de unión para un ensamblaje sin problemas, en el que no quedan bases adicionales entre los 
ácidos nucleicos a ensamblar. 

En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos pueden prepararse para el ensamblaje por escisión con una proteína 
Cas, una enzima de restricción (endonucleasa de restricción) (por ejemplo, cualquiera de las diversas endonucleasas de 
restricción proporcionadas en otra parte de la presente memoria), una meganucleasa (por ejemplo, cualquiera de las 25 
diversas meganucleasas proporcionadas en otra parte de la presente memoria), o cualquier combinación de las mismas. 
Por ejemplo, uno de los ácidos nucleicos a ensamblar se puede escindir con una proteína Cas y otro ácido nucleico a 
ensamblar se puede escindir con una proteína Cas, una enzima de restricción, una meganucleasa o cualquier 
combinación de las mismas. Después de la escisión con una nucleasa, el ácido nucleico digerido se puede ensamblar 
directamente a otro ácido nucleico digerido que tiene secuencias finales superpuestas o se ensambla en un ácido 30 
nucleico que no ha sido digerido, pero tiene secuencias finales solapantes. El ácido nucleico digerido también se puede 
ensamblar a otro ácido nucleico usando un oligo de unión. 

En realizaciones que emplean un agente de nucleasa (por ejemplo, una proteína Cas) para producir secuencias 
terminales solapantes entre dos moléculas de ácido nucleico, se pueden usar métodos combinatorios rápidos para 
ensamblar los ácidos nucleicos digeridos. Por ejemplo, un primer y un segundo ácido nucleico que tienen extremos 35 
solapantes se pueden combinar con una ligasa, exonucleasa, ADN polimerasa y nucleótidos y se pueden incubar a 
temperatura constante, tal como a 50ºC. Específicamente, se podría usar una exonucleasa T5 para eliminar nucleótidos 
de los extremos 5’ del ADNdc produciendo salientes complementarias. Las salientes complementarias de ADN de 
cadena sencilla se pueden hibridar, la ADN polimerasa se usa para el relleno de espacios, y la tag ADN ligasa se usa 
para sellar las muescas resultantes a 50ºC. Por lo tanto, dos ácidos nucleicos que comparten secuencias finales 40 
superpuestas se pueden unir en una molécula sellada covalentemente en una reacción isotérmica de una etapa. Véase, 
por ejemplo, Gibson, et al., (2009) Nature Methods 6 (5): 343-345. En algunas realizaciones, la purificación de 
proteinasa K o fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (PCI) se usa para eliminar el agente de nucleasa (por ejemplo, 
proteína Cas) de la mezcla de reacción. En algunas realizaciones, el agente de nucleasa (por ejemplo, proteína Cas) 
puede eliminarse de la mezcla de reacción mediante purificación en columna a base de gel de sílice. 45 

En ciertas realizaciones, los métodos divulgados en este documento ensamblan un vector con un polinucleótido lineal. 
En otras realizaciones, los métodos divulgados en la presente memoria ensamblan al menos dos vectores, tales como 
dos vectores BAC. El término "vector BAC" incluye cualquier cromosoma artificial bacteriano. En realizaciones 
específicas, el BAC se modifica para contener una región con una secuencia de nucleótidos que se solapa con la 
secuencia de nucleótidos de la región de un ácido nucleico lineal u otro vector, por ejemplo, otro BAC. 50 

El primer y segundo ácidos nucleicos de cadena sencilla tienen extremos solapantes cuando los extremos respectivos 
son complementarios entre sí. El primer y segundo ácidos nucleicos de doble cadena tienen extremos solapantes 
cuando un extremo 5’ de una cadena del primer ácido nucleico es complementario al extremo 3' de una cadena del 
segundo ácido nucleico y viceversa. Por ejemplo, para secuencias finales solapantes de doble cadena, las cadenas de 
un ácido nucleico pueden tener al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 55 
97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% de identidad con una cadena correspondiente del otro ácido nucleico. En 
los métodos divulgados en este documento, el extremo 5’ de una cadena de una molécula de ADN de doble cadena que 
se va a ensamblar, comparte secuencias finales superpuestas con el extremo 3' de una cadena de la otra molécula de 
ADN de cadena doble. La cadena de la región de solapamiento puede hibridarse específicamente con su cadena 
complementaria cuando las regiones complementarias de las secuencias solapantes se presentan en salientes de 60 

ES 2 666 179 T3

 



22 

cadena sencilla desde los extremos 5’ y 3' de los dos polinucleótidos que se van a ensamblar. En algunas realizaciones, 
se usa una exonucleasa para eliminar nucleótidos del extremo 5’ o 3' para crear secuencias terminales sobresalientes. 
En algunas realizaciones, la región solapante del primer y/o segundo ácido nucleico no existe en el extremo 5’ o 3' hasta 
después de la digestión con una proteína Cas. Es decir, la región de solapamiento puede ser una región interna que 
posteriormente se convierte en una secuencia de extremo solapante después de la digestión de los ácidos nucleicos 5 
que contienen la región de solapamiento interno con una proteína Cas. La proteína Cas puede escindirse en un sitio 
objetivo (por ejemplo, sitio de escisión) dentro de la región de solapamiento o fuera de la región de solapamiento. 

La longitud de la región de solapamiento es preferiblemente de longitud suficiente de manera que la región se produce 
solo una vez dentro de cualquiera de los ácidos nucleicos que se ensamblan. De esta manera, se evita que otros 
polinucleótidos se hibriden con las secuencias finales y el ensamblaje puede ser específico para los ácidos nucleicos 10 
objetivo. La longitud de la región de superposición puede variar desde un mínimo de aproximadamente 10 pares de 
bases (pb) hasta aproximadamente 300 pb o más. En general, es preferible que la longitud del solapamiento sea menor 
o igual que aproximadamente el tamaño del polinucleótido a combinar, pero no menos de aproximadamente 10 pb y no 
más de aproximadamente 1000 pb. Para la unión de 2 o 3 polinucleótidos, puede ser suficiente una superposición de 
aproximadamente 20-30 pb. Para más de 10 fragmentos, una superposición preferida es de aproximadamente 80 pb 15 
hasta aproximadamente 300 pb. En una realización, la región de superposición es de una longitud que permite que se 
genere fácilmente por métodos sintéticos, por ejemplo, aproximadamente 40 pb. En realizaciones específicas, la 
longitud de la región de superposición puede ser de aproximadamente 20-200 pb. Las superposiciones pueden ser de 
aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 
750, 800, 850, 900, 950 o 1,000 pb de longitud. En algunas realizaciones, la longitud de la región de superposición es 20 
de 20 - 200 pb. En realizaciones específicas de los métodos divulgados en la presente memoria, se pueden ensamblar 
al menos dos polinucleótidos en donde se genera una región solapante en al menos uno de los polinucleótidos por 
contacto con un agente de nucleasa (por ejemplo, un complejo de ARNg-Cas). Por ejemplo, la digestión con 
endonucleasa de un primer polinucleótido puede crear secuencias que se solapan con las secuencias finales de un 
segundo polinucleótido, en donde las secuencias finales solapantes se ensamblan a continuación. 25 

En los métodos divulgados en este documento, las secuencias solapantes pueden ponerse en contacto con una 
exonucleasa para exponer secuencias complementarias (por ejemplo, secuencias complementarias de cadena sencilla) 
entre las secuencias solapantes. La digestión con exonucleasa se lleva a cabo en condiciones que son eficaces para 
eliminar ("masticar") un número suficiente de nucleótidos para permitir la hibridación específica de las regiones de 
complementariedad de cadena sencilla expuestas. En general, una porción de la región de superposición o toda la 30 
región de superposición se mastica, dejando salientes que comprenden una porción de la región de superposición o 
toda la región de solapamiento. En algunos métodos, la digestión con exonucleasa puede llevarse a cabo mediante una 
polimerasa en ausencia de dNTP (por ejemplo, ADN polimerasa T5) mientras que, en otros métodos, la digestión con 
exonucleasa puede llevarse a cabo mediante una exonucleasa en presencia de dNTP que carece de actividad 
polimerasa (por ejemplo, exonucleasa III). 35 

Se puede usar cualquiera de una variedad de exodeoxirribonucleasas específicas de cadena doble de 5’ a 3' para 
masticar los extremos de los ácidos nucleicos en los métodos divulgados en este documento. El término "exonucleasa 
5'‘’ algunas veces se usa en la presente memoria para referirse a una exodesoxiribonucleasa 5' a 3'. Una exonucleasa 
"no procesiva", como se usa en el presente documento, es una exonucleasa que degrada un número limitado de 
nucleótidos (por ejemplo, solo unos pocos) durante cada evento de unión al ADN. La digestión con una exonucleasa 5' 40 
produce salientes de cadena sencilla 3' en las moléculas de ADN. Entre otras propiedades que son deseables para una 
exonucleasa 5' se encuentra que carecen de actividad de exonucleasa 3', genera extremos de fosfato 5', e inicia la 
degradación de los extremos tanto 5'-fosforilados como no fosforilados. También es deseable que la enzima pueda 
iniciar la digestión desde el extremo 5' de una molécula, si es un extremo romo, o si tiene un extremo rebajado pequeño 
5' o 3'. Las exonucleasas adecuadas serán evidentes para el experto en la materia. Estas incluyen, por ejemplo, la 45 
exonucleasa del fago T5 (producto D15 del gen del fago T5), la exonucleasa del fago lambda, RecE del profago Rac, la 
exonucleasa VIII de E. coli, exonucleasa del fago T7 (producto del gen 6 del fago T7) o cualquiera de una variedad de 
exonucleasa 5' que están implicadas en reacciones de recombinación homóloga. En una realización de la invención, la 
exonucleasa es exonucleasa T5 o exonucleasa lambda. En otra realización, la exonucleasa es exonucleasa T5. En otra 
realización, la exonucleasa no es la exonucleasa del fago T7. Los métodos para preparar y usar exonucleasas y otras 50 
enzimas empleadas en los métodos de la invención son convencionales; y muchas están disponibles en fuentes 
comerciales, tales como USB Corporation, 26111 Miles Road, Cleveland, Ohio 44128, o New England Biolabs, Inc. 
(NEB), 240 County Road, Ipswich, Mass. 01938-2723. 

Particularmente, en realizaciones en las que la región de solapamiento es muy larga, puede ser necesario solo masticar 
una porción de la región (por ejemplo, más de la mitad de la región de solapamiento), siempre que las salientes de 55 
cadena sencilla así generadas sean de longitud suficiente y contenido de bases para hibridar específicamente bajo las 
condiciones de la reacción. El término "que hibrida específicamente" incluye situaciones en las que un par particular de 
salientes de cadena sencilla se hibridaran preferiblemente (o exclusivamente) entre sí, en lugar de con otras salientes 
de cadena sencilla (por ejemplo, salientes no complementarios) que están presentes en la reacción mezcla. Por 
"preferencialmente" se entiende que al menos aproximadamente el 95% de las salientes se hibridará con la saliente 60 
complementaria. Una persona experta puede determinar fácilmente la longitud óptima para lograr la hibridación 
específica de una secuencia de interés en un conjunto dado de condiciones de reacción. En general, las regiones 
homólogas de solapamiento (los salientes de cadena sencilla o sus complementos) contienen secuencias idénticas. Sin 
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embargo, pueden usarse secuencias parcialmente idénticas, con la condición de que las salientes de cadena sencilla 
puedan hibridar específicamente bajo las condiciones de las reacciones. 

En ciertas realizaciones, el agente de nucleasa (por ejemplo, una proteína Cas) puede crear rompimientos de cadena 
simple (es decir, "muescas") en el sitio objetivo sin cortar ambas cadenas de ADNdc. Una "nickasa" incluye un agente 
de nucleasa (por ejemplo, una proteína Cas) que crea muescas en el ADNdc. De esta manera, dos agentes de nucleasa 5 
separados (por ejemplo, proteínas Cas) (por ejemplo, Nickasas) específicos para un sitio objetivo en cada cadena de 
ADNdc pueden crear secuencias sobresalientes complementarias a secuencias sobresalientes en otro ácido nucleico o 
una región separada en el mismo ácido nucleico. Los extremos sobresalientes creados al poner en contacto un ácido 
nucleico con dos nickasas específicas para sitios objetivo en ambas cadenas de ADNdc pueden ser extremos 
sobresalientes de 5' o 3'. Por ejemplo, una primera nickasa puede crear un rompimiento de cadena sencilla en la 10 
primera cadena de ADNdc, mientras que una segunda nickasa puede crear un segundo rompimiento de cadena sencilla 
en la segunda cadena de ADNdc de modo que se creen las secuencias sobresalientes. Los sitios objetivo de cada 
nickasa que crean el rompimiento de cadena sencilla pueden seleccionarse de manera que las secuencias finales 
sobresalientes creadas sean complementarias a las secuencias terminales sobresalientes en un segundo ácido 
nucleico. De acuerdo con esto, los extremos que sobresalen complementarios del primer y segundo ácido nucleico se 15 
pueden hibridar mediante los métodos divulgados en este documento. En algunas realizaciones, el sitio objetivo de la 
nickasa en la primera cadena es diferente del sitio objetivo de la nickasa en la segunda cadena. Diferentes sitios 
objetivo en cadenas separadas de ADNdc dan como resultado rompimientos de cadena separados por al menos 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100, 250, 500 o 1,000 pares de bases. 

En ciertas realizaciones, el segundo ácido nucleico también se pone en contacto con una primera nickasa que crea una 20 
muesca en un primer sitio objetivo en el segundo ácido nucleico y una nickasa que crea una muesca en un segundo 
sitio objetivo en la segunda molécula de ácido nucleico. Las secuencias extremas sobresalientes creadas por las 
muescas en dos sitios diferentes en el segundo ácido nucleico pueden ser complementarias a las secuencias terminales 
sobresalientes creadas por muescas en dos sitios diferentes en el primer ácido nucleico de modo que las secuencias 
finales sobresalientes complementarias se hibridan. 25 

En algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico de un gen de interés abarca dos o más BAC. En tales casos, 
usando los métodos proporcionados en este documento, los agentes de nucleasa diseñados específicamente pueden 
cortar los dos o más BAC en las ubicaciones deseadas y los fragmentos de ácido nucleico resultantes se unen para 
formar la secuencia del gen de interés. 

En algunas realizaciones, los extremos sobresalientes creados por muescas en diferentes sitios objetivo en ambas 30 
cadenas de un primer ácido nucleico no son complementarios a los extremos sobresalientes creados por muescas en 
diferentes sitios objetivo en ambas cadenas de un segundo ácido nucleico. En otras realizaciones, los ácidos nucleicos 
a ensamblar no tienen extremos complementarios de manera que sea necesario un ácido nucleico separado para 
ensamblar los extremos no complementarios. Un oligo de unión se puede usar para unir los extremos no 
complementarios de dos ácidos nucleicos. Un "oligo de unión" incluye brazos complementarios que incluyen un 35 
polinucleótido o ácido nucleico que tiene una secuencia complementaria a los extremos de un polinucleótido o ácido 
nucleico diferente. En algunas realizaciones, un oligo de unión tiene un brazo complementario a un primer ácido 
nucleico en el extremo 5', una parte central (espaciadora) y un brazo complementario a un segundo ácido nucleico en el 
extremo 3'. De este modo, los ácidos nucleicos que tienen secuencias terminales no complementarias entre sí pueden 
ensamblarse hibridando cada ácido nucleico con el mismo oligo de unión después de un tratamiento con exonucleasa. 40 
En realizaciones específicas, el oligo de unión tiene un primer brazo complementario a la secuencia del extremo 5' o 3' 
de un primer ácido nucleico digerido y un segundo brazo complementario a la secuencia 5'’ o 3' de un segundo ácido 
nucleico digerido. El oligo de unión puede unir secuencias finales no complementarias que son romas o tienen una 
secuencia sobresaliente 5' o 3'. 

La longitud de las secuencias del brazo complementarias del oligo de unión deben ser suficientes para hibridar con los 45 
ácidos nucleicos que se ensamblarán después del tratamiento con exonucleasa. Por ejemplo, la longitud de las 
secuencias del brazo complementario del oligo de unión puede ser de al menos aproximadamente 10, 20, 30, 35, 40, 
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150 pb o más. En realizaciones específicas, el brazo 
complementario es 15-120 pb, 20-100 pb, 30-90 pb, 30-60 pb, o 20-80 pb. En una realización específica, la longitud de 
las secuencias del brazo complementario del oligo de unión es de 40 pb. Cada brazo complementario de un oligo de 50 
unión puede ser de diferentes longitudes. El espaciador del oligo de unión, entre las secuencias finales complementarias 
a los ácidos nucleicos a ensamblar, puede ser de al menos aproximadamente 20 pb, 30 pb, 35 pb, 40 pb, 45 pb, 50 pb, 
55 pb, 60 pb, 65 pb, 70 pb, 75 pb, 80 pb, 90 pb, 100 pb, 250 pb, 500 pb, 750 pb, 1000 pb, 2000 pb, 3000 pb, 4000 pb, 
5000 pb, 8000 pb, 10 kb, 15 kb, 20 kb, o más. Por ejemplo, el espaciador de un oligo de unión puede incluir un vector 
BAC o LTVEC. En algunas realizaciones, el espaciador del oligo de unión puede diseñarse para tener secuencias 55 
específicas para detección o secuencias adecuadas para PCR para confirmar el ensamblaje exitoso. En algunas 
realizaciones, el espaciador del oligo de unión puede diseñarse para introducir uno o más sitios de las enzimas de 
restricción. En algunas realizaciones, el espacio del oligo de unión puede diseñarse para introducir un gen de resistencia 
a fármacos o un gen informador. En otras realizaciones, el espaciador puede contener al menos 20 pb de una porción 
del extremo de un ácido nucleico a ensamblar con el fin de ensamblar sin problemas los ácidos nucleicos. Por ejemplo, 60 
para un ensamblaje sin problemas, el espaciador puede ser de aproximadamente 45 bp. 
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En algunas realizaciones, la relación molar del ácido nucleico con respecto al oligo u oligos de unión puede ser de 
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:200. En algunas realizaciones, la relación molar del ácido nucleico con 
respecto al oligo u  oligos  de unión es aproximadamente 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8. , 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 
1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80, 1:90, 1:100, 1:120, 1:140, 1:160, 1:180 o 
1:200. En realizaciones específicas, la relación molar del ácido nucleico con respecto al oligo u oligos de unión puede 5 
ser de aproximadamente 1:6 a aproximadamente 1:20. En una realización, la relación molar es aproximadamente 1:6. 
En otra realización, la relación molar es aproximadamente 1:20. 

En realizaciones específicas, se usa un oligo de unión para ensamblar sin problemas al menos dos ácidos nucleicos. 
Ensamblaje "sin problemas" se refiere al ensamblaje de dos ácidos nucleicos en el que no están presentes bases de 
ácido nucleico intervinientes entre los extremos adyacentes de los ácidos nucleicos a ensamblar. Por ejemplo, los 10 
ácidos nucleicos ensamblados sin problemas no tienen presentes bases de ácidos nucleicos que no sean parte de los 
ácidos nucleicos que se ensamblarán. Con el fin de ensamblar sin problemas dos ácidos nucleicos, el espaciador de un 
oligo de unión debe incluir una secuencia de ácido nucleico idéntica a una porción del extremo ya sea del primer o 
segundo ácido nucleico que se va a ensamblar. Esta porción del extremo se debe eliminar del ácido nucleico antes de 
ensamblarse con el oligo de unión. Por ejemplo, la porción final puede escindirse mediante un agente de nucleasa (por 15 
ejemplo, un complejo de ARNg-Cas) al menos 20 pb desde el extremo del ácido nucleico, tal como al menos 40 pb o al 
menos 45 pb desde el extremo del ácido nucleico. Alternativamente, la porción del extremo se puede escindir mediante 
un agente de nucleasa (por ejemplo, un complejo de ARNg-Cas) al menos 2, al menos 4, al menos 6, al menos 8, al 
menos 10, al menos 12, al menos 15, en al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 37, al menos 
40, al menos 42, al menos 45, al menos 48, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65 , al menos 70, al 20 
menos 80, al menos 100, al menos 110, al menos 120, al menos 130, al menos 140, al menos 150 bp desde el extremo 
del ácido nucleico a ensamblar. 

En una realización, el oligo de unión puede comprender desde el extremo 5' hasta el extremo 3': aproximadamente una 
superposición de 15-120 pb con el ácido nucleico 5', aproximadamente 20-50 pb de una región del extremo 3' del ácido 
nucleico 5', y una superposición de aproximadamente 15-120 pb con el ácido nucleico 3'. En una realización, el oligo de 25 
unión puede comprender desde el extremo 5' hasta el extremo 3': aproximadamente una superposición de 15-120 pb 
con el ácido nucleico 5’, aproximadamente 20-50 pb de una región del extremo 5' del ácido nucleico 3', y una 
superposición de aproximadamente 15-120 pb con el ácido nucleico 3'. Por lo tanto, cuando el oligo de unión se 
ensambla al primer y segundo ácido nucleico, el espaciador del oligo de unión reconstituye la sección eliminada del 
ácido nucleico antes del ensamblaje. Véase, Fig. 5 y Fig. 6. El término "reconstituye" incluye el reemplazo de la porción 30 
de extremo del ácido nucleico que se escindió para proporcionar un ácido nucleico ensamblado completo cuando se 
ensambla al oligo de unión. Por ejemplo, la reconstitución del ácido nucleico escindido reemplaza la porción escindida 
del ácido nucleico con un ácido nucleico incluido en el espaciador del oligo de unión que tiene la secuencia idéntica a la 
de la porción escindida. 

El oligo de unión se puede ensamblar a una primera y una segunda molécula de ácido nucleico simultáneamente o 35 
secuencialmente. Cuando se ensamblan simultáneamente, el oligo de unión puede ponerse en contacto con un primer y 
segundo ácido nucleico en la misma mezcla de reacción de manera que el ácido nucleico ensamblado resultante 
comprenda el primer ácido nucleico, el oligo de unión y el segundo ácido nucleico. Cuando se ensamblan 
secuencialmente, el oligo de unión se pone en contacto con el primer ácido nucleico en una reacción de ensamblaje que 
produce un ácido nucleico ensamblado que comprende el primer ácido nucleico ensamblado con el oligo de unión, pero 40 
no el segundo ácido nucleico. Tal ácido nucleico ensamblado puede ponerse en contacto luego con el segundo ácido 
nucleico en una reacción de ensamblaje separada que produce un ácido nucleico ensamblado que comprende el primer 
ácido nucleico, el oligo de unión y el segundo ácido nucleico. En otras realizaciones, el oligo de unión se pone en 
contacto con el segundo ácido nucleico en una reacción de ensamblaje que produce un ácido nucleico ensamblado que 
comprende el segundo ácido nucleico ensamblado con el oligo de unión, pero no el primer ácido nucleico. Tal ácido 45 
nucleico ensamblado se puede poner en contacto entonces con el primer ácido nucleico en una reacción de ensamblaje 
separada que produce un ácido nucleico ensamblado que comprende el primer ácido nucleico, el oligo de unión y el 
segundo ácido nucleico. 

Cualquier cantidad de oligos de unión se puede usar en los métodos de la presente invención para ensamblar moléculas 
de ácido nucleico. Por ejemplo, un oligo de unión se puede usar para ensamblar 2 moléculas de ácido nucleico, 2 oligos 50 
de unión se pueden usar para ensamblar 3 moléculas de ácido nucleico, 3 oligos de unión se pueden usar para 
ensamblar 4 moléculas de ácido nucleico, 4 oligos de unión se pueden usar para ensamblar 5 moléculas de ácido 
nucleico o 5 oligos de unión se pueden usar para ensamblar 6 moléculas de ácido nucleico. El número de oligos de 
unión puede ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más, dependiendo del número de moléculas de ácido nucleico que se 
van a ensamblar. 55 

En algunas realizaciones, el oligo de unión comprende un ADN de Bloque g. Un "Bloque g" es un fragmento de ADN de 
doble cadena lineal. El Bloque g puede ser de aproximadamente 50 pb a aproximadamente 2000 pb. El Bloque g puede 
ser de aproximadamente 50 pb a aproximadamente 100 pb, de aproximadamente 100 pb a aproximadamente 200 pb, 
de aproximadamente 200 pb a aproximadamente 300 pb, de aproximadamente 300 pb a aproximadamente 400 pb, de 
aproximadamente 400 pb a aproximadamente 500 pb, de aproximadamente 500 pb a aproximadamente 600 pb, de 60 
aproximadamente 600 pb a aproximadamente 800 pb, de aproximadamente 800 pb a aproximadamente 1000 pb, de 
aproximadamente 1000 pb a aproximadamente 1250 pb, de aproximadamente 1250 pb a aproximadamente 1500 pb, de 
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aproximadamente 1500 pb a aproximadamente 1750 pb, o desde aproximadamente 1750 pb a aproximadamente 2000 
pb. 

El ensamblaje de dos o más ácidos nucleicos con un Bloque g puede cribarse, por ejemplo, mediante ensayos de PCR 
descritos en otra parte de este documento (por ejemplo, el Ejemplo 10). En algunos casos, el Bloque g no incluye un 
casete de selección. Tal método permite la unión rápida de dos o más moléculas de ácido nucleico que pueden cribarse 5 
mediante un ensayo de PCR simple. El Bloque g puede comprender cualquier secuencia de ácido nucleico de interés. 
En algunos casos, el Bloque g puede comprender un sitio objetivo para un agente de nucleasa o un sitio objetivo para 
cualquiera de las diversas meganucleasas o enzimas de restricción proporcionadas en la presente memoria. En otras 
realizaciones, un Bloque g puede comprender un casete de selección. En algunas realizaciones, el Bloque g comprende 
una secuencia de ADN de interés. En una realización, el Bloque g comprende una secuencia de ADN humano. 10 

Los ácidos nucleicos que se van a ensamblar o cualquiera de los diversos oligos de unión también pueden comprender 
un casete de selección o un gen informador. El casete de selección puede comprender una secuencia de ácido nucleico 
que codifica un marcador de selección, en el que la secuencia de ácido nucleico está operativamente unida a un 
promotor. El promotor puede ser activo en una célula procariota de interés y/o activo en una célula eucariótica de 
interés. Dichos promotores pueden ser un promotor inducible, un promotor que es endógeno al gen informador o la 15 
célula, un promotor que es heterólogo al gen informador o a la célula, un promotor específico de la célula, un promotor 
específico del tejido o un promotor específico de la etapa de desarrollo. En una realización, el marcador de selección se 
selecciona de neomicina fosfotransferasa (neo

r
), higromicina B fosfotransferasa (hyg

r
), puromicina-N-acetiltransferasa 

(puro
r
), blasticidina S desaminasa (bsr

r
), xantina/guanina fosforribosil transferasa (gpt), y timidina quinasa del virus del 

herpes simple (HSV-k), y una combinación de los mismos. El marcador de selección del vector de direccionamiento 20 
puede estar flanqueado por los brazos de homología secuencia arriba y secuencia abajo o puede encontrarse ya sea 5' 
o 3' con los brazos de homología. 

En una realización, los ácidos nucleicos a ensamblar o cualquiera de los diversos oligos de unión comprenden un gen 
informador operativamente unido a un promotor, en el que el gen informador codifica una proteína informadora 
seleccionada del grupo que consiste en LacZ, mPlum, mCherry, tdTomato, mStrawberry, J-Red, DsRed, mOrange, 25 
mKO, mCitrine, Venus, YPet, proteína fluorescente amarilla mejorada (EYFP), Emerald, proteína fluorescente verde 
mejorada (EGFP), CyPet, proteína fluorescente cian (CFP), Cerulean, T-Sapphire, luciferasa, fosfatasa alcalina y una 
combinación de los mismos. Dichos genes informadores se pueden unir operativamente a un promotor activo en la 
célula. Dichos promotores pueden ser un promotor inducible, un promotor que es endógeno al gen informador o la 
célula, un promotor que es heterólogo al gen informador o a la célula, un promotor específico de la célula, una forma de 30 
promotor específico del tejido o un promotor específico de la etapa de desarrollo. 

Después de la hibridación del ADN de cadena sencilla (por ejemplo, salientes producidos por la acción de exonucleasa 
cuando las moléculas de ADN a unir son ADNdc o salientes producidas por la creación de muescas en diferentes sitios 
objetivo en cada cadena), los huecos de cadena sencilla dejados por la exonucleasa se rellenan con una ADN 
polimerasa adecuada, que no desplaza la cadena, y las muescas así formadas se sellan con una ligasa. Una "ADN 35 
polimerasa que no desplaza la cadena", como se usa en el presente documento, es una ADN polimerasa que termina la 
síntesis de ADN cuando encuentra cadenas de ADN que se encuentran en su camino a medida que procede a copiar 
una molécula de ADNdc o degrada las cadenas de ADN encontradas a medida que avanza mientras llena al mismo 
tiempo el espacio así creado, generando así una "muesca en movimiento" (traducción de muesca). 

En algunas realizaciones, las secuencias finales de solapamiento tienen suficiente complementariedad entre las 40 
regiones solapantes para hibridar los extremos complementarios de cadena sencilla de cada polinucleótido. Después de 
hibridación de una cadena sencilla de un primer polinucleótido con la cadena complementaria de un segundo 
polinucleótido, el extremo 3' del primer polinucleótido puede extenderse con base en la plantilla de la segunda cadena 
de polinucleótido y el extremo 3' de la segunda cadena de polinucleótido puede extenderse con base en la plantilla de la 
primera cadena del polinucleótido. Extendiendo el extremo 3' complementario de cada polinucleótido, s pueden 45 
ensamblar los polinucleótidos. Después del ensamblaje, las muescas entre el extremo 3’ extendido de una cadena de 
un fragmento y un extremo 5' adyacente de una cadena del otro fragmento se pueden sellar mediante ligación. Más 
específicamente, el grupo hidroxilo del extremo 3' extendido del primer polinucleótido con el grupo fosfato del extremo 5' 
del segundo polinucleótido y ligación del grupo hidroxilo del extremo 3' extendido del segundo polinucleótido al grupo 
fosfato del extremo 5' del primer polinucleótido. 50 

La reacción de ligación se puede realizar mediante cualquiera de una variedad de ADN ligasas termoestables 
adecuadas. Entre las ligasas adecuadas se encuentran, por ejemplo, Taq ligasa, ADN ligasa ampligasa termoestable 
(Epicenter Biotechnologies), las ligasas termoestables descritas en la patente de EE.UU. No. 6.576.453, la ADN ligasa 
termoestable TFS de Bioneer, Inc. 

Una cantidad adecuada de un agente de agrupamiento, tal como PEG, en la mezcla de reacción permite, mejora o 55 
facilita el agrupamiento molecular. Sin desear estar limitado por ningún mecanismo en particular, se sugiere que un 
agente de agrupamiento, que permite el agrupamiento molecular y une y enlaza agua en una solución, permitiendo que 
los componentes de la solución entren en contacto más cercano entre sí. Por ejemplo, las moléculas de ADN que se 
recombinarán pueden acercarse más; lo que facilita la hibridación de las salientes de cadena sencilla. También, se 
sugiere que las enzimas pueden entrar en contacto más cercano con sus sustratos de ADN y pueden estabilizarse 60 
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mediante la eliminación de las moléculas de agua. Una cantidad adecuada de un agente de agrupamiento adecuado 
será evidente para el experto en la materia. Estos incluyen una variedad de macromoléculas bien conocidas, tales como 
polímeros, por ejemplo, polietilenglicol (PEG); Ficoll, tal como Ficoll 70; dextrano, tal como dextrano 70; o similar. Gran 
parte de la discusión en esta aplicación está dirigida a PEG. Sin embargo, la discusión también debe aplicarse a otros 
agentes de agrupamiento adecuados. Un experto en la materia reconocerá cómo implementar cambios de rutina en el 5 
método para acomodar el uso de otros agentes de agrupamiento. 

Una cantidad adecuada de un agente de agrupamiento, tal como PEG, en la mezcla de reacción permite, mejora o 
facilita el agrupamiento molecular. Por ejemplo, los agentes de agrupamiento pueden ayudar a que las moléculas de 
ADN que se recombinan puedan acercarse más; esto facilita por lo tanto la hibridación de las salientes de cadena 
sencilla. También, se sugiere que las enzimas pueden entrar en contacto más cercano con sus sustratos de ADN y 10 
pueden estabilizarse mediante la eliminación de moléculas de agua. Una variedad de agentes de agrupamiento 
adecuados será evidente para el experto en la materia. Estos incluyen una variedad de macromoléculas bien conocidas, 
tales como polímeros, por ejemplo, polietilenglicol (PEG); Ficoll, tal como Ficoll 70; dextrano, tal como dextrano 70; o 
similares. En general, cuando se usa PEG, una concentración de aproximadamente 5% (peso/volumen) es óptima. Sin 
embargo, la cantidad de PEG puede variar, por ejemplo, de aproximadamente 3 a aproximadamente 7%. Se puede usar 15 
cualquier tamaño adecuado de PEG, por ejemplo, que varía desde aproximadamente PEG-200 (por ejemplo, PEG-
4000, PEG-6000 o PEG-8000) hasta aproximadamente PEG-20,000, o incluso superior. En los ejemplos de este 
documento, se usó PEG-8000. El agente de agrupamiento puede, además de mejorar la reacción de hibridación, 
mejorar la ligación. 

Los componentes de la reacción (tales como sales, reguladores, una fuente de energía adecuada (tal como ATP o 20 
NAD), pH de la mezcla de reacción, etc.) que están presentes en una mezcla de reacción de ensamblaje pueden no ser 
óptimos para las enzimas individuales (exonucleasa, polimerasa y ligasa); en vez de eso, sirven como un compromiso 
que es efectivo para todo el conjunto de reacciones. Por ejemplo, un sistema regulador adecuado identificado por los 
inventores, a veces denominado en la presente memoria como regulador ISO (ISOthermal) típicamente comprende Tris-
Cl 0,1 M, pH 7,5; MgCl2 10 mM, 0,2 mM cada uno de dGTP, dATP, dTTP y dCTP, DTT 10 mM, 5% de PEG-8000 y NAD 25 
1 mM. 

En los métodos divulgados en la presente memoria, al menos dos ácidos nucleicos se ponen en contacto con una 
proteína Cas y otras enzimas en condiciones efectivas para ensamblar los ácidos nucleicos para formar una molécula 
de ADN de doble cadena ensamblada en la que se retiene una sola copia de la región solapamiento.  Los métodos 
descritos pueden usarse para unir cualquier molécula de ADN de interés, incluyendo los ADN que son moléculas de 30 
ADN clonadas, naturales, ADN generados sintéticamente, etc. Las moléculas de ADN unidas pueden, si se desea, 
clonarse en un vector (por ejemplo, usando un método de la invención). En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos 
que se van a ensamblar son de codón optimizado para introducción y expresión en una célula de interés (por ejemplo, 
una célula de roedor, célula de ratón, célula de rata, célula humana, célula de mamífero, célula microbiana, célula de 
levadura, etc.). 35 

Las moléculas de ADN de cualquier longitud se pueden unir mediante métodos divulgados en este documento. Por 
ejemplo, se pueden unir ácidos nucleicos que tienen aproximadamente 100 pb hasta aproximadamente 750 o 1,000, o 
más. El número de ácidos nucleicos que se pueden ensamblar, en una o varias etapas de ensamblaje según los 
métodos descritos allí, puede ser al menos aproximadamente 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 200, 500, 1.000, 
5.000 o 10.000 moléculas de ADN, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 30 40 
ácidos nucleicos. El número de etapas de montaje puede ser de aproximadamente 2, 4, 6, 8, 10 o más. El número de 
moléculas ensambladas en una sola etapa puede estar en el intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 
moléculas. Los métodos de la invención pueden usarse para unir moléculas o casetes de ADN, cada uno de los cuales 
tiene un tamaño inicial de al menos o no más de aproximadamente 40 pb, 60 pb, 80 pb, 100 pb, 500 pb, 1 kb, 3 kb, 5 kb, 
6 kb, 10 kb, 18 kb, 20 kb, 25 kb, 32 kb, 50 kb, 65 kb, 75 kb, 150 kb, 300 kb, 500 kb, 600 kb, 1 Mb o más. Los productos 45 
finales ensamblados pueden ser al menos aproximadamente de 500 pb, 1 kb, 3 kb, 5 kb, 6 kb, 10 kb, 18 kb, 20 kb, 25 
kb, 32 kb, 50 kb, 65 kb, 75 kb, 150 kb, 300 kb, 500 kb, 600 kb, 1 Mb o mayor, por ejemplo, en el rango de 30 kb a 1 Mb. 

En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos ensamblados forman un círculo y/o se unen en un vector para formar un 
círculo. El límite inferior de tamaño para que un ADNdc se circularice es de aproximadamente 200 pares de bases. Por 
lo tanto, la longitud total de los fragmentos unidos (que incluye, en algunos casos, la longitud del vector) es de al menos 50 
aproximadamente 200 pb de longitud. No existe un límite práctico de tamaño superior, y se pueden generar ADN unidos 
de unos pocos cientos de pares de kilobases, o mayores, mediante los métodos descritos en este documento. Los 
ácidos nucleicos unidos pueden tomar la forma de un círculo o una molécula lineal. 

Los métodos descritos en este documento pueden usarse para ensamblar un fragmento lineal con otro fragmento lineal, 
un fragmento lineal con una molécula circular de ácido nucleico, una molécula circular de ácido nucleico con otra 55 
molécula circular de ácido nucleico o cualquier combinación de ácidos nucleicos lineales y circulares. Un "vector" incluye 
cualquier molécula de ácido nucleico circular. En ciertas realizaciones, el vector ensamblado mediante los métodos 
divulgados en la presente memoria es un cromosoma artificial bacteriano (BAC). El vector (por ejemplo, el BAC) puede 
incluir un ADN humano, un ADN de roedor, un ADN sintético o cualquier combinación de los mismos. Por ejemplo, el 
BAC puede comprender una secuencia de polinucleótido humano. Cuando se une una mezcla de moléculas de ADN, es 60 
preferible que los ADN estén presentes en cantidades aproximadamente equimolares. 
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El ácido nucleico utilizado para el ensamblaje mediante los métodos divulgados en este documento puede ser un vector 
de direccionamiento grande. El término "vector de direccionamiento grande" o "LTVEC" incluye vectores que 
comprenden brazos de homología que corresponden y se derivan de secuencias de ácido nucleico usadas para 
direccionamiento homóloga en células y/o comprenden ácidos nucleicos insertables que comprenden secuencias de 
ácido nucleico destinadas a llevar a cabo recombinación homóloga en células. Por ejemplo, el LTVEC hace posible la 5 
modificación de loci grandes que no pueden ser acomodados mediante vectores tradicionales de direccionamiento a 
base de plásmidos debido a sus limitaciones de tamaño. En realizaciones específicas, los brazos de homología y/o el 
ácido nucleico insertado del LTVEC comprende la secuencia genómica de una célula eucariótica. El tamaño del LTVEC 
es demasiado grande para permitir el cribado de eventos de direccionamiento mediante ensayos convencionales, por 
ejemplo, transferencia Southern y PCR de gran intervalo (por ejemplo, 1 kb - 5 kb). Los ejemplos del LTVEC incluyen, 10 
pero no se limitan a, vectores derivados de un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un cromosoma artificial humano o 
un cromosoma artificial de levadura (YAC). Los ejemplos no limitantes de LTVEC y métodos para su elaboración se 
describen, por ejemplo, en la patente de los EE.UU. Nos. 6.586.251, 6.596.541, 7.105.348 y el documento WO 
2002/036789 (PCT/US01/45375) y el documento US 2013/0137101. 

En algunas realizaciones, los casetes pueden insertarse en vectores que pueden eliminarse posteriormente. Se pueden 15 
construir diversas formas de casetes para permitir la eliminación en tipos de células o tejidos específicos, en etapas de 
desarrollo específicas o tras la inducción. Tales casetes pueden emplear un sistema recombinasa en el que el casete 
está flanqueado en ambos lados por sitios de reconocimiento de recombinasa y puede eliminarse utilizando una 
recombinasa expresada en el tipo de célula deseado, expresada en la etapa de desarrollo deseada, o expresada o 
activada tras la inducción. Dichos casetes pueden construirse adicionalmente para incluir una matriz de pares de 20 
diferentes sitios de reconocimiento de recombinasa que se colocan de manera que se puedan generar alelos nulos, 
condicionales o combinación de condicionales/nulos, como se describe en el documento US 2011/0104799. La 
regulación de los genes de recombinasa se pueden controlar de diversas maneras, tal como unión operativa un gen de 
recombinasa con un promotor específico de célula, específico de tejido o regulado por desarrollo (u otro elemento 
regulador), o uniendo operativamente un gen de recombinasa a un 3’-UTR que comprende un sitio de reconocimiento 25 
para un miARN que se transcribe solo en tipos de células particulares, tipos de tejidos o etapas de desarrollo. Una 
recombinasa también se puede regular, por ejemplo, empleando una proteína de fusión que coloca la recombinasa bajo 
el control de un efector o metabolito (por ejemplo, CreER

T2
, cuya actividad está controlada positivamente por 

tamoxifeno), o colocando el gen de recombinasa bajo el control de un promotor inducible (por ejemplo, uno cuya 
actividad sea controlada por doxiciclina y TetR o variantes de TetR). Se proporcionan ejemplos de diversas formas de 30 
casetes y medios para regular genes de recombinasa, por ejemplo, en los documentos US 8.518.392; US 8,354,389; y 
US 8,697,851, cada uno de los cuales se incorpora por referencia en su totalidad. 

Los vectores usados para el ensamblaje como se describe en la presente memoria (por ejemplo, LTVEC) pueden ser de 
cualquier longitud, incluyendo, pero sin limitarse a, de aproximadamente 20 kb a aproximadamente 400 kb, de 
aproximadamente 20 kb a aproximadamente 30 kb, de aproximadamente 30 kb a 40 kb, desde de aproximadamente 40 35 
kb a aproximadamente 50 kb, de aproximadamente 50 kb a aproximadamente 75 kb, de aproximadamente 75 kb a 
aproximadamente 100 kb, de aproximadamente 100 kb a 125 kb, de aproximadamente 125 kb a aproximadamente 150 
kb, de aproximadamente 150 kb a aproximadamente 175 kb, de aproximadamente 175 kb a aproximadamente 200 kb, 
de aproximadamente 200 kb a aproximadamente 225 kb, de aproximadamente 225 kb a aproximadamente 250 kb, de 
aproximadamente 250 kb a aproximadamente 275 kb o de aproximadamente 275 kb a aproximadamente 300 kb, de 40 
aproximadamente 200 kb a aproximadamente 300 kb, de aproximadamente 300 kb a aproximadamente 350 kb, de 
aproximadamente 350 kb a aproximadamente 400 kb, de aproximadamente 350 kb a aproximadamente 550kb. En una 
realización, el LTVEC es de aproximadamente 100 kb. 

Los métodos proporcionados en este documento para ensamblar ácidos nucleicos pueden diseñarse para permitir una 
eliminación de aproximadamente 5 kb a aproximadamente 10 kb, de aproximadamente 10 kb a aproximadamente 20 kb, 45 
de aproximadamente 20 kb a aproximadamente 40 kb, de aproximadamente 40 kb a aproximadamente 60 kb, de 
aproximadamente 60 kb a aproximadamente 80 kb, de aproximadamente 80 kb a aproximadamente 100 kb, de 
aproximadamente 100 kb a aproximadamente 150 kb, o de aproximadamente 150 kb a aproximadamente 200 kb, de 
aproximadamente 200 kb a aproximadamente 300 kb, de aproximadamente 300 kb a aproximadamente 400 kb, de 
aproximadamente 400 kb a aproximadamente 500 kb, de aproximadamente 500kb a aproximadamente 1Mb, de 50 
aproximadamente 1Mb a aproximadamente 1.5Mb, de aproximadamente 1.5Mb a alrededor de 2Mb, de 
aproximadamente 2Mb a aproximadamente 2.5Mb, o de aproximadamente 2.5Mb a aproximadamente 3Mb. 

En otros casos, los métodos proporcionados en este documento están diseñados para permitir la inserción de una 
secuencia de ácido nucleico exógena que varía de aproximadamente 5 kb a aproximadamente 10 kb, de 
aproximadamente 10 kb a aproximadamente 20 kb, de aproximadamente 20 kb a aproximadamente 40 kb, de 55 
aproximadamente 40 kb a aproximadamente 60 kb, de aproximadamente 60 kb a aproximadamente 80 kb, de 
aproximadamente 80 kb a aproximadamente 100 kb, de aproximadamente 100 kb a aproximadamente 150 kb, de 
aproximadamente 150 kb a aproximadamente 200 kb, de aproximadamente 200 kb a aproximadamente 250 kb, de 
aproximadamente 250 kb a aproximadamente 300 kb, desde aproximadamente 300 kb a aproximadamente 350 kb, o 
desde aproximadamente 350 kb a aproximadamente 400 kb. En una realización, el polinucleótido de inserción es de 60 
aproximadamente 130 kb o aproximadamente 155 kb. 

Los ácidos nucleicos lineales se pueden ensamblar entre sí o con vectores mediante los métodos divulgados en este 
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documento. La molécula lineal puede ser un vector que ha sido digerido por una endonucleasa (por ejemplo, proteína 
Cas) o cualquier ácido nucleico lineal sintético, artificial o de origen natural. En ciertas realizaciones, el ácido nucleico 
lineal se crea de manera que las secuencias finales se solapan con una región de otro ácido nucleico. Las secuencias 
finales solapantes de un ácido nucleico lineal se pueden introducir mediante cualquier método conocido en la técnica 
para generar secuencias de ácido nucleico personalizadas. Por ejemplo, las secuencias finales pueden ser una porción 5 
de una molécula producida sintéticamente, se pueden introducir por PCR, o pueden introducirse mediante técnicas de 
clonación tradicionales. 

Ejemplos 

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la materia una divulgación y descripción 
completas de cómo hacer y usar la presente invención, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores 10 
consideran su invención ni pretende representar que los experimentos a continuación son todos o los únicos 
experimentos realizados. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisión con respecto a los números utilizados 
(por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones 
experimentales. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso 
molecular medio ponderado, la temperatura es en grados centígrados y la presión está en o cerca de la atmosférica. 15 

Ejemplo 1: BAC digiere con CAS9 seguido por ensamblaje con un casete de selección 

Se diseñaron un ARNcr artificial y un ARNcrtra artificial para dirigir secuencias específicas en la MAID 6177 (LTVEC de 
116 kb) para el ensamblaje con un producto de PCR de 3 kb (UB-HYG). El producto de PCR contenía superposiciones 
de 50 pb con el vector. Primero disolver los ARNcr y ARNcrtra con 100 μM en regulador dúplex (HEPES 30 mM, pH 7,5, 
acetato de potasio 100 mM). Con el fin de hibridar los ARN, se añaden 10 μL de ARNcr 100 μM y 10 μL de ARNcrtra 20 
100 μM a 80 μL de regulador de hibridación. Se calientan los ARN en un bloque de temperatura a 90ºC, luego se retira 
el bloque de calentamiento y se enfría en el banco. La concentración final de ARN es de aproximadamente 10 µM. 

Con el fin de digerir el BAC, se usa ADN de BAC maxiprep limpio y el BAC se digiere de acuerdo con la siguiente 
mezcla. 

 

  
1X 

ADN de BAC (500 ng) X µL 

BSA (100x) 0,5 µL 

ARN 2 µL (1 µL de cada híbrido crtra:ARNcr) 

Cas9 (4,5 mg/mL) 1 µL 

Regulador 10x  1,5 µL 

H2O hasta 15 µL 

 25 

Digerir durante 1 hora a 37°C y luego eliminar la sal durante 30 min. El regulador de reacción final contiene: Tris 20 mM 
7,5; NaCl 100-150 mM; MgCl2 10 mM; DTT 1 mM; EDTA 0,1 mM; 100 µg/mL de BSA; para un volumen final de 15 µL. 

Con el fin de ensamblar el BAC e insertarlo, digerir un plásmido o realizar la PCR para crear un inserto. Para las 
reacciones de PCR, correr una alícuota pequeña en un gel y buscar un solo producto, si el producto tiene una sola 
banda, entonces realice una limpieza por PCR en lugar de la extracción en gel. Se desea una relación molar de 1:1-1:6 30 
para el BAC:inserto. Usualmente, 50 ng de la inserción purificada funcionarán. La siguiente mezcla de reacción se 
puede usar: 

Digestión de BAC  4 µL 

Inserto 1 µL 

Mezcla de montaje 15 µL 
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Agregar el ADN y mezclar sobre hielo o directamente en una máquina de PCR a 50ºC. Incubar a 50ºC durante 1 hora. 
Agregar 0,5 µL de proteinasa K (20mg/mL) e incubar a 50ºC durante 1 hora. Desalinazar durante 30 minutos y someter 
a electroporación 8 µL de la reacción en células DH10B. Se pueden correr 10 µL de la digestión de BAC en un gel de 
campo de pulsos para verificar la eficiencia de la digestión. Usar agua libre de RNasa y reguladores. 

La reacción de ensamblaje se lleva a cabo de la siguiente manera: Regulador Iso-Thermal: 3 mL de Tris-HCL 1M (pH 5 
7,5); 150 µL de MgCl2 2M; 60 µL 100 mM de cada uno de: dGTP, dATP, dTTP, dCTP; 300 µL de DTT 1M; 1,5 g de PEG 
8000; 300 µL de NAD 100 mM. El regulador Iso-Thermal se almacena en alícuotas de 320 µL a -20ºC. La mezcla 
maestra se prepara de la siguiente manera: 320 µL  de regulador Iso-Thermal; 0,64 µL de exonucleasa T5 
(concentración del patrón = 10 U/ µL); 20 µL de ADN polimerasa Phusion (concentración del patrón = 2 U/ µL); 160 µL 
de Taq ADN Ligasa (concentración del patrón = 40 U/µL); 699,36 µL de H2O; mezclar todo y tomar alícuotas a 15 µL o 10 
30 µL y almacenar a -20ºC. Use 15 µL de mezcla maestra (MM) en un volumen total de 20 µL de reacción. 

La secuencia de ARNtracr usada en el ejemplo es: CAAAACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUC 
(SEQ ID NO: 9). Este ARN de CRISPR (ARNcr) contiene: (1) aproximadamente 20 nucleótidos de ARN complementario 
a la secuencia objetivo y (2) una secuencia de cola (GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 10)) que se 
hibridará con el ARNcrtra. 15 

Estaos etapas se describen en la Fig. 1. 

Ejemplo 2: unir entre sí los dos BAC de superposición: HLA-DQ humanizado + HLA-DR humanizado en el locus MHC II 
de ratón (H2-A/H2-E) 

Se diseñaron un ARNcr artificial y un ARNcrtra artificial para dirigir secuencias específicas en el BAC de HLA-DQ 
humanizado para ensamblar con un BAC HLA-DR humanizado. Los vectores que contenían ~70 pb se superponen 20 
entre sí creados por escisión de Cas9 en dos sitios en cada vector (véase, Figura 2). Disuelva los ARNcr y ARNcrtra con 
100 μM en regulador Hybe. Para hibridar los ARN, agregar 10 µL de ARNcr 100 μM y 10 μL de ARNcrtra 100 μM a 80 
μL de regulador de hibridación. Colocar los ARN en un bloque de calor a 90ºC, luego retirar el bloque del calentador y 
enfriar en el banco. La concentración final de ARN es de aproximadamente 10 µM. 

Con el fin de digerir el BAC, se puede usar ADN de BAC maxiprep limpio. Cada BAC se puede digerir individualmente 25 
de acuerdo con la siguiente mezcla: 

 

ADN de BAC 2,5 ug X µL 

BSA (100x) 0,5 µL 

ARN 4ul (2 µL de cada híbrido crtra:ARNcr) 

Cas9 (4,5 mg/mL) 1 µL 

Regulador 10x  5 µL  

H2O hasta 50 µL 

 

Los vectores de BAC se deben digerir a 37ºC durante 1 hora y luego inactivados por calor durante 20 min a 65ºC. 
Desalinizar durante 30 min. El ADN digerido se purificó por extracción con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (PCI) y 30 
luego se resuspendió en 35 µL de regulador TE. 

Con el fin de ensamblar los vectores, utilizar 2,5 µL de los BAC para la reacción de ensamblaje de la siguiente manera: 

 

BAC digeridos 5 µL (total) 

Mezcla de montaje  15 µL 

 

Añadir el ADN y mezclar sobre hielo o directamente en una máquina de PCR a 50ºC. Incubar a 50ºC durante 1 hora. 35 
Desalinizar durante 30 minutos y someter a electroporación 8 µL del ADN ensamblado en células DH10B. Usar agua 
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libre de RNasa y reguladores. 

La secuencia de ARNcrtra usada en el ejemplo es: CAAAACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUC 
(SEQ ID NO: 9). Este ARN de CRISPR (ARNcr) contiene: (1) aproximadamente 20 nucleótidos de ARN complementario 
a una secuencia objetivo y (2) una secuencia de cola (GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 10)) que se 
hibridará con el ARNcrtra. 5 

Estas etapas se describen en la Fig. 2. 

Ejemplo 3: Ensamblaje de 2 fragmentos escindidos de Cas9 de 2 diferentes plásmidos usando enlazadores 

Con el fin de construir un vector de direccionamiento, se escindió pMJ8502x con 2 ARNcr idénticos para descartar un 
fragmento de 400 pb y una cadena principal de Amp de 2283 pb (Figura 7). Se usaron columnas Qiagen para purificar 
toda la reacción. A continuación, se escindió R6KZenUbiNeo con 2 diferentes ARNcr para separación en resistencia 10 
Neo (1086 pb) y cadena principal (5390 pb). Se usaron columnas de Qiagen para purificar toda la reacción. (Figura 7). 
Reacción de escisión: 1170 ng de ADN, 30 µL de regulador, 4 µL de ARN hibridado (@ 100 µM), 1,7 µL de Cas9 (@ 
0,89 ng/µL), H2O hasta 60 µL. La mezcla se incubó a 37ºC durante 1 hora y se purificó en una columna Qiagen antes de 
eluir en 30 µL de regulador de elución. 

Los fragmentos escindidos se ensamblaron luego con dos enlazadores para dar como resultado un montaje sin 15 
problemas de acuerdo con la siguiente mezcla de reacción: 0,5 µL de enlazador 1 (5 ng), 0,5 µL de enlazador 2 (5 ng), 2 
µL de escisión de Neo (~60 ng), 2 µL escisión de Amp (~60 ng), 15 µL de mezcla maestra de ensamblaje. La mezcla se 
incubó a 50ºC durante 1 hora, y la reacción se dializó frente a H2O. Se sometieron a electroporación 10 µL de la 
reacción en células Pir electrocompetentes antes de sembrar en placa sobre placas Carb/Kan. La PCR a través de la 
unión mostró que 6/8 colonias seleccionadas eran correctas y se confirmaron mediante secuenciación.  20 

Ejemplo 4: Reemplazo de una porción de un BAC con un casete usando enlazadores  

Con el fin de construir un vector de direccionamiento de ratón inactivado, se sustituyeron 40 kb de un vector de 
direccionamiento de BAC objetivo con un casete de selección flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinación 
(Figura 8). Se diseñaron 2 enlazadores para eliminar una región de interés de mBAC e insertar el casete de selección, 
uno para 5’ y uno para 3'. Los enlazadores tenían una superposición de 40 pb con mBAC y una superposición de 40 pb 25 
con un casete de selección. Primero, se escindieron 39,5 kb del vector de direccionamiento de 206 kb (mBAC) de 
acuerdo con la siguiente reacción: 500 µL de reacción (con adición de H2O): añadir 1 µL de Cas9 (@ 0,89 ug/µL), 2 µL 
de cada dúplex de ARN (@ 50 µM), 250 µL de regulador, 220 µL (12,5 ng) de maxi prep BAC, e incubar a 37ºC durante 
1 hora. El ADN digerido se purificó por extracción con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (PCI) y luego se resuspendió 
en 55 µL de regulador TE. Después de la limpieza con PCI de la escisión de mBAC, se realizó el ensamblaje a 50ºC 30 
durante 1 hora, y 10 µL de la reacción se sometieron a electroporación en células DH10B (Figura 9). La secuenciación a 
través de las uniones confirmó el ensamblaje correcto (Figura 10). El enlazador 1 (oligo 1 de unión) es continuo desde la 
secuencia de mBAC hasta la secuencia del casete (SEQ ID NO: 12). El enlazador 2 (oligo 2 de unión) es continuo 
desde la secuencia de casete hasta la secuencia de mBAC (SEQ ID NO: 13). 

Ejemplo 5: ensamblaje de dos vectores de BAC usando enlazadores (Oligos de unión) 35 

Se utilizó la unión de 2 mBAC mediante el montaje con Cas9/isotérmico para elaborar un vector de direccionamiento 
que contiene brazos de homología con una región genómica de ratón y sitios de restricción para insertar un gen humano 
mediante ligación de BAC. Este vector de direccionamiento se usó en una ligación de BAC para elaborar un vector de 
direccionamiento humanizado. El mBAC se escindió de acuerdo con la siguiente reacción: 12,5 μg de ADN, 2 μL de 
cada ARN hibridado (@ 50 μM), 10 μL de Cas9 (@ 0,89 μg/μL), 250 μL de regulador, H2O hasta 500 μL. La mezcla se 40 
incubó a 37ºC durante una hora; se limpio por extracción con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (PCI); y se 
resuspendido en 20 µL TE. Los dos BAC de ratón se ensamblaron luego junto con los enlazadores (Figura 11) de 
acuerdo con la siguiente reacción: 6 µL (2 ug) de escisión de bMQ-208A16, 5,6 µL (2 ug) de escisión de bMQ-50F19, 
0,25 µL de cada enlazador (@ 50 µM), 4,3 µL (100 ng) de casete de selección, casete (Ubi-Hyg) 12 µL de mezcla 
maestra de ensamblaje de alta concentración, 11,35 µL de H2O. La mezcla de reacción se incubó a 50ºC durante 1 hora 45 
y se dializó frente a H2O a 30ºC. Se usaron 10 µL o 30 µL de la reacción dializada para transformar las células DH10B. 
La secuenciación de Sanger confirmó todas las uniones. La secuenciación de Illumina reconfirmó todas las uniones 
(Figura 12 y SEQ ID NO: 17). El enlazador 1 es continuo desde mBAC hasta el casete (SEQ ID NO: 14). El enlazador 2 
no es continuo desde el casete hasta mBAC. Incorpora una secuencia espaciadora humana según el diseño del 
proyecto. El enlazador 3 no es continuo desde mB2 hasta mB3. Incorpora una secuencia única que se utilizó para la 50 
verificación de PCR. Esta área se eliminó cuando se linealizó para electroporación ES (SEQ ID NO: 15). 

La Fig. 13 ilustra un ejemplo del uso de 4 oligos de unión (enlazadores) para insertar fragmentos grandes de genes 
humanos en un mBAC usando cuatro enlazadores y un ensamblaje isotérmico. 

Ejemplo 6: Reactivos y mezclas de reacción para escisión y ensamblaje 

El ARN de CRISPR (ARNcr) (ordenado como ARNcs) contiene: (1) 20 nucleótidos de ARN que es complementario a un 55 
área objetivo para escisión; (2) y una cola que se hibridará con el ARNcrtra: <20 nt de ARNcrispr> 
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GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 10). 

ARNcrtra (ordenado como ARNcs): GUUGGAACCAUUCAAAACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU 
CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUUUUU (SEQ ID NO: 11). 

Todo el ARN se resuspende en 100 µM en H2O. Se combinan 2,5 µL de cada ARNcr y ARNcrtra con 5 µL de regulador 
de hibridación (concentraciones finales: Tris 10 mM pH 7.5-8.0, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM). La mezcla se incuba luego a 5 
95ºC durante 5 minutos y se enfría lentamente a temperatura ambiente durante 1 hora. El regulador de escisión Cas9 
2X contiene HEPES 40 mM pH7.5 (final = 20 mM); KCl 300 mM (final = 150 mM); DTT 1 mM (final = 0,5 mM); EDTA 0,2 
mM (final = 0,1 mM); MgCl2 20 mM (final = 10 mM). 

Reacción de escisión de Cas9 a gran escala: Añadir en orden a temperatura ambiente: H2O hasta 500 µL, 250 µL de 
regulador de escisión 2x, 12,5 µg ADN, 2 µL de cada ARN (concentración 50 µM), 10 µL de Cas9 (concentración 0,89 10 
mg/mL) e incubar a 37ºC durante 1 hora. 

Esta reacción se puede escalar según sea necesario, por ejemplo: H2O hasta 50 µL, 25 µL de regulador, 125 ng de 
ADN, 2 µL de cada ARN (concentración 5 µM), 1 µL de Cas9 (concentración 0,89 mg/mL) e incubar a 37ºC durante 1 
hora. 

La reacción de ensamblaje se lleva a cabo de la siguiente manera: regulador Iso-Thermal: 3 mL de Tris-HCl 1M (pH 15 
7,5); 150 µL de MgCl2 2M; 60 µL 100 mM de cada uno de: dGTP, dATP, dTTP, dCTP; 300 µL de DTT 1M; 1,5 g de PEG 
8000; 300 µL de NAD 100 mM. El regulador Iso-Thermal o se almacena en alícuotas de 320 µL a -20ºC. La mezcla 
maestra se prepara de la siguiente manera: 320 µL regulador Iso-Thermal; 0,64 µL de exonucleasa T5 (concentración 
del patrón = 10 U/µL); 20 µL de ADN polimerasa Phusion (concentración del patrón = 2 U/µL); 160 µL de Taq ADN 
Ligasa (concentración del patrón = 40 U/µL); 699,36 µL de H2O; se mezclan juntos y se toman alícuotas de 15 µL o 30 20 
µL y se almacena a -20ºC. Se usan 15 μl de mezcla maestra (MM) en un volumen total de 20 µL de reacción. 

Alternativamente, se puede preparar una mezcla maestra de alta concentración (GA MM HC) como sigue: 320 µL de 
regulador Iso-Thermal; 0,64 µL de exonucleasa T5 (concentración del patrón = 10 U/µL); 20 µL de ADN polimerasa 
Phusion (concentración del patrón = 2 U/µL); 160 µL de Taq ADN Ligasa (concentración del patrón = 40 U/µL); se 
mezclan juntos y se toman alícuotas de 6 µL o 12 µL y se almacena -20ºC. Usar 6 µL de la mezcla maestra en un 25 
volumen total de 20 µL de reacción. 

Para todas las reacciones de ensamblaje, se debe determinar la concentración de ADN (por ejemplo, mediante Nano 
Drop) y se usa una relación molar 1:6 (vector con respecto al inserto o a los insertos). Para la concentración estándar, 
se usan 15 μL de la mezcla maestra de ensamblaje. El ADN y el agua se agregan a un volumen final de 20 µL en un 
tubo de PCR de 200 µL. La reacción se lleva a cabo en un termociclador a 50ºC durante 1 hora. La reacción puede 30 
almacenarse a -20ºC. Para alta concentración, se usan 6 µL de la mezcla maestra de ensamblaje de alta concentración. 
El ADN y el agua se agregan hasta un volumen final de 20 µL en un tubo de PCR de 200 µL. La reacción se lleva a 
cabo en un termociclador a 50ºC durante 1 hora. La reacción puede almacenarse a -20ºC. Una vez completada la 
reacción, se dializan 10 µL frente a agua durante 30 minutos y se someten a electroporación en células 
electrocompetentes apropiadas (por ejemplo, células DH10B o Pir +). 35 

Reacción de ensamblaje isotérmico/Cas9: para Cas9 se digieren 2,5 μg de cada ADN (por ejemplo, ADN de BAC), se 
digieren 4 μL de ARN guía/crtra 10 μM y 5 μL de proteína Cas9 (0,89 μg/mL) durante 2 horas a 37ºC. La reacción se 
inactiva por calor a 65ºC durante 20 min, se extrae con fenol cloroformo (por ejemplo, para eliminar la proteína Cas9), 
se lava una vez con etanol al 70% y se resuspende el ADN en 35 µL de agua. El ensamblaje isotérmico se realiza con 5 
μL de ADN mezclado junto con 15 μL de la mezcla maestra (MM) como se describe en otra parte de este documento y 40 
se incuba a 50ºC durante 1 hora. La reacción se desaliniza durante 30 minutos y 8 µL de la reacción se pueden someter 
a electroporación en las células. 

Ejemplo 7: Ensamblaje isotérmico/Cas9 para insertar secuencia humana en un vector BAC 

Con el fin de construir un vector de direccionamiento humanizado, se escindió MAID 6236 con un complejo de ARNg-
Cas para generar un fragmento escindido con secuencias solapantes. También se escindió VI568 con un complejo de 45 
ARNg-Cas para generar secuencias que se superponen con el fragmento de MAID6236. El ensamblaje Cas9/isotérmico 
se realizó como se describió anteriormente, dando como resultado la inserción del locus humanizado en el vector 
(VI599). Este proceso se describe en la Fig. 14. 

Ejemplo 8: Ensamblaje isotérmico/Cas9 usando un Bloque g sin selección 

La digestión y el ensamblaje de Cas9 también pueden realizarse sin selección, por ejemplo, utilizando fragmentos de 50 
ADN de Bloque g. Con el fin de probar la posibilidad de añadir ADN de doble cadena en un locus sin un casete de 
selección, se sintetizaron fragmentos de ADN Bloque g y se insertaron en el constructo. Como se describe en la Fig. 
15A y B, se diseñó un Cas9/ARNg para dirigirse a dos sitios dentro del locus beta de TCR para eliminar un fragmento de 
4,4 kb. Un Bloque g fue diseñado para introducir un sitio de reconocimiento de meganucleasa en la construcción. El 
Bloque g fue capaz de insertarse en el constructo sin usar un marcador de selección. LA Fig. 15A muestra la inserción 55 
de un Bloque g PISceI y la Fig. 15B demuestra la inserción de un Bloque g MauBI. 
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Las construcciones finales se confirmaron para la inserción exitosa de cada uno de los Bloque g mediante cribados de 
unión de PCR usando los cebadores indicados en la Tabla 1. El protocolo para los cribados de unión es el siguiente: La 
reacción de PCR contenía: 1 µL de ADN, 0,5 µL de cebador 1, 0,5 μL de cebador 2, 1 μL de DMSO, 4 μL de dNTP, 2,5 
μL de regulador 10x, 0,5 μL de Ex-Taq y 15 μL de agua. La reacción se llevó a cabo en un termociclador a 95ºC durante 
3 minutos, 95ºC durante 30 segundos, 55ºC durante 30 segundos durante 25 ciclos, seguido de 72ºC durante 30 5 
segundos, y 72ºC durante 5 minutos. Las secuencias de unión se confirmaron mediante secuenciación. 

Tabla 1: cebadores para el cribado de unión de MAID1715 ya sea con Bloque g PI-SceI o Bloque g MauBI 

MAID1715+ Bloque g PI-SceI 

Nombre del 
cebador 

Secuencia Tamaño de la unión 

(m380)5' 302p18 
de detección 

GGAAAGCCACCCTGTATGCT (SEQ ID NO: 
18) 

796 bp 
302p18(m41) de 
detección hacia 

3'  
CTTGGCCAACAGTGGATGG (SEQ ID NO: 
19) 

Nombre del 
cebador Cas9  Secuencia Secuencia objetivo de ADN 

5' de diana 1715 

 

  

CTAAAATGATTCTCATCTGC(AGG) (SEQ ID NO: 
22) 

3' de diana 1715 

 

 

  

GCTCTCAACTTCACCCTTTC(TGG) (SEQ ID NO: 
23) 

      

MAID1715+ Bloque g MauBI 

Nombre del 
cebador 

Secuencia Tamaño de unión 

(m380)5' 302p18 
de detecció 

GGAAAGCCACCCTGTATGCT (SEQ ID NO: 
18) 

759bp 
302p18(m41) de 
detección hacia 

3'  
CTTGGCCAACAGTGGATGG (SEQ ID NO: 

19) 

5' de diana 1715 

 

  

CTAAAATGATTCTCATCTGC(AGG) (SEQ ID NO: 
22) 

3' de diana 1715 

 

  

GCTCTCAACTTCACCCTTTC(TGG) (SEQ ID NO: 
23) 
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Ejemplo 9: Ensamblaje isotérmico/Cas9 para insertar secuencia humana en un vector BAC usando Oligos de unión 

La Fig. 16 proporciona un ejemplo de humanización directa usando ensamblaje isotérmico/Cas9 y oligos de unión. El 
fragmento humano y la eliminación del ratón y separación por Cas9 (cada BAC usa 2 ARN de crispr). El fragmento 
humano y la cadena principal del ratón se unen entre sí en una reacción de ensamblaje de Gibson con 3 conectores 
(oligos de unión) y un casete de selección. 5 

La Fig. 17 proporciona un ejemplo de humanización indirecta usando un ensamblaje isotérmico/Cas9 y elementos de 
unión para el ensamblaje en un vector de direccionamiento grande (LTVEC). El fragmento humano en el hBAC es 
escindido mediante Cas9 usando 2 ARN de crispr. El donante comprende oligos de unión secuencia arriba y secuencia 
abajo y un casete de selección. Después de la escisión de hBAC por Cas9, el fragmento es "capturado" por ensamblaje 
de Gisbon usando un donante sintético con salientes complementarios incorporados. La construcción del vector de 10 
direccionamiento se completa mediante el ensamblaje de Gibson o BHR. 

Ejemplo 10: Introducción de una mutación puntual mediante ensamblaje isotérmico/Cas9 

La Fig. 18 proporciona un ejemplo de utilización de un ensamblaje isotérmico/Cas9 para introducir una mutación 
puntual. Un donante se elabora mediante clonación tradicional. Se inserta un casete de selección en un fragmento de 
ADN sintético que contiene solapamientos de enlazador y la mutación puntual. El mBAC se escinde con Cas9, la 15 
secuencia se elimina del mBAC y el mBAC se ensambla mediante Gibson con el donante que da como resultado una 
construcción (LTVEC) que comprende la mutación puntual y el casete de selección. 

Ejemplo 11: Recorte de BAC mediante ensamblaje isotérmico/Cas9  

La Fig. 19 proporciona un ejemplo de un recorte de BAC utilizando el método de ensamblaje isotérmico/Cas9. El área 
que se debe eliminar del LTVEC se recorta con Cas9. En este ejemplo, el recorte de BAC elimina la secuencia de Ori. El 20 
Ori se reemplaza en una reacción de ensamblaje de Gibson usando 2 enlazadores (oligos de unión). 

Ejemplo 12: Otros métodos para digerir BAC con CAS9 seguido de ensamblaje 

Se pueden usar otros métodos en los métodos proporcionados en este documento que incluyen lo siguiente: se 
hibridaron previamente ARNcrtra sintético o transcrito in vitro y ARNcr antes de la reacción calentando a 95ºC y 
enfriando lentamente hasta temperatura ambiente. El ADN del plásmido nativo o linealizado (300 ng (aproximadamente 25 
8 nM)) se incubó durante 60 minutos a 37ºC con una proteína Cas9 purificada (50-500 nM) y un dúplex de ARNcrtra: 
ARNcr (50-500 nM, 1:1) en un regulador de escisión del plásmido Cas9 (HEPES 20 mM, pH 7,5, KCl 150 mM, DTT 0,5 
mM, EDTA 0,1 mM) con o sin MgCl2 10 mM. Las reacciones se detuvieron con regulador de carga de ADN 5X que 
contenía EDTA 250 mM, se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 o al 1% y se visualizaron 
mediante tinción con bromuro de etidio. Para los ensayos de escisión del mutante Cas9, las reacciones se detuvieron 30 
con regulador de carga SDS 5X (glicerol al 30%, SDS al 1,2%, EDTA 250 mM) antes de la carga en el gel de agarosa. 

Se diseñaron un ARNcr artificial y un ARNcrtra artificial para dirigir secuencias específicas en MAID 6177 (LTVEC de 
116 kb) para el ensamblaje con un producto de PCR de 3 kb (UB-HYG). El producto de PCR contenía superposiciones 
de 50 pb con el vector. Se usó un montaje isotérmico de una etapa con base en el uso de una exonucleasa 5’ a 3' no 
termoestable aislada que carece de la actividad de exonucleasa 3’ de la manera. Se estableció una reacción que 35 
contenía lo siguiente: 100 fmol de cada sustrato de ADNdc, 16 μL de regulador ISO 5X, 16 μL de exonucleasa T5 (0,2 
U/μL, Epicentre), 8,0 μL de Taq ADN ligasa (40 U/μL, NEB), 1,0 μL ADN polimerasa Phusion

MR
 (2 U/μL, NEB) y agua 

hasta 80 μL. El regulador ISO 5X (ISOthermal) fue 25% de PEG-8000, Tris-Cl 500 mM, MgCl2 50 mM, DTT 50 mM, 
NAD 5 mM, y 1000 μM de cada dNTP (pH 7,5). 

Esto produjo una concentración final de 1,25 fmol/μL de cada ADNdc (o 45 fmol/μL de cada ADNcs) que debía 40 
ensamblarse, 5% de PEG-8000, Tris-Cl 100 mM pH 7.5, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, 200 mM de cada dNTP, NAD 1 
mM, 0.02 U/µL de exonucleasa T5, 4 U/µL de Taq ADN ligasa, y 0,03 U/µL de ADN polimerasa PHUSION. 

Los métodos usaron 1,64 μl (0,2 U/μL) de exonucleasa T5 para sustratos que se superponen en 20-80 pb, y para 
sustratos que tienen superposiciones más grandes (por ejemplo, 200 pb), se usaron 1,6 μL (1 U/μL) de exonucleasa T5. 
Se usó exonucleasa T5 como una dilución 1:50 (en regulador de almacenamiento de exonucleasa T5) a partir del patrón 45 
de enzima concentrada de exonucleasa T5 (Epicentre) de 10 U/μL. La reacción se incubó luego a 50ºC durante 15 
minutos. 

Ejemplo 13: Otros métodos para unir entre sí dos BAC superpuestos 

Se pueden usar otros métodos en los métodos proporcionados en este documento que incluyen lo siguiente: se 
hibridaron previamente ARNcrtra y ARNcr transcritos in vitro sintéticos antes de la reacción calentando a 95ºC y 50 
enfriando lentamente a temperatura ambiente. Se incubó ADN de plásmido nativo o linealizado (300 ng 
(aproximadamente 8 nM)) durante 60 minutos a 37ºC con una proteína Cas9 purificada (50-500 nM) y un dúplex 
ARNcrtra: ARNcr (50-500 nM, 1:1) en un regulador de escisión del plásmido Cas9 (HEPES 20 mM, pH 7,5, KCl 150 mM, 
DTT 0,5 mM, EDTA 0,1 mM) con o sin MgCl2 10 mM. Las reacciones se detuvieron con regulador de carga de ADN 5X 
que contenía EDTA 250 mM, se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 o al 1% y se visualizaron 55 
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mediante tinción con bromuro de etidio. Para los ensayos de escisión del mutante Cas9, las reacciones se detuvieron 
con regulador de carga SDS 5X (glicerol al 30%, SDS al 1,2%, EDTA 250 mM) antes de la carga en el gel de agarosa. 

Se diseñaron un ARNcr artificial y un ARNcrtra artificial para dirigir secuencias específicas en el BAC HLA-DQ 
humanizado para el ensamblaje con un BAC HLA-DR humanizado. Los vectores que contenían ~70 pb se superponen 
entre sí creados por escisión de Cas9 en dos sitios en cada vector (véase, Figura 2). Se usó un montaje isotérmico de 5 
una etapa con base en el uso de una exonucleasa 5’ a 3' no termoestable aislada que carece de la actividad de 
exonucleasa 3’ como sigue. Se estableció una reacción que contenía aproximadamente lo siguiente: 100 fmol de cada 
sustrato de ADNdc, 16 μL de regulador ISO 5X, 16 μL de exonucleasa T5 (0,2 U/μL, Epicentre), 8,0 μL de Taq ADN 
ligasa (40 U/μL, NEB), 1,0 μL de ADN polimerasa Phusion

MR
 (2 U/μL, NEB) y agua hasta 80 μL. El regulador ISO 5x 

(ISOthermal) fue 25% de PEG-8000, Tris-Cl 500 mM, MgCl2 50 mM, DTT 50 mM, NAD 5 mM, y 1000 μM de cada dNTP 10 
(pH 7,5). 

Esto produjo una concentración final de aproximadamente 1,25 fmol/μL de cada ADNdc (o 45 fmol/μL de cada ADNcs) 
que debía ensamblarse, 5% de PEG-8000, Tris-Cl 100 mM pH 7,5, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, 200 mM de cada dNTP, 
NAD 1 mM, 0,02 U/μL de exonucleasa T5, 4 U/μL de Taq ADN ligasa, y 0,03 U/μL de ADN polimerasa PHUSION. 

Los métodos usaron 1,64 μL de exonucleasa T5 de 0,2 U/μL para sustratos que se solapan en 20-80 pb, y para 15 
sustratos que tienen superposiciones más grandes (por ejemplo, 200 pb), se usaron 1,6 μL de exonucleasa T5 de 1 
U/μL. La exonucleasa T5 se usó como una dilución 1:50 (en regulador de almacenamiento de exonucleasa T5) a partir 
del patrón de enzima concentrada de exonucleasa T5 (Epicentre) de 10 U/μL. La reacción se incubó luego a 50ºC 
durante 15 minutos. 

Ejemplo 14: Otros métodos para ensamblar un inserto con un vector BAC 20 

Se pueden usar otros métodos en los métodos proporcionados en este documento que incluyen los siguientes: Disolver 
los ARNcr y ARNcrtra hasta 100 µM en regulador Hybe (regulador 10X: Tris 20 mM 7,5, NaCl 100-150 mM, MgCl2 10 
mM, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, 100 µg/mL de BSA). Con el fin de hibridar los ARN, se añadieron 10 μL de ARNcr 100 
μM y 10 μL de ARNcrtra 100 μM a 80 μL de regulador de hibridación. Calentar los ARN en un bloque de temperatura a 
90ºC, luego retirar el bloque del calentador y enfriar en la mesa. La concentración final de ARN es de aproximadamente 25 
10 µM. 

Con el fin de digerir el BAC, se usa ADN de BAC maxiprep limpio y el BAC se digiere de acuerdo con la siguiente 
mezcla. 

 

  1X 

ADN de BAC 500 ng X µL 

BSA 0,5 µL 

ARN 2 µL (1 µL de cada híbrido crtra:ARNcr) 

Cas9 (4,5 mg/mL) 1 µL 

Regulador 10x 1,5 µL  

H2O hasta 15 µL 

                 30 

Digerir durante 1 hora a 37°C y luego eliminar la sal durante 30 min. 

Con el fin de ensamblar el BAC y el inserto, digerir un plásmido o realizar una PCR para crear un inserto. Para las 
reacciones de PCR, correr una pequeña alícuota en un gel y buscar un producto limpio; si el producto no está limpio, 
realice la limpieza por PCR en lugar de la extracción con gel. Se desea una relación molar de 1:1-1:6 para el BAC: 
inserto. Usualmente, funcionarán 50 ng del inserto purificado. La siguiente mezcla de reacción se puede usar: 35 
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Digestión de BAC  4 µL 

Inserto 1 µL 

Mezcla de montaje  15 µL 

 

Agregar el ADN y mezcle sobre hielo o directamente en una máquina de PCR a 50ºC. Incubar a 50ºC durante 1 hora. 
Añadir 0,5 µL de proteinasa K (20mg/mL) e incubar a 50ºC durante 1 hora. Desalinizar durante 30 minutos y someter a 
electroporación 8 µL de la reacción en células DH10B. 1Se pueden correr 10 µL de la digestión de BAC en un gel de 
campo pulsado para verificar la eficiencia de la digestión. Usar agua libre de RNasa y reguladores. El regulador de 5 
reacción final contiene: Tris 20 mM 7,5; NaCl 100-150 mM; MgCl2 10 mM; DTT 1 mM; EDTA 0,1 mM; 100 µg/mL de 
BSA; para un volumen final de 15 µL 

La secuencia de ARNcrtra usada en el ejemplo es: CAAAACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUC 
(SEQ ID NO: 9). Este ARN de CRISPR (ARNcr) contiene: (1) aproximadamente 20 nucleótidos de ARN complementario 
con la secuencia objetivo y (2) una secuencia de cola (GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 10)) que se 10 
hibridará con el ARNcrtra. 

Listado de secuencias 

<110> Schoenherr, Chris 

McWhirter, John 

Momont, Corey 15 

Macdonald, Lynn 

Murphy, Andrew 

Warshaw, Gregg S. 

Rojas, Jose F. 

Lai, Ka-Man Venus 20 

Valenzuela, David M. 

Montagna, Caitlin 

<120> Ensamblaje de AND mediado por nucleasa 

<130> 057766-461002 

<140> PCT/US2015/037199 25 

<141> 2015-06-23 

<150> US 62/036.983 

<151> 2014-08-13 

<150> US 62/016.400 

<151> 2014-06-24 30 

<150> US 62/015.809 

<151> 2014-06-23 

<160> 25 

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0 

<210> 1 35 

<211> 80 
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<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ARNg quimérico sintético 

<400> 1 5 

 

<210> 2 

<211> 42 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 10 

<220> 

<223> ARNg quimérico sintético 

<400> 2 

guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aaggcuaguc cg   42 

<210> 3 15 

<211> 30 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ARNcr sintético 20 

<400> 3 

guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau    30 

<210> 4 

<211> 33 

<212> ARN 25 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ARNcr sintético 

<400> 4 

guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aag    33 30 

<210> 5 

<211> 26 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 35 

<223> ARNcr sintético 
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<400> 5 

gaguccgagc agaagaagaa guuuua    26 

<210> 6 

<211> 12 

<212> ARN 5 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ARNcrtra sintético 

<400> 6 

aaggcuaguc cg   12 10 

<210> 7 

<211> 50 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 15 

<223> ARNcrtra sintético 

<400> 7 

aaggcuaguc cguuaucaac uugaaaaagu ggcaccgagu cggugcuuuu    50 

<210> 8 

<211> 23 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> un locus objetivo que se enlaza a un ARN guía (ARNg) 

<220> 25 

<221> característica nueva 

<222> 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 

<223> n = A, T, C o G 

<400> 8 

gnnnnnnnnn nnnnnnnnnn ngg    23 30 

<210> 9 

<211> 41 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 35 

<223> ARNcrtra sintético 

<400> 9 
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caaaacagca uagcaaguua aaauaaggcu aguccguuau c    41 

<210> 10 

<211> 22 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> Región de ARNcr sintético complementaria a ARNcrtra 

<400> 10 

guuuuagagc uaugcuguuu ug    22 

<210> 11 10 

<211> 89 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> ARNcrtra sintético 15 

<400> 11 

 

<210> 12 

<211> 145 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética - Confirmación de montaje continuo de mBAC con el casete 

<400> 12 

 25 

<210> 13 

<211> 205 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 30 

<223> Sintética - Confirmación  

<400> 13 
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<210> 14 

<211> 138 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 5 

<223> Sintética - confirmación del montaje continuo de mBAC al casete 

<400> 14 

 

<210> 15 

<211> 147 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética 

<400> 15 15 

 

<210> 16 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Desconocida 20 

<220> 

<223> Sintética 

<400> 16 

 

<210> 17 25 

<211> 49631 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética 30 

<220> 

<221> característica nueva 

<222> (22396)...(22533) 

<223> Enlazador 1 
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<220> 

<221> característica nueva 

<222> (22494)...(25426) 

<223> Secuencia del Casete 

<220> 5 

<221> característica nueva 

<222> (25427)...(25595) 

<223> Secuencia del espaciador humano 

<220> 

<221> característica nueva 10 

<222> (25596)...(40791) 

<223> Secuencia de BMQ-208A16  

<220> 

<221> característica nueva 

<222> (25387)...(25672) 15 

<223> Enlazador 2 

<220> 

<221> característica nueva 

<222> (40792)...(40858) 

<223> Secuencia adicional única del enlazador 3 20 

<220> 

<221> característica nueva 

<222> (40752)...(40898) 

<223> Enlazador 3 

<220> 25 

<221> característica nueva 

<222> (1)...(22395) 

<223> bmq-50F19 

<220> 

<221> característica nueva 30 

<222> (40899)...(49631) 

<223> bmq-50F19 

<400> 17 
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<210> 18 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 
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<220> 

<223> Sintética 

<400> 18 

ggaaagccac cctgtatgct    20 

<210> 19 5 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética 10 

<400> 19 

cttggccaac agtggatgg    19 

<210> 20 

<211> 42 

<212> ARN 15 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética 

<400> 20 

cuaaaaugau ucucaucugc guuuuagagc uaugcuguuu ug    42 20 

<210> 21 

<211> 42 

<212> ARN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 25 

<223> Sintética 

<400> 21 

gcucucaacu ucacccuuuc guuuuagagc uaugcuguuu ug    42 

<210> 22 

<211> 23 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética 

<400> 22 35 

ctaaaatgat tctcatctgc agg    23 

<210> 23 

ES 2 666 179 T3

 



56 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética 5 

<400> 23 

gctctcaact tcaccctttc tgg    23 

<210> 24 

<211> 23 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética- un locus objetivo que se enlaza a un ARN guía (ARNg) 

<220> 

<221> característica nueva 15 

<222> 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 

<223> n = A, T, C o G 

<400> 24 

nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn ngg    23 

<210> 25 20 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Sintética- un locus objetivo que se enlaza a un ARN guía (ARNg) 25 

<220> 

<221> característica nueva 

<222> 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 

<223> n = A, T, C o G 

<400> 25 30 

ggnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnngg    25 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para ensamblar al menos dos ácidos nucleicos, que comprende: 

(a) poner en contacto un primer ácido nucleico con un primer agente de nucleasa, en el que el primer agente de 
nucleasa comprende una proteína Cas y un ARN guía (ARNg) (complejo de ARNg-Cas), una nucleasa de dedo de zinc 
o una nucleasa efectora similar al activador de transcripción (TALEN), en el que el primer agente de nucleasa escinde el 5 
primer ácido nucleico en un primer sitio objetivo para producir un primer ácido nucleico digerido con una secuencia final 
solapante compartida por un segundo ácido nucleico; 

(b) poner en contacto el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico digerido con una exonucleasa para 
exponer secuencias complementarias entre el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico; y 

(c) ensamblar los dos fragmentos de ácido nucleico generados a partir de la etapa (b). 10 

2. El método de la reivindicación 1, en el que la etapa (c) comprende: 

(i) hibridar las secuencias complementarias expuestas; 

(ii) extender los extremos 3' de las secuencias complementarias hibridadas; y 

(iii) ligar el primer y el segundo ácidos nucleicos. 

3. El método de la reivindicación 1 o 2, en el que al menos dos ácidos nucleicos son de doble cadena; y/o la secuencia 15 
final solapada varía de 20 pb a 200 pb de longitud. 

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la etapa (a) comprende además poner en contacto el 
segundo ácido nucleico con un segundo agente de nucleasa, en el que el segundo agente de nucleasa escinde al 
segundo ácido nucleico en un segundo sitio objetivo para producir un segundo ácido nucleico digerido con la secuencia 
final solapada, y 20 

en el que el segundo ácido nucleico de la etapa (b) es el segundo ácido nucleico digerido. 

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el primer agente de nucleasa comprende la proteína 
Cas y el ARNg, en el que la proteína Cas es una proteína Cas9, el ARNg comprende una secuencia de ácido nucleico 
que codifica un ARN de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas (CRISPR) (ARNcr) y 
un ARN de CRISPR que se activa en forma trans (ARNcrtra), y el primer sitio objetivo está flanqueado inmediatamente 25 
por una secuencia de un motivo adyacente protoespaciador (PAM), opcionalmente en el que la proteína Cas9 
comprende un dominio RuvC y un dominio HNH, al menos uno de los cuales carece de actividad endonucleasa. 

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el primer ácido nucleico, el segundo ácido nucleico o 
ambos ácidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial bacteriano. 

7. El método de la reivindicación 6, en el que el cromosoma artificial bacteriano comprende un ADN humano, un ADN de 30 
roedor, un ADN sintético o una combinación de los mismos.   

8. Un método para ensamblar dos o más ácidos nucleicos, que comprende: 

(a) poner en contacto un primer ácido nucleico con al menos un agente de nucleasa, en el que al menos un agente de 
nucleasa comprende una proteína Cas y un ARN guía (ARNg) (complejo de ARNg-Cas), una nucleasa de dedo de zinc 
o una nucleasa efectora similar al activador de transcripción (TALEN), en el que al menos un agente de nucleasa 35 
escinde al primer ácido nucleico en un primer sitio objetivo para generar un primer ácido nucleico digerido; 

(b) poner en contacto el primer ácido nucleico digerido con un segundo ácido nucleico, un oligo de unión y una 
exonucleasa, 

en el que el oligo de unión comprende:  

(i) una primera secuencia complementaria que es complementaria al primer ácido nucleico digerido; 40 

(ii) un espaciador; y 

(iii) una segunda secuencia complementaria que es complementaria al segundo ácido nucleico,  

en el que la exonucleasa expone la primera y segunda secuencias complementarias; y 

(c) ensamblar el oligo de unión con el primer ácido nucleico digerido y el segundo ácido nucleico. 

9. El método de la reivindicación 8, en el que el ensamblaje en la etapa (c) comprende: 45 
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(i) hibridar la primera secuencia complementaria del oligo de unión con el primer ácido nucleico digerido y la segunda 
secuencia complementaria del oligo de unión con el segundo ácido nucleico; y 

(ii) ligar el oligo de unión al primer ácido nucleico digerido y al segundo ácido nucleico. 

10. El método de la reivindicación 9, en el que la etapa (i) comprende adicionalmente extender el extremo 3' del primer 
ácido nucleico digerido y/o el segundo ácido nucleico. 5 

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en el que la primera secuencia complementaria del oligo de 
unión está entre 15 y 120 bases complementarias, y la segunda secuencia complementaria del oligo de unión está entre 
15 y 120 bases complementarias; y/o el espaciador del oligo de unión comprende ácidos nucleicos no complementarios. 

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en el que los dos o más ácidos nucleicos son de doble 
cadena. 10 

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en el que el primer ácido nucleico digerido se ensambla en 
forma continua con el segundo ácido nucleico. 

14. El método de la reivindicación 13, en el que al menos un agente de nucleasa está diseñado para escindir un 
fragmento de al menos 20 pb del extremo del primer ácido nucleico en el que se producirá el ensamblaje en forma 
continua, 15 

en el que el espaciador del oligo de unión comprende una secuencia idéntica al fragmento de al menos 20 pb, en el que 
no están presentes bases de ácido nucleico entre la primera secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 
pb, y no están presentes bases de ácido nucleico entre la segunda secuencia complementaria y el fragmento de al 
menos 20 pb, 

de modo que el ensamblaje del primer ácido nucleico digerido con el oligo de unión y el segundo ácido nucleico 20 
reconstituye el fragmento de al menos 20 pb y ensambla en forma continua el primer ácido nucleico y el segundo ácido 
nucleico, 

opcionalmente en el que el fragmento de al menos 20 pb es de doble cadena. 

15. El método de la reivindicación 13 o 14, en el que el oligo de unión comprende un fragmento lineal de ADN de doble 
cadena, opcionalmente en el que el fragmento lineal de ADN de doble cadena no comprende un casete de selección. 25 

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13-15, en el que el oligo de unión es de aproximadamente 50 pb a 
aproximadamente 400 pb, opcionalmente en el que el oligo de unión es de aproximadamente 100 pb a 
aproximadamente 300 pb. 

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-16, en el que el espaciador está entre aproximadamente 20 pb y 
aproximadamente 120 pb; y/o el oligo de unión se ensambla al primer ácido nucleico y el segundo ácido nucleico en la 30 
misma reacción o el oligo de unión se ensambla con el primer ácido nucleico y el segundo ácido nucleico 
secuencialmente. 

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 17, en el que la etapa (a) comprende, además: 

(i) poner en contacto el segundo ácido nucleico con un segundo agente de nucleasa, en el que el segundo agente de 
nucleasa escinde al segundo ácido nucleico para producir un segundo ácido nucleico digerido que comprende una 35 
secuencia de nucleótidos que es complementaria a la segunda secuencia complementaria del oligo de unión, en el que 
el primer ácido nucleico digerido se ensambla con el segundo ácido nucleico digerido; o 

(ii) poner en contacto el segundo ácido nucleico con una enzima de restricción o meganucleasa, en el que la enzima de 
restricción o la meganucleasa escinde el segundo ácido nucleico para producir un segundo ácido nucleico digerido que 
comprende una secuencia de nucleótidos que es complementaria a la segunda secuencia complementaria en el oligo de 40 
unión en el que el primer ácido nucleico digerido se ensambla al segundo ácido nucleico digerido. 

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-18, en el que al menos un agente de nucleasa comprende la 
proteína Cas y el ARNg, en el que la proteína Cas es una proteína Cas9, en el que el ARNg comprende una secuencia 
de ácido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas 
(CRISPR) (ARNcr) y un ARN de CRISPR que se activa en forma trans (ARNcrtra), y en el que el primer sitio objetivo 45 
está flanqueado inmediatamente por una secuencia de un motivo adyacente protoespaciador (PAM), opcionalmente en 
el que la proteína Cas9 comprende un dominio RuvC y un dominio HNH, al menos uno de los cuales carece de actividad 
endonucleasa. 

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-19, en el que el primer ácido nucleico, el segundo ácido nucleico o 
ambos ácidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial bacteriano; y/o el primer ácido nucleico, el segundo ácido 50 
nucleico o ambos ácidos nucleicos comprenden un ADN humano, un ADN de roedor, un ADN sintético o una 
combinación de los mismos. 
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21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en el que el primer ácido nucleico, el segundo ácido nucleico o 
ambos ácidos nucleicos son de al menos 10 kb. 
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