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DESCRIPCION
Montaje de ADN mediado por nucleasas
Como archivo de texto a través de la red EFS

La copia oficial del listado de secuencias se envia electronicamente 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
un tamafo de 66 KB, y se presenta al mismo tiempo con la memoria descriptiva. El listado de secuencias contenido en
este documento con formato ASCIl es parte de la memoria descriptiva y se incorpora aqui como referencia en su
totalidad.

Antecedentes

Histéricamente, la extensién de solapamiento podria usarse como un medio para sintetizar moléculas de ADN de
cadena doble mas grandes, particularmente genes, a partir del solapamiento de oligonucledtidos sintéticos. Sin
embargo, estos métodos no podrian combinar eficazmente grandes moléculas de ADN de manera rapida. Ademas, la
combinacidn especifica del sitio de &cidos nucleicos grandes que usan secuencias solapantes a menudo esta limitada
por la disponibilidad de secuencias solapantes en la posicion deseada en los &cidos nucleicos a combinar. Las enzimas
de nucleasa modificadas disefiadas para secuencias de ADN especificas objetivo han atraido la atencion como
herramientas poderosas para la manipulacién genética que permite la eliminacién, el reemplazo y la reparacion de
genes objetivo, asi como la insercién de secuencias exégenas. Sin embargo, las tecnologias existentes adolecen de
una precision limitada, lo que puede conducir a efectos imprevistos fuera del objetivo y a reacciones de varias etapas
gue consumen tiempo.

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

Sumario

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

En algunos de los métodos, la etapa (a) comprende ademas poner en contacto el segundo acido nucleico con un
segundo agente de nucleasa, donde el segundo agente de nucleasa escinde el segundo acido nucleico en un segundo
sitio objetivo para producir un segundo &cido nucleico digerido con la secuencia final solapante, y en donde el segundo
acido nucleico de la etapa (b) es el segundo acido nucleico digerido. En algunos de los métodos, al menos dos acidos
nucleicos son de cadena doble. En algunos de los métodos, la secuencia final solapante varia de 20 pb a 200 pb de
longitud.

En algunos de los métodos, al menos uno del primer o segundo agente de nucleasa comprende una proteina Cas y un
ARN guia (ARNg) (complejo de ARNg-Cas) que se dirige al primer o al segundo sitio objetivo. Por ejemplo, la proteina
Cas puede ser una proteina Cas9. La proteina 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
acido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindrémicas 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, el agente de nucleasa comprende una nucleasa de dedo de zinc o una nucleasa efectora similar al
activador de la transcripcion (TALEN).

En algunos de los métodos, el primer acido nucleico, el segundo &acido nucleico o ambos acidos nucleicos se derivan de
un cromosoma artificial bacteriano. EI cromosoma artificial bacteriano puede comprender un ADN humano, un ADN de
roedor, un ADN sintético o una combinacién de los mismos. El cromosoma atrtificial bacteriano puede comprender una
secuencia humana.

Los métodos divulgados aqui incluyen un método para ensamblar dos o mas acidos nucleicos, que comprende: (a)
poner en contacto un primer acido nucleico con al menos un agente de nucleasa, donde al menos un agente de
nucleasa comprende una proteina Cas y un ARN guia (ARNg) (complejo de ARNg-Cas), una nucleasa de dedo de zinc
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0 una nucleasa efectora similar a un activador de transcripcion (TALEN), donde al menos un agente de nucleasa
escinde el primer acido nucleico en un primer sitio objetivo para generar un primer acido nucleico digerido; (b) poner en
contacto el primer acido nucleico digerido con un segundo acido nucleico, un oligo de unién y una exonucleasa, en el
que el oligo de union comprende: (i) una primera secuencia complementaria que es complementaria al primer acido
nucleico digerido; (ii) un espaciador; y (iii) una segunda secuencia complementaria que es complementaria al segundo
acido nucleico; en el que la exonucleasa expone la primera y la segunda secuencias complementarias; y (c) ensamblar
el oligo de unioén con el primer acido nucleico digerido y el segundo acido nucleico.

También se divulga un método para ensamblar al menos dos acidos nucleicos, que comprende: (a) poner en contacto
un primer acido nucleico con un primer agente de nucleasa y un segundo agente de nucleasa para producir un primer
acido nucleico digerido, en el que el primer agente de nucleasa genera una muesca en una primera cadena del primer
acido nucleico en un primer sitio objetivo, y el segundo agente de nucleasa genera una muesca en una segunda cadena
del primer &cido nucleico en un segundo sitio objetivo, para producir un primer acido nucleico digerido que comprende
una secuencia sobresaliente 5' 0 3' en uno de sus extremos; (b) hibridar el primer &cido nucleico digerido y un segundo
acido nucleico que comprende una secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' o 3'; y (c) ligar el primer
acido nucleico digerido y el segundo &cido nucleico. En algunos de los métodos, la etapa (b) comprende adicionalmente
extender el extremo 3' de la primera cadena usando la segunda cadena como una plantilla y extender el extremo 3' de la
segunda cadena basandose en la primera cadena como plantilla. En algunos de los métodos, el primer sitio objetivo
esté 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 proteina Cas9 y un
ARN guia (ARNg) (complejo de ARNg-Cas) que elige como blanco al primer o al segundo sitio objetivo. El ARNg puede
comprender una secuencia de &cido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindromicas 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 esta flanqueado por una secuencia del
motivo adyacente protoespaciador (PAM). La proteina Cas9 puede comprender un dominio RuvC y un dominio HNH,
uno de los cuales carece de actividad endonucleasa.

En algunos de los métodos, el segundo acido nucleico no comprende la secuencia complementaria a la secuencia
sobresaliente 5' 0 3' del primer &cido nucleico digerido, y la etapa (a) comprende ademas poner en contacto el primer
acido nucleico digerido y el segundo acido nucleico digerido con un oligo de unién, en el que el oligo de unidn
comprende: (i) una primera secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' 0 3' del primer &cido nucleico
digerido; y (ii) una segunda secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' 0 3' del segundo acido nucleico
digerido. En algunos métodos, el primero, el segundo o ambos acidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial
bacteriano. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender un ADN humano, un ADN de roedor, un ADN sintético
0 una combinacién de los mismos. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender una secuencia de
polinucleétidos humanos. En algunos métodos, el segundo &cido nucleico comprende un cromosoma artificial
bacteriano.

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

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

En algunos métodos, al menos un agente de nucleasa esta disefiado para escindir un fragmento de al menos 20 pb del
extremo del primer acido nucleico en el que se producird el ensamblaje sin problemas, en el que el espaciador del oligo
de union comprende una secuencia idéntica al fragmento de al menos 20 pb, en el que no estan presentes bases de
acido nucleico entre la primera secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, y no hay bases de acido
nucleico entre la segunda secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, de manera que el ensamblaje
del primer acido nucleico digerido con el oligo de unién y el segundo &cido nucleico reconstituye el fragmento de al
menos 20 pb y ensambla en forma continua el primer acido nucleico y el segundo acido 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 acido nucleico como secuencia espaciadora. En algunos métodos, el oligo de union es
de aproximadamente 50 pb a aproximadamente 400 pb, opcionalmente en el que el oligo de unién es de
aproximadamente 100 pb a aproximadamente 300 pb. En algunos métodos, el espaciador comprende de
aproximadamente 20 pb a aproximadamente 120 pb. En algunos métodos, el segundo acido nucleico se pone en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2666 179 T3

contacto con un segundo agente de nucleasa, donde el segundo agente de nucleasa escinde el segundo acido nucleico
para producir un segundo acido nucleico digerido que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria
a la segunda secuencia complementaria del oligo de unién, donde el primer acido nucleico digerido se ensambla al
segundo acido nucleico digerido. En algunos métodos, el segundo acido nucleico se pone en contacto con una enzima
de restricciébn o meganucleasa, en el que la enzima de restriccion o meganucleasa escinde el segundo acido nucleico
para producir un segundo acido nucleico digerido que comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria
a la segunda secuencia complementaria en el oligo de unién, en donde el primer acido nucleico digerido se ensambla al
segundo acido nucleico digerido. En algunos métodos, el extremo 3' del primer y/o el segundo acidos nucleicos
digeridos se extiende en la etapa (b). El oligo de union se puede ensamblar a dicho primer acido nucleico y dicho
segundo acido nucleico en la misma reaccion o secuencialmente. En algunos métodos, el primer, el segundo, o ambos
acidos 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 combinacién de los mismos.

En algunos de los métodos, al menos un agente de nucleasa o un segundo agente de nucleasa comprende una
proteina Cas y un ARN guia (ARNg) (complejo de ARNg-Cas) que elige como blanco al primer o al segundo sitio
objetivo. Por ejemplo, la proteina Cas puede ser una proteina Cas9. La proteina 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 acido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindromicas 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
nucleasa comprende una nucleasa de dedo de zinc o una nucleasa efectora similar al activador de transcripcion
(TALEN).

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

Se proporcionan ademas métodos para ensamblar dos 0 mas acidos nucleicos, que comprenden: (a) poner en contacto
un primer &cido nucleico con al menos un agente de nucleasa para generar un primer acido nucleico digerido; (b) poner
en contacto un segundo acido nucleico con un segundo agente de nucleasa para generar un segundo acido nucleico
digerido; (c) poner en contacto el primer &cido nucleico digerido y el segundo &cido nucleico digerido con un oligo de
unién y una exonucleasa, donde el oligo de union comprende: (i) una primera secuencia complementaria que es
complementaria al primer &cido nucleico digerido; (ii) un espaciador; y (iii) una segunda secuencia complementaria que
es complementaria al segundo &cido nucleico digerido; en el que la exonucleasa expone la primera y la segunda
secuencias complementarias; y (d) ensamblar el oligo de unién con el primer &cido nucleico digerido y el segundo acido
nucleico.

Se proporcionan en el presente documento métodos para ensamblar &cidos nucleicos que tienen secuencias
solapantes. Dichos métodos comprenden un método para ensamblar al menos dos fragmentos de acido nucleico, que
comprende (a) poner en contacto un primer y un segundo acidos nucleicos que comprenden secuencias solapantes con
al menos un complejo de ARNg-Cas y una exonucleasa, generando de este modo dos fragmentos de acido nucleico
digeridos que comprenden secuencias complementarias en uno de sus extremos; (b) ensamblar los dos fragmentos de
acido nucleico generados a partir de la etapa (a). En algunos métodos, al menos un complejo de ARNg-Cas escinde el
primer acido nucleico en un primer sitio objetivo para producir un primer acido nucleico digerido que comprende
secuencias finales complementarias entre el primer acido nucleico digerido y el segundo acido nucleico. En ciertos
métodos, la etapa (b) comprende, ademas: (i) hibridar las secuencias complementarias expuestas; (ii) extender los
extremos 3' de las secuencias complementarias hibridadas; y (iii) ligar el primer y el segundo acido nucleico. En algunos
métodos, la etapa (a) comprende ademas poner en contacto el segundo acido nucleico con un segundo complejo de
ARNg-Cas, donde el segundo acido nucleico no comprende la secuencia final solapante, y el segundo complejo de
ARNg-Cas escinde el segundo acido nucleico para producir un segundo acido nucleico digerido que comprende las
secuencias finales solapantes entre el primer acido nucleico digerido y el segundo acido nucleico digerido. Por ejemplo,
el complejo de ARNg-Cas comprende una proteina Cas9. La proteina 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
superposicion varia de 20 pb a 200 pb de longitud. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el
primero, el segundo, o ambos acidos 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 combinacién de
los mismos. El cromosoma artificial bacteriano puede comprender una secuencia humana.

Los métodos proporcionados también incluyen un método para ensamblar dos 0 mas fragmentos de acido nucleico, que
comprende: (&) exponer un primer y un segundo acido nucleico a al menos un complejo de ARNg-Cas para generar un
primer y un segundo &cidos nucleicos digeridos que comprenden una secuencia sobresaliente 5' 0 3' en uno de sus
extremos; (b) ensamblar los dos fragmentos de acido 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 acido
nucleico digerido y el segundo acido 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 ademas extender el
extremo 3' del primer y el segundo acidos nucleicos digeridos. En algunos métodos, el segundo acido nucleico no
comprende una secuencia complementaria a la secuencia sobresaliente 5' o 3' del primer acido nucleico digerido, y la
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etapa (a) comprende ademas poner en contacto el primer acido nucleico digerido y el segundo acido nucleico digerido
con un oligo de unién, en el que el oligo de unién comprende: (i) una primera secuencia complementaria a la secuencia
sobresaliente 5' o 3' del primer acido nucleico digerido; y (ii) una segunda secuencia complementaria a la secuencia
sobresaliente 5' 0 3' del segundo acido nucleico digerido. En algunos métodos, el complejo de proteina ARNg-Cas
comprende una proteina Cas9 que comprende un dominio RuvC y un dominio HNH, uno de los cuales carece de
actividad endonucleasa. En algunos métodos, el complejo de ARNg-Cas se proporciona por separado como ARNcr,
ARNcrtra y proteina Cas. En algunos métodos, el primer y el segundo acidos nucleicos comprenden una secuencia del
motivo adyacente protoespaciador (PAM). En algunos métodos, el primero, el segundo o ambos acidos 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 combinacion de los mismos. Por ejemplo, el cromosoma
artificial bacteriano puede comprender una secuencia de polinucleétido humano.

Se proporcionan ademas métodos para ensamblar dos 0 mas acidos nucleicos, que comprenden: (a) poner en contacto
un primer acido nucleico con al menos un complejo de ARNg-Cas para generar un primer acido nucleico digerido; y (b)
poner en contacto el primer &cido nucleico digerido con un segundo acido nucleico, un oligo de unién y una
exonucleasa, en el que el oligo de unién comprende: (i) una primera secuencia complementaria que es complementaria
al primer acido nucleico digerido; (ii) un espaciador; y (iii) una segunda secuencia complementaria que es
complementaria al segundo acido nucleico; en el que la exonucleasa expone la primera y la segunda secuencias
complementarias; y (c) ensamblar el oligo de unién con el primer acido nucleico digerido y el segundo acido nucleico. En
algunos métodos, la etapa de ensamblaje (c) comprende (i) hibridar la primera secuencia complementaria del oligo de
unién con el primer acido nucleico digerido y la segunda secuencia complementaria del oligo de unién con el segundo
acido nucleico; y (ii) ligar el oligo de union al primer &cido nucleico digerido y el segundo acido nucleico. En algunos
métodos, la primera secuencia complementaria y la segunda secuencia complementaria del oligo de unién comprenden
entre 15 y 120 bases complementarias. En algunos métodos, el espaciador del oligo de uniébn comprende acidos
nucleicos no complementarios.

Usando el oligo de unién, el primer acido nucleico digerido se puede ensamblar sin problemas con el segundo acido
nucleico. En algunos métodos, el complejo de ARNg-Cas esta disefiado para escindir un fragmento de al menos 20 pb
del extremo del primer acido nucleico en el que se producira el ensamblaje perfecto, en el que el espaciador del oligo de
uniéon comprende una secuencia idéntica a dicho fragmento de al menos 20 pb, en el que no hay bases de acido
nucleico entre la primera secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, y no hay bases de &cido nucleico
entre la segunda secuencia complementaria y el fragmento de al menos 20 pb, de modo que el ensamblaje de dicho
primer &cido nucleico con dicho oligo de union y dicho segundo acido nucleico reconstituye el fragmento de al menos 20
pb y ensambla sin problemas el primer y el segundo acido nucleico. En algunos métodos, se realiza el mismo método
con un fragmento de al menos 20 pb del segundo acido nucleico como secuencia espaciadora. En algunos métodos, el
espaciador comprende de aproximadamente 20 pb a aproximadamente 120 pb. En algunos métodos, el segundo acido
nucleico se pone en contacto con un segundo complejo de ARNg-Cas y una exonucleasa, en donde el segundo
complejo de ARNg-Cas escinde el segundo acido nucleico para producir un segundo acido nucleico digerido que
comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a la segunda secuencia complementaria del oligo de
unién, en donde el primer acido nucleico digerido se ensambla al segundo &cido nucleico digerido. En algunos métodos,
el segundo &cido nucleico se pone en contacto con una enzima de restriccibn 0 meganucleasa y una exonucleasa,
donde la enzima de restriccion o meganucleasa escinde el segundo acido nucleico para producir un segundo acido
nucleico digerido que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a la segunda secuencia
complementaria en el oligo de union, en donde el primer acido nucleico digerido se ensambla al segundo acido nucleico
digerido. En algunos métodos, el extremo 3' del primer y/o el segundo acidos nucleicos digeridos se extiende en la
etapa (b). El oligo de union se puede ensamblar a dicho primer acido nucleico y dicho segundo acido nucleico en la
misma reaccion o secuencialmente. En algunos métodos, el complejo de ARNg-Cas comprende una proteina Cas9. En
algunos métodos, el primer, el segundo, o ambos &cidos 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 combinacién de los mismos.

Breve descripcién de los dibujos

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

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 aqui tomo6 2 dias.

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

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

La Fig. 5 muestra la construccién 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 mas oligos de unién y ensamblaje isotérmico.
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La Fig. 6 muestra la estrategia para usar enlazadores (oligos de unién) para el ensamblaje sin problemas de acidos
nucleicos después de la escision de Cas9. Un complejo de ARNg/Cas9 esta disefiado para escindir un sitio objetivo
localizado 5' secuencia arriba de un area de interés (flecha) para generar un primer fragmento de ADN digerido con
Cas9 (ADN 5. La porcién eliminada del ADN 5' (caja cortada) se usa luego como un espaciador entre las secuencias
superpuestas 5'y 3' en un oligo de unién. Se ensamblan tres componentes en la reaccién de ensamblaje isotérmico: (a)
un primer fragmento de ADN digerido con Cas9 (ADN 5'); (b) un oligo de unién; y (c) un segundo fragmento de ADN
(ADN 3"). El oligo de unién comprende desde 5' hasta 3" (1) una secuencia de solapamiento con ADN 5', (2) un
espaciador que contiene la porcion suprimida del primer fragmento digerido y (3) una secuencia de solapamiento con
ADN 3'. La porcién eliminada del ADN 5' se reconstituye durante la etapa de ensamblaje.

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

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

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

La Fig. 10 muestra la confirmacion de la secuencia de ensamblaje sin problemas a través de ambas uniones de la
reaccion 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 confirmacion de secuencia del ensamblaje sin problemas en el enlazador 1, y la confirmacién de
secuencia del ensamblaje que fue intencionalmente sin problemas en el enlazador 2 y el enlazador 3.

La Fig. 13 muestra la insercion de grandes fragmentos de genes humanos en un mBAC utilizando cuatro enlazadores y
un ensamblaje isotérmico. Cas9 escindi6 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 insercion de la secuencia humana en un vector BAC usando Cas9 y ensamblaje isotérmico.

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

La Fig. 16 ilustra un ejemplo de humanizacion directa de un vector de direccionamiento usando tres oligos de union,
Cas9 y ensamblaje isotérmico.

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

La Fig. 18 ilustra un ejemplo de introduccion de una mutacién 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 unidn y ensamblaje isotérmico.

Descripcion detallada
|. Definiciones

Los términos "proteina”, "polipéptido" y "péptido"”, usados indistintamente en la presente memoria, incluyen formas
poliméricas de aminoacidos de cualquier longitud, que incluyen aminoacidos codificados y no codificados y aminoacidos
modificados quimica o bioquimicamente o que forman derivados. Los términos también incluyen polimeros que se han
modificado, tales como polipéptidos que tienen cadenas principales de péptidos modificados.

Los términos "acido nucleico" y "polinucleétido”, usados indistintamente en la presente memoria, incluyen formas
poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, que incluyen ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos o analogos o
versiones modificadas de los mismos. Incluyen ADN o ARN de cadena sencilla, doble y cadenas mdltiples, ADN
gendmico, ADNc, hibridos de ADN-ARN y polimeros que comprenden bases de purina, bases de pirimidina u otras
bases nucleotidicas naturales, modificadas quimicamente, modificadas bioquimicamente, no naturales o que forman
derivados.

La "optimizacion de codones" generalmente incluye un proceso de modificacion de una secuencia de acido nucleico
para expresion mejorada en células huésped particulares mediante la sustitucién de al menos un codén de la secuencia
nativa por un codon que se usa con mas frecuencia o mas frecuentemente en los genes de la célula huésped, aunque
se mantiene la secuencia de aminoacidos nativa. Por ejemplo, un acido nucleico que codifica una proteina Cas puede
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modificarse para sustituir codones que tienen una mayor frecuencia de uso en una célula procariota o eucariética dada,
incluyendo una célula bacteriana, una célula de levadura, una célula humana, una célula no humana, una célula de
mamifero, una célula de roedor, una célula de raton, una célula de rata, una célula de hamster, o cualquier otra célula
huésped, en comparacion con la secuencia de acido nucleico natural. Las tablas de uso de codones estan disponibles,
por ejemplo, en la "Codon Usage Database". Estas tablas se pueden adaptar de varias maneras. Véase Nakamura et al.
(2000) Nucleic Acids Research 28: 292. Los algoritmos informaticos para la optimizacién de codones de una secuencia
particular para la expresion en un huésped particular también estan disponibles (véase, por ejemplo, Gene Forge).

"Enlace operable" o estar "operativamente enlazado" incluye yuxtaposicién de dos o mas 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 funciéon que se ejerce sobre al menos uno de
los otros componentes. Por ejemplo, un promotor puede enlazarse operativamente a una secuencia codificante si el
promotor controla el nivel de transcripcion de la secuencia codificante en respuesta a la presencia o ausencia de uno o
mas factores reguladores transcripcionales.

"Complementariedad" de &cidos nucleicos significa que una secuencia de nucle6tidos en una cadena de &cido nucleico,
debido a la orientacién de sus grupos nucleobases, forma enlaces de hidrégeno con otra secuencia en una cadena de
acido nucleico opuesta. Las bases complementarias en el ADN son tipicamente A con Ty C con G. En el ARN, son
tipicamente C con G y U con A. La complementariedad puede ser perfecta o sustancial/suficiente. La
complementariedad perfecta entre dos acidos nucleicos significa que los dos acidos nucleicos pueden formar un diplex
en el que cada base en el duplex 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
perfectamente complementaria a una secuencia en una cadena opuesta, pero que se produce una unién suficiente entre
bases en las dos cadenas para formar un complejo hibrido estable en conjunto con las condiciones de hibridacion (p. €j.,
concentracién salina y temperatura). Tales condiciones pueden predecirse usando las secuencias y célculos
matematicos estandar para predecir la Tm de cadenas hibridadas, o mediante la determinacién empirica de Tm usando
métodos rutinarios. La Tm incluye la temperatura a la que se desnaturaliza 50% de una poblacién de complejos de
hibridacion formados entre dos cadenas de acido nucleico. A una temperatura por debajo de la Tm, se favorece la
formacion de un complejo de hibridacion, mientras que, a una temperatura superior a la Tm, se favorece la fusion o la
separacion de las cadenas en el complejo de hibridacién. La Tm puede estimarse para un acido nucleico que tiene un
contenido de G + C conocido en una solucidn acuosa de NaCl 1 M utilizando, por ejemplo, Tm =81,5 + 0,41 (% de G +
C), aunque otros calculos de Tm conocidos tienen en cuenta caracteristicas estructurales del &cido nucleico.

La "condicién de hibridacién" incluye el entorno acumulativo en el que una cadena de &cido nucleico se une a una
segunda cadena de acido nucleico mediante interacciones de cadena complementaria y enlaces de hidrogeno para
producir un complejo de hibridacion. Tales condiciones incluyen los componentes quimicos y sus concentraciones (por
ejemplo, sales, agentes quelantes, formamida) de una solucién acuosa u organica que contiene los acidos nucleicos, y
la temperatura de la mezcla. Otros factores, como la duracion del tiempo de incubacion o las dimensiones de la cAmara
de reaccion pueden contribuir al entorno. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
2a ed., paginas 1.90-1.91, 9.47-9.51, 11.47-11.57 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

La hibridacién requiere que los dos &cidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque son posibles
faltas de coincidencia entre las bases. Las condiciones apropiadas para la hibridacién entre dos &cidos nucleicos
dependen de la longitud de los acidos nucleicos y del grado de complementacion, variables bien conocidas en la
técnica. Cuanto mayor es el grado de complementacion entre dos secuencias de nucleétidos, mayor es el valor de la
temperatura de fusiéon (Tm) para los hibridos de acidos nucleicos que tienen esas secuencias. Para hibridaciones entre
acidos nucleicos con tramos cortos de complementariedad (por ejemplo, complementariedad mayor a 35 o menos, 30 o
menos, 25 o0 menos, 22 0 menos, 20 0 menos, 0 18 0 menos nucledtidos), la posicién de las faltas de coincidencia se
vuelve importante (véase Sambrooket al., citado anteriormente, 11.7-11.8). Tipicamente, la longitud para un acido
nucleico hibridable es al menos aproximadamente de 10 nucle6tidos. Las longitudes minimas ilustrativas para un acido
nucleico hibridable incluyen al menos aproximadamente 15 nucledtidos, al menos aproximadamente 20 nucledtidos, al
menos aproximadamente 22 nucleétidos, al menos aproximadamente 25 nucle6tidos y al menos aproximadamente 30
nucledtidos. Ademas, la temperatura y la concentracion salina de la solucion de lavado pueden ajustarse segin sea
necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la regiéon de complementacion y el grado de
complementacion.

La secuencia del polinucledtido no necesita ser 100% complementaria a la de su acido nucleico objetivo para ser
especificamente hibridable. Ademas, un polinucleétido puede hibridarse sobre uno o0 mas segmentos de manera que los
segmentos intermedios 0 adyacentes no estan implicados en el evento de hibridacion (por ejemplo, una estructura de
bucle o estructura en horquilla). Un polinucleétido (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 region
objetivo dentro de la secuencia de acido nucleico objetivo a la cudl ellos apuntan. Por ejemplo, un ARNg en el que 18 de
20 nucleétidos son complementarios a una regién objetivo, y por lo tanto hibridarian especificamente, representaria un
90% de complementariedad. En este ejemplo, los nucledtidos no complementarios restantes pueden estar agrupados o
intercalados con nucle6tidos complementarios y no necesitan ser contiguos entre si o con nucleétidos complementarios.

El porcentaje de complementariedad entre tramos particulares de secuencias de acidos nucleicos dentro de acidos
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nucleicos se puede determinar rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de busqueda de alineacion local
basica) 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, Version
8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison, WI), usando la configuracion
predeterminada, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482-489).

Los métodos y composiciones proporcionados aqui emplean una variedad de diferentes componentes. Se reconoce en
toda la descripcién que algunos componentes pueden tener variantes activas y fragmentos. Dichos componentes
incluyen, por ejemplo, proteinas Cas, ARN de CRISPR, ARNcrtra y ARN guia. La actividad biol6gica 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 polinucleétidos o polipéptidos hace
referencia a los residuos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para correspondencia maxima sobre
una ventana de comparacion especificada. Cuando se usa un porcentaje de identidad de secuencia en referencia a
proteinas, se reconoce que las posiciones de los residuos que no son idénticas a menudo difieren por sustituciones
conservadoras de aminoacidos, donde los residuos de amino&cidos se sustituyen por otros residuos de aminoacidos
con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad) y por lo tanto no cambian las propiedades
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 sustitucién. Se dice
gue 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. Tipicamente, esto implica calificar
una sustituciéon conservadora como una falta de coincidencia parcial en lugar de completa, aumentando asi el
porcentaje de identidad de secuencia. Asi, por ejemplo, cuando un aminoécido idéntico recibe una puntuacion de 1y
una sustitucion no conservadora recibe una puntuacion de cero, una sustitucion conservadora recibe una puntuacion
entre cero y 1. La puntuacion de las sustituciones conservadoras se calcula, por ejemplo, como se implemento en el
programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View, California).

"Porcentaje de identidad de secuencia" incluye el valor determinado comparando dos secuencias Optimamente
alineadas sobre una ventana de comparacion, donde la porcién de la secuencia de polinucleétidos en la ventana de
comparacion puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, espacios) en comparacion con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones o eliminaciones) para la alineacién 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje
se calcula determinando el nimero de posiciones en las que la base de acido nucleico o residuo de aminoacido idéntico
se produce en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de
posiciones coincidentes por el numero total de posiciones en la ventana de comparacion 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 Version 10 de GAP usando los siguientes parametros: % de identidad y % de similitud para una secuencia de
nucleétidos usando ponderacién GAP de 50 y ponderacion de longitud de 3, y la matriz de puntuacion nwsgapdna.cmp;
% de identidad y % de similitud para una secuencia de aminoacidos usando ponderacion GAP de 8 y ponderacion de
longitud de 2, y la matriz de puntuacién BLOSUM62; o cualquier programa equivalente del mismo. "Programa
equivalente" incluye cualquier programa de comparacion de secuencias que, para cualquiera de las dos secuencias en
cuestiéon, genere una alineacién que tenga coincidencias idénticas de residuos de nucledtidos o aminoacidos y una
identidad de secuencia porcentual idéntica cuando se compara con la alineacion correspondiente generada por la
Version 10 de GAP.

Las composiciones o métodos que "comprenden” o "incluyen" uno o mas elementos mencionados pueden incluir otros
elementos que no se mencionan especificamente. Por ejemplo, una composicién que "comprende” o "incluye" una
proteina puede contener la proteina sola 0 en combinacion con otros ingredientes.

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

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

Las formas singulares de los articulos "un”, "uno, una" y "el, Ia" incluyen referencias en plural a menos que el contexto
indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "una proteina Cas" o "al menos una proteina Cas" puede incluir
una pluralidad de proteinas Cas, que incluyen mezclas de las mismas.

Il. General

Los métodos tradicionales de ensamblaje de &acidos nucleicos emplean etapas que consumen mucho tiempo de
digestién enzimatica convencional con enzimas de restriccion, clonacion de los acidos nucleicos y acidos nucleicos
ligantes juntos (véanse la Figura 3 y la Figura 4 para una ilustracion de los métodos tradicionales y la linea de tiempo).
Estos métodos se vuelven mas dificiles 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 guia y nucleasas Cas9) para convertir los acidos nucleicos en una forma adecuada para uso en reacciones de
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ensamblaje rapido.

Se proporcionan aqui métodos para ensamblar al menos dos acidos nucleicos usando agentes de nucleasa dirigidos a
sitios objetivo especificos, tales como por ARN guia (ARNg) (por ejemplo, proteina Cas dirigida a sitios objetivo
especificos por ARN guia (ARNg)). Los agentes de nucleasa dirigidos al sitio, por ejemplo, proteinas Cas dirigidas por
ARN guia, permiten una combinacién rapida y eficiente de acidos nucleicos seleccionando y manipulando las
secuencias finales generadas por su actividad de endonucleasa. Los métodos proporcionados en la presente memoria
combinan un primer polinucleétido con un agente de nucleasa (por ejemplo, un complejo de ARNg-Cas) especifico para
un sitio objetivo deseado y una exonucleasa. El sitio objetivo se puede elegir de manera que cuando la nucleasa
escinde el acido nucleico, los extremos resultantes creados por la escisién tengan regiones complementarias a los
extremos del segundo &cido nucleico (por ejemplo, extremos superpuestos). Estos extremos complementarios se
pueden ensamblar para producir un tnico acido nucleico ensamblado. Debido a que el agente de nucleasa (por ejemplo,
el complejo de ARNg-Cas) es especifico para un sitio objetivo individual, el presente método permite la modificacién de
acidos 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 rapidos y eficientes
especialmente disefiados para combinar extremos de &cido nucleico solapantes generados por escision de nucleasa o
disefiados y sintetizados para la reacciéon de ensamblaje. Por ejemplo, seleccionando un agente de nucleasa (p. €j., un
complejo de ARNg-Cas) especifico para un sitio objetivo de forma que, en la escision, se producen secuencias finales
complementarias a las de un segundo acido nucleico, se puede usar un ensamblaje isotérmico para ensamblar el acido
nucleico digerido resultante. Por lo tanto, seleccionando &cidos nucleicos y agentes de nucleasa (por ejemplo,
complejos de ARNg-Cas) que dan como resultado superposicion de secuencias finales, los &cidos nucleicos se pueden
ensamblar por métodos combinatorios rapidos para producir el acido nucleico ensamblado final de una manera rapida y
eficiente. Alternativamente, los acidos nucleicos que no tienen extremos complementarios se pueden ensamblar con
oligos de unién disefiados para tener extremos complementarios para cada acido nucleico. Usando los oligos de union,
dos o mas acidos nucleicos se pueden ensamblar en forma continua, reduciendo de este modo las secuencias
innecesarias en el acido nucleico ensamblado resultante.

lll. Agente de nucleasa

Los presentes métodos emplean un agente de nucleasa para la escision de polinucleotidos dirigida al sitio.
Especificamente, la escisibn por endonucleasa de polinucledtidos en un sitio objetivo identificado produce un
polinucleétido digerido con extremos que luego se pueden unir a un segundo polinucleétido para ensamblar dos 0 mas
polinucleétidos de una manera especifica del sitio.

"Agente de nucleasa" incluye moléculas que poseen actividad para la escisién 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, proteinas 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 disefiarse para especificidad en la escision en un sitio
objetivo dado. Por ejemplo, los agentes de nucleasa pueden seleccionarse para la escision en un sitio objetivo que crea
extremos solapantes entre el polinucleétido escindido y un polinucleétido diferente. Los agentes de nucleasa que tienen
elementos tanto de proteina 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 proteina y ARN separados, en
cuyo caso se complejan para formar un agente de nucleasa en las mezclas de reaccién descritas aqui.

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 enddgeno (o nativo) a la célula o el sitio de reconocimiento puede ser exdgeno a la célula. En realizaciones
especificas, el sitio de reconocimiento es exdgeno a la célula y por lo tanto no se produce naturalmente en el genoma
de la célula. En aun otras realizaciones, el sitio de reconocimiento es exdégeno a la célula y a los polinucleétidos de
interés que se desea colocar en el locus objetivo. En realizaciones adicionales, el sitio de reconocimiento exégeno o
enddgeno esta presente solo una vez en el genoma de la célula huésped. En realizaciones especificas, se identifica un
sitio enddgeno o nativo que aparece solo una vez dentro del genoma. Tal sitio puede usarse luego para disefiar agentes
de nucleasa que produciran una muesca o rompimiento de la doble cadena en el sitio de reconocimiento enddgeno.

La longitud del sitio de reconocimiento puede variar, e incluye, por ejemplo, sitios de reconocimiento que son de
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 transcripcion (TALEN), o
aproximadamente 20 pb para un ARN guia 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%,
99% o0 mas de identidad de secuencia para el sitio de reconocimiento dado, donde las variantes activas retienen
actividad biolégica y, por lo tanto, son capaces de ser reconocidas y escindidas por un agente de nucleasa de una
manera especifica 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 TagMan®,
Frendewey D. et al., Methods in Enzymology, 2010, 476: 295-307).
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En realizaciones especificas, el sitio de reconocimiento se coloca dentro del polinucleétido que codifica el marcador de
seleccién. Tal posicién puede ubicarse dentro de la region de codificacion del marcador de seleccion o dentro de las
regiones reguladoras, lo que influye en la expresién del marcador de seleccion. Por lo tanto, un sitio de reconocimiento
del agente de nucleasa puede localizarse en un intrén del marcador de selecciéon, un promotor, un potenciador, una
region reguladora o cualquier regiéon que no codifica proteina del polinucleétido que codifica el marcador de seleccion.
En realizaciones especificas, una muesca o rotura de cadena doble en el sitio de reconocimiento interrumpe la actividad
del marcador de selecciéon. Se conocen métodos para ensayar la presencia 0o ausencia de un marcador de seleccién
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
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
ingenieria genética. Un "agente de nucleasa modificado por ingenieria genética" comprende una nucleasa que esta
modificada por ingenieria genética (modificada o derivada) a partir de su forma nativa para reconocer e inducir
especificamente una muesca o rompimiento de cadena doble en el sitio de reconocimiento deseado. De este modo, un
agente de nucleasa modificado por ingenieria genética puede derivarse de un agente de nucleasa nativo que se
produce de manera natural o puede crearse o sintetizarse artificialmente. La modificacién del agente de nucleasa puede
ser tan pequefia como un aminoacido en un agente de escision de proteinas o un nucleétido en un agente de escision
de &cidos 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
reconocida por un agente de nucleasa nativo (no alterado o no modificado). La produccion de una muesca o
rompimiento de cadena doble en un sitio de reconocimiento u otro ADN se puede denominar aqui "corte" o "escision”
del sitio de reconocimiento u otro ADN.

Estos rompimientos pueden ser reparados por la célula en una de dos formas: unién del extremo no homélogo y
reparacion dirigida por homologia (recombinacion homéloga). En la unién del extremo no homélogo (NHEJ), los
rompimientos de cadena doble se reparan por ligadura directa de los extremos de rompimiento entre si. Como tal, no se
inserta ningin nuevo material de acido nucleico en el sitio, aunque se puede perder algo de material de acido nucleico,
dando como resultado una eliminacion. En la reparacion dirigida por homologia, puede usarse un polinucleétido donador
con homologia con la secuencia de ADN objetivo escindida como molde para la reparacion de la secuencia de ADN
objetivo escindida, dando como resultado la transferencia de informacion genética desde el polinucleétido donante al
ADN objetivo. Por lo tanto, se puede insertar/copiar nuevo material de acido nucleico en el sitio. Las modificaciones del
ADN objetivo debido a NHEJ y/o la reparacion dirigida por homologia se pueden usar para la correcciéon de genes,
reemplazo de genes, marcacion de genes, insercion de transgenes, eliminacion de nucle6tidos, rompimiento de genes,
mutacion genética, etc.

En una realizacion, el agente de nucleasa es una nucleasa efectora similar al activador de la transcripcion (TALEN). Las
nucleasas efectoras TAL son una clase de nucleasas especificas de secuencia que se pueden usar para producir
rompimientos de cadena doble en secuencias objetivo especificas en el genoma de un organismo procariota o
eucariota. Las nucleasas efectoras TAL se crean fusionando un efector similar al activador de transcripcion (TAL) nativo
o modificado, o parte funcional del mismo, al dominio catalitico de una endonucleasa, tal como, por ejemplo, Fokl. El
unico dominio de union de ADN efector TAL modular, permite el disefio de proteinas con potencialmente cualquier
especificidad de reconocimiento de ADN dada. De este modo, los dominios de union a ADN de las nucleasas efectoras
TAL se pueden modificar por ingenieria genética para reconocer sitios objetivo especificos 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)
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 Al, 2011/0269234 Al, 2011/0145940 Al,
2003/0232410 A1, 2005/0208489 A1, 2005/0026157 Al, 2005/0064474 Al, 2006/0188987 Al y 2006/0063231 Al. En
diversas realizaciones, las nucleasas efectoras TAL se modifican genéticamente para cortar en o cerca de una
secuencia de acido nucleico objetivo, por ejemplo, en un locus gendmico de interés, en el que la secuencia de acido
nucleico objetivo esta 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 estan disefiadas especificamente para unirse a o cerca de secuencias de &cido nucleico
objetivo que se van a modificar por vectores de direccionamiento como se describe en la presente memoria.

En una realizacion, cada mondémero de TALEN comprende 33-35 repeticiones de TAL que reconocen un Unico par de
bases a través de dos residuos hipervariables. En una realizacion, el agente de nucleasa es una proteina quimérica que
comprende un dominio de unién a ADN basado en la repeticion de TAL operativamente unido a una nucleasa
independiente. En una realizacién, la nucleasa independiente es una endonucleasa Fokl. En una realizacion, el agente
de nucleasa comprende un primer dominio de unién a ADN basado en la repeticién de TAL y un segundo dominio de
unién a ADN basado en la repeticion de TAL, en el que cada uno del primer y segundo dominio de uniéon a ADN basado
en repeticién de TAL esta operativamente unido a una subunidad de nucleasa plegada, donde el primer y el segundo
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dominio de unién a ADN basado en repeticién 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 Fokl 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
comprender ademas una nucleasa de dedo de zinc (ZFN). En una realizacion, cada monémero de la ZFN comprende 3
0 més dominios de unién a ADN basados en dedos de zinc, en donde cada dominio de unién a ADN basado en dedos
de zinc se une a un subsitio de 3 pb. En otras realizaciones, la ZFN es una proteina quimérica que comprende un
dominio de unién a ADN basado en dedos de zinc operativamente unido a una nucleasa independiente. En una
realizacién, la endonucleasa independiente es una endonucleasa Fokl. En una realizacion, el agente de nucleasa
comprende un primer ZFN y un segundo ZFN, en el que cada uno del primer ZFN y el segundo ZFN esta
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 Fokl dimerizan para crear una nucleasa activa que
produce un rompimiento de cadena doble. Véase, por ejemplo, los documentos US20060246567; US20080182332;
US20020081614; US20030021776; WO/2002/057308A2; US20130123484; US20100291048; WO/2011/017293A2; y
Gaj et al. (2013) Trends in Biotechnology, 31 (7): 397-405.

En una realizacién de los métodos proporcionados en el presente documento, el agente de nucleasa comprende (a) una
proteina quimérica que comprende un dominio de union a ADN basado en dedos de zinc fusionado a una endonucleasa
Fold; o, (b) una proteina quimérica que comprende una nucleasa efectora similar al activador de la transcripcion
(TALEN) fusionada a una endonucleasa Fokl.

En aun otra realizacién, 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 coordinacion de iones metalicos y la hidrélisis de enlaces
fosfodiéster. Las HEasas son notables por sus sitios largos de reconocimiento, y por tolerar algunos polimorfismos de
secuencia en sus sustratos de ADN. Los dominios, estructura y funcién 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 expresion, las condiciones
optimas, 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:
e154; W02005105989; W02003078619; W0O2006097854; WO2006097853; WO2006097784; y W0O2004031346.

Se puede usar cualquier meganucleasa en el presente documento, incluyendo, pero sin limitarse a, I-Scel, I-Scell, |-
Scelll, I-ScelV, I-SceV, I-SceVl, I-SceVIl, I-Ceul, | -CeAllP, |-Crel, I-CrepsblP, I-CrepsblIP, I-CrepsbllIP, I-CrepsbIVP, I-
Tlil, I-Ppol, PI-Pspl, F-Scel, F-Scell, F-Suvl, F-Tevl , F-Tevll, I-Amal, I-Anil, I-Chul, I-Cmoel, I-Cpal, I-Cpall, I-Csml, I-
Cvul, I-CvuAlIP, I-Ddil, I-Ddill, I -Dirl, 1-Dmol, I-Hmul, I-Hmull, I1-HsNIP, I-L1al, I-Msol, I-Naal, I-Nanl, I-NclIP, I-NgrIP, I-
Nitl, I-Njal, I-Nsp236IP, I-Pakl, I-PbolP, I-PculP, I-PcuAl, I-PcuVl, I-PgrIP, I-PoblP, I-Porl, I-PorlIP, I-PbplIP, I-SpBetalP, |
-Scal, I-SexIP, I-SnelP, I-Spoml, 1-SpomCP, |-SpomIP, I-SpomlIP, I-SqulP, 1-Ssp6803l, I-SthPhiJP, I-SthPhiST3P, |-
SthPhiSTe3bP, |-TdelP , I-Tevl, I-Tevll, I-Tevlll, I1-UarAP, I-UarHGPAIP, I-UarHGPA13P, I-VinIP, I-ZbilP, PI-Mtul, PI-
MtuHIP PI-MtuHIIP, PI-Pful, PI- Pfull, PI-Pkol, PI-Pkoll, PI-Rma43812IP, PI-SpBetalP, PI-Scel, PI-Tful, PI-Tfull, PI-Thyl,
PI-Tlil, PI-Tlill, o cualquier variante activa o fragmento de las mismas.

En una realizacion, la meganucleasa reconoce secuencias de ADN de cadena doble de 12 a 40 pares de bases. En una
realizacién, la meganucleasa reconoce una secuencia objetivo perfectamente coincidente en el genoma. En una
realizacion, la meganucleasa es una nucleasa de inicio. En una realizacion, la nucleasa codificada por el intrén es una
familia LAGLIDADG (SEQ ID NO: 16) de nucleasa codificada por el intron. En una realizacion, la familia LAGLIDADG
(SEQ ID NO: 16) de nucleasa codificada por el intr6n se selecciona de I-Scel, I-Crel e I-Dmol.

Los agentes de nucleasa pueden comprender adicionalmente endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion),
que incluyen endonucleasas de Tipo I, Tipo Il, Tipo Il y Tipo IV. Las endonucleasas de restriccién Tipo | y Tipo Il
reconocen sitios de reconocimiento especificos, pero tipicamente escinden en una posicion variable del sitio de unién de
la nucleasa, que puede estar a cientos de pares de bases del sitio de escision (sitio de reconocimiento). En los sistemas
de Tipo I, la actividad de restriccion es independiente de cualquier actividad de metilasa, y la escision tipicamente
ocurre en sitios especificos dentro o cerca del sitio de unién. La mayoria de las enzimas Tipo Il cortan secuencias
palindrémicas, sin embargo, las enzimas Tipo lla reconocen sitios de reconocimiento no palindrémicos y se escinden
fuera del sitio de reconocimiento, las enzimas Tipo Ilb cortan secuencias dos veces con ambos sitios fuera del sitio de
reconocimiento, y las enzimas Tipo Il reconocen un sitio de reconocimiento asimétrico y escinde en un lado y a una
distancia definida de aproximadamente 1-20 nucleétidos desde el sitio de reconocimiento. Las enzimas de restriccion
tipo IV se dirigen al ADN metilado. Las enzimas de restriccion se describen y clasifican adicionalmente, por ejemplo, en
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la base de datos REBASE (pagina 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, pags. 761-783, Eds.
Craigie y otros, (ASM Press, Washington, DC). En realizaciones especificas, se pueden seleccionar al menos dos
enzimas endonucleasas como agentes de nucleasa en donde las enzimas crean extremos adhesivos compatibles o
complementarios.

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 codon optimizado
para el tipo de célula deseado en el que se va a expresar. El sistema emplea ademas una construccion fusionada de
ARNCcr-ARNcrtra que funciona con la Cas9 de codédn optimizado. Este Unico ARN a menudo se denomina ARN guia o
ARNg. Dentro de un ARNg, la porcién de ARNcr se identifica como la 'secuencia objetivo' para el sitio de reconocimiento
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 pladsmido de expresion de ARN guia. El plasmido de expresién de ARNg comprende la secuencia objetivo (en
algunas realizaciones alrededor de 20 nucleétidos), una forma de la secuencia de ARNcrtra (el andamio) asi como un
promotor adecuado que es activo en la célula y elementos necesarios para el procesamiento apropiado en células
eucaridticas. 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 plasmido de expresion de ARNg. El casete de expresién de ARNg y el
casete de expresion 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
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 palindromicas 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 expresioén de, o que dirigen la actividad de genes Cas. Un sistema CRISPR/Cas puede ser un sistema
tipo I, un tipo Il o un tipo lll. Los métodos y composiciones divulgadas en la presente memoria emplean sistemas
CRISPR/Cas utilizando complejos CRISPR (que comprenden un ARN guia (ARNg) complejado con una proteina Cas)
para la escision dirigida al sitio de &cidos 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 participacion de la mano del hombre, tal como uno o mas
componentes del sistema que son alterados o mutados de su estado natural, al menos sustancialmente libres de al
menos otro componente con que estan naturalmente asociados en la naturaleza, o estan asociados con al menos otro
componente con el que no estan asociados de forma natural. Por ejemplo, algunos sistemas CRISPR/Cas emplean
complejos CRISPR no naturales que comprenden un ARNg y una proteina Cas que no se presentan de forma natural
juntos.

Se proporcionan también variantes activas y fragmentos de agentes de nucleasa (es decir, un agente de nucleasa
modificado por ingenieria genética). Tales variantes activas pueden comprender al menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % o mas 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 vy, por lo
tanto, retienen la actividad de induccion de muesca o rompimiento de cadena doble. Por ejemplo, cualquiera de los
agentes de nucleasa descritos en este documento puede modificarse a partir de una secuencia de endonucleasa nativa
y disefiarse 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
ingenieria 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
para la actividad de induccion 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
escision dirigida al sitio de acidos nucleicos. Especificamente, la escision de Cas de acidos nucleicos dirigida por ARNg
a un sitio objetivo identificado produce un acido nucleico digerido con extremos que luego pueden unirse a un segundo
acido nucleico para ensamblar dos o0 mas acidos nucleicos de una manera especifica del sitio.

Un "complejo de ARNg-Cas" incluye un complejo de una proteina Cas con un ARNg. EI ARNg se puede disefiar o
seleccionar para dirigir la escision de Cas a un sitio objetivo que crea extremos solapantes entre el acido nucleico
escindido y un acido nucleico diferente. El complejo de ARNg-Cas puede suministrarse con los agentes ya complejados,
0 puede suministrarse con la proteina 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 reaccion descritos en este documento.
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A. Endonucleasas guiadas por ARN de Cas

Las proteinas Cas generalmente comprenden al menos un dominio de unién o reconocimiento de ARN. Dichos dominios
pueden interactuar con los ARN guia (ARNg, que se describen con mas detalle a continuacién). Las proteinas Cas
también pueden comprender dominios de nucleasas (por ejemplo, dominios de DNasa o RNasa), dominios de unién a
ADN, dominios de helicasa, dominios de interaccion proteina-proteina, dominios de dimerizacién y otros dominios. Un
dominio de nucleasa posee actividad catalitica para la escision del acido nucleico. La escisién incluye el rompimiento de
los enlaces covalentes de una molécula de acido nucleico. La escision puede producir extremos romos o0 extremos
escalonados, y puede ser de cadena sencilla o de cadena doble.

Ejemplos de proteinas Cas incluyen Casl, CaslB, Cas2, Cas3, Cas4, Casb, Casb5e (CasD), Cas6, Cas6e, Cas6f, Cas7,
Cas8al, Cas8a2, Cas8b, Cas8c, Cas9 (Csnl o Csx12), Casl10, Casl0d, CasF, CasG, CasH, Csyl, Csy2, Csy3, Csel
(CasA), Cse2 (CasB), Cse3 (CasE), Cse4 (CasC), Cscl, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmrl,
Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csbl, Csb2, Csbh3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1l, Csx15, Csfl, Csf2,
Csf3, Csf4 y Cul966, y homologos o versiones modificadas de las mismas.

Se puede usar cualquier proteina Cas que induzca una muesca o0 rompimiento de cadena doble en un sitio de
reconocimiento deseado en los métodos y composiciones divulgados en este documento. Puede emplearse una
proteina Cas nativa o natural siempre que la proteina Cas induzca el rompimiento de cadena doble en un sitio de
reconocimiento deseado. Alternativamente, se puede emplear una proteina Cas modificada o alterada por ingenieria
genética. Una "proteina Cas modificada por ingenieria genética" comprende una proteina Cas que esta modificada por
ingenieria genética (modificada o derivada) a partir de su forma nativa para reconocer especificamente e inducir una
muesca o rompimiento de cadena doble en el sitio de reconocimiento deseado. Por lo tanto, una proteina Cas
modificada por ingenieria genética puede derivarse de una proteina Cas nativa de origen natural o puede crearse o
sintetizarse artificialmente.

En realizaciones particulares, la proteina Cas es Cas9. Las proteinas 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
rompimientos pueden ser reparados por la célula en una de dos formas: union del extremo no homaélogo y reparacion
dirigida por homologia (recombinacién homdloga). En la unién del extremo no homélogo (NHEJ), los rompimientos de
cadena doble se reparan por ligacion directa de los extremos de rompimiento entre si. Como tal, no se inserta ningun
nuevo material de acido nucleico en el sitio, aunque se puede perder algo de material de acido nucleico, dando como
resultado una eliminaciéon. En la reparacion dirigida por homologia, puede usarse un polinucleétido donador con
homologia con la secuencia de ADN objetivo escindida como molde para la reparacion de la secuencia de ADN objetivo
escindida, dando como resultado la transferencia de informacion genética desde el polinucleétido donante al ADN
objetivo. Por lo tanto, se puede insertar/copiar nuevo material de acido nucleico en el sitio. Las modificaciones del ADN
objetivo debido a NHEJ y/o la reparacion dirigida por homologia se pueden usar para la correccion de genes, reemplazo
de genes, marcacion de genes, insercion de transgenes, eliminacion de nucleétidos, rompimiento de genes, mutacion
genética, etc.

Las proteinas Cas pueden ser de un sistema CRISPR/Cas de tipo Il. Por ejemplo, la proteina Cas puede ser una
proteina Cas9 o derivarse de una proteina Cas9. Las proteinas 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
proteina Cas9 puede ser, por ejemplo, de Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp.,
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
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,
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 proteina Cas9 de S. piogenes derivada de la misma es una enzima preferida. A la proteina Cas9 de S.
piogenes se le asigna al nimero de acceso Q99ZW2 del SwissProt.

Las proteinas Cas pueden ser proteinas de tipo silvestre (es decir, aquellas que se encuentran en la naturaleza),
proteinas Cas modificadas (es decir, variantes de la proteina Cas), o fragmentos de proteinas Cas de tipo silvestre o
modificadas. Las proteinas Cas también pueden ser variantes activas o fragmentos de proteinas 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 mas de la identidad de secuencia con la proteina de Cas modificada o de tipo
silvestre o una porcion de la misma, en la que las variantes activas conservan la capacidad para cortar en un sitio de
escision deseado vy, 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 proteina Cas en sustratos de ADN que contienen el sitio
de escision.

Las proteinas Cas se pueden modificar para aumentar o disminuir la afinidad de unién a acidos nucleicos, la
especificidad de unién a &cidos nucleicos y/o la actividad enzimatica. Las proteinas Cas también se pueden modificar
para cambiar cualquier otra actividad o propiedad de la proteina, como la estabilidad. Por ejemplo, uno o0 mas dominios
nucleasa de la proteina Cas pueden modificarse, eliminarse o inactivarse, o una proteina Cas puede truncarse para
eliminar dominios que no son esenciales para la funcion de la proteina o para optimizar (por ejemplo, mejorar o reducir)
la actividad de la proteina Cas.

Algunas proteinas Cas comprenden al menos dos dominios nucleasa, tales como dominios DNasa. Por ejemplo, una
proteina 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 proteina Cas resultante (por ejemplo,
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 proteina Cas resultante (por ejemplo, Cas9) tendr4 una capacidad reducida para
escindir ambas cadenas de un ADN de doble cadena. Un ejemplo de una mutacién que convierte Cas9 en una nickasa
es una mutacién D10A (aspartato por alanina en la posicion 10 de Cas9) en el dominio RuvC de Cas9 de S. pyogenes.
Del mismo modo que, H939A (histidina por alanina en la posicién del aminoacido 839) o H840A (histidina por alanina en
la posicion del amino&cido 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
documento WO 2013/141680. Dichas mutaciones pueden generarse usando métodos tales como mutagénesis dirigida
al sitio, mutagénesis mediada por PCR o sintesis génica total. Se pueden encontrar ejemplos de otras mutaciones que
crean nickasas, por ejemplo, en los documentos W0O/2013/176772A1 y WO/2013/142578A1.

Las proteinas Cas también pueden ser proteinas de fusién. Por ejemplo, una proteina Cas puede fusionarse a un
dominio de escisién, un dominio de modificacion epigenética, un dominio de activacién transcripcional, 0 un dominio
represor transcripcional, véase el documento WO 2014/089290. Las proteinas Cas también se pueden fusionar con un
polipéptido heterélogo que proporciona mayor o menor estabilidad. EI dominio fusionado o el polipéptido heterdlogo
pueden localizarse en el terminal N, el terminal C, o internamente dentro de la proteina Cas.

Una proteina Cas se puede fusionar a un polipéptido heterélogo que proporciona la localizacién subcelular. Dichos
péptidos heterdlogos incluyen, por ejemplo, una sefial de localizacién nuclear (NLS) tal como la NLS de SV40 para
dirigirse al nacleo, una sefial de localizacion mitocondrial para dirigirse a la mitocondria, una sefial de retencion de ER, y
similares. Véase, por ejemplo, Lange et al., (2007) J. Biol. Chem. 282: 5101-5105. Dichas sefiales de localizacion
subcelular pueden localizarse en el terminal N, el terminal C o en cualquier lugar dentro de la proteina Cas. Una NLS
puede comprender un tramo de aminoacidos basicos, y puede ser una secuencia monopartita 0 una secuencia bipartita.

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

Las proteinas Cas también pueden comprender un polipéptido heterdlogo para facilitar el rastreo o la purificacién, tal
como una proteina fluorescente, una etiqueta de purificacion o una etiqueta de epitopo. Los ejemplos de proteinas
fluorescentes incluyen proteinas fluorescentes verdes (por ejemplo, GFP, GFP-2, tagGFP, turboGFP, eGFP, Emerald,
Azami Green, Azami Green Monomeérica, CopGFP, AceGFP, ZsGreenl), proteinas fluorescentes amarillas (por ejemplo,
YFP, eYFP, Citrine , Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellowl), proteinas fluorescentes azules (por ejemplo, eBFP, eBFP2,
Azurite, mKalamal, GFPuv, Sapphire, T-sapphire), proteinas fluorescentes cian (por ejemplo, eCFP, Cerulean, CyPet,
AmCyanl, Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes rojas (mKate, mKate2, mPlum, DsRed monémero, mCherry,
mRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-Mondmero, HcRed-Tandem, HcRedl, AsRed2, eqFP611, mRaspberry,
mStrawberry, Jred), proteinas fluorescentes naranja (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Kusabira-Orange Monomeérica,
mTangerine, tdTomato) y cualquier otra proteina fluorescente adecuada. Ejemplos de etiquetas incluyen glutation S-
transferasa (GST), proteina de union a quitina (CBP), proteina de unién a maltosa, tiorredoxina (TRX), poli (NANP),
etiqueta de purificacion por afinidad en tandem (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), proteina portadora de
carboxilo de biotina (BCCP) y calmodulina.

En algunas realizaciones, la proteina 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 proteinas Cas pueden mutarse en
posiciones conocidas de manera que la actividad nucleasa se limite a la escisiéon de la cadena complementaria o la
cadena no complementaria. Especificamente, Cas9 que tiene una mutacion D10A (aspartato por alanina en la posicién
de aminoacido 10 de Cas9) puede escindir la cadena complementaria del ADN objetivo, pero tiene una capacidad
reducida para escindir la cadena no complementaria del ADN objetivo. En algunas realizaciones, Cas9 que tiene una
mutacion H840A (histidina por alanina en la posicién del aminoacido 840) puede escindir la cadena no complementaria
del ADN obijetivo, pero tiene una capacidad reducida para escindir la cadena complementaria del ADN objetivo. La
actividad nucleasa de Cas9 que tiene una mutacion D10A o H840A daria 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
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). Ademas, pueden ser adecuados aminoacidos sustitutos
distintos de alanina. En algunas realizaciones, cuando una nucleasa tiene actividad reducida (por ejemplo, cuando una
proteina Cas9 tiene una mutacion D10, G12, G17, E762, H840, N854, N863, H982, H983, A984, D986 y/o A987, tal
como D10A , G12A, G17A, E762A, H840A, N854A, N863A, H982A, HI83A, A984A y/o DI986A), la nucleasa aun se
puede unir al ADN objetivo de una manera especifica del sitio porque todavia se guia a una secuencia de ADN obijetivo
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 nho complementaria del ADN objetivo. Otros residuos pueden
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. Ademas, 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 acido
nucleico presentes en un ADN objetivo al que se unira un segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg, con la
condicion de que existan condiciones suficientes para la union. Por ejemplo, el sitio objetivo (o la secuencia objetivo)
dentro de un ADN objetivo estéa dirigido por (o esta unido por, o esta hibridado con, o es complementario a) la proteina
Cas o ARNg. Las condiciones de union de ADN/ARN adecuadas incluyen condiciones fisiol6gicas normalmente
presentes en una célula. Se conocen en la técnica otras condiciones adecuadas de union ADN/ARN (por ejemplo,
condiciones en un sistema sin células) (véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion
(Sambrook et al., Harbor Laboratory Press 2001)). La cadena del ADN objetivo que es complementaria e hibrida con la
proteina 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 proteina Cas o ARNg) se
conoce como la "cadena no complementaria” o "cadena plantilla”.

La proteina Cas puede escindir el acido nucleico en un sitio dentro de la secuencia objetivo o fuera de la secuencia
objetivo. El "sitio de escisién" incluye la posicion de un acido nucleico en el que una proteina Cas produce un
rompimiento de cadena sencilla 0 un rompimiento de cadena doble. Si la proteina Cas produce un rompimiento de
cadena doble, el sitio de escisién puede estar en la misma posicion en ambas cadenas del acido nucleico (produciendo
extremos romos) o puede estar en diferentes sitios en cada cadena (produciendo extremos pegajosos o cohesivos). Los
extremos pegajosos también se pueden producir mediante el uso de dos proteinas Cas que producen un rompimiento
de una sola cadena en los sitios de escision en cada cadena. La escision especifica del sitio del ADN objetivo por Cas9
puede ocurrir en ubicaciones determinadas por (i) complementariedad de emparejamiento de bases entre el ARN guia'y
el ADN objetivo; y (ii) un motivo corto, denominado motivo adyacente protoespaciador (PAM), en el ADN objetivo. Por
ejemplo, el sitio de escisién 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 de la secuencia de PAM. En
algunas realizaciones (por ejemplo, cuando se usa Cas9 de S. pyogenes, 0 una Cas9 estrechamente relacionada), la
secuencia de PAM de la cadena no complementaria puede ser 5'-XGG-3', donde X es cualquier nucleétido 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 seria 5'-CCY-3', donde Y es cualquier nucledtido de ADN y Y es
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=CyY=G; X=GyY=C; X=AyY=T,X=TyY=A).

Las proteinas Cas pueden proporcionarse en cualquier forma. Por ejemplo, una proteina Cas puede proporcionarse en
forma de una proteina, tal como una proteina Cas complejada con un ARNg. Alternativamente, se puede proporcionar
una proteina Cas en forma de un acido nucleico que codifica la proteina Cas, tal como un ARN (por ejemplo, ARN
mensajero (ARNm)) o ADN. Opcionalmente, el acido nucleico que codifica la proteina Cas puede optimizarse con un
cododn para la traduccién eficiente en proteina en una célula u organismo particular. Por ejemplo, el acido nucleico que
codifica la proteina 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 mamifero, una célula de
roedor, una célula de ratén, una célula de rata, o cualquier otra célula huésped de interés, en comparacion con la
secuencia de polinucleétido natural. Cuando se introduce un acido nucleico que codifica la proteina Cas en la célula, la
proteina Cas puede expresarse de forma transitoria, condicional o constitutiva en la célula.
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Los acidos nucleicos que codifican las proteinas Cas pueden integrarse de forma estable en el genoma de la célula y
unirse operativamente a un promotor activo en la célula. Alternativamente, los acidos nucleicos que codifican las
proteinas Cas se pueden unir operativamente a un promotor en una construccién de expresion. Las construcciones de
expresion incluyen cualquier construccion de acido nucleico capaz de dirigir la expresion de un gen u otra secuencia de
acido nucleico de interés (por ejemplo, un gen Cas) y que puede transferir dicha secuencia de acido nucleico de interés
a una célula objetivo. Por ejemplo, el acido nucleico que codifica la proteina Cas puede estar en el vector de
direccionamiento que comprende el inserto de acido nucleico y/o un vector que comprende el ADN que codifica el
ARNg, o puede estar en un vector o un plasmido que esta separado del vector objetivo que comprende el inserto de
acido nucleico y/o separado de un vector que comprende el ADN que codifica el ARNg. Los promotores que pueden
usarse en una construccion de expresion incluyen, por ejemplo, promotores activos en una célula pluripotente de rata,
eucariota, mamifero, mamifero no humano, ser humano, roedor, ratén o hamster. Dichos promotores pueden ser, por
ejemplo, promotores condicionales, promotores inducibles, promotores constitutivos o promotores especificos de tejido.
Los ejemplos de otros promotores se describen en otra parte del presente documento.

B. ARN guia (ARNQ)

Un "ARN guia" o "ARNg" incluye una molécula de ARN que se une a una proteina Cas y dirige la proteina Cas a una
ubicacion especifica dentro de un ADN objetivo. Los ARN guia (ARNg) pueden comprender dos segmentos, un
"segmento de direccién a ADN" y un "segmento de unién a proteina”. "Segmento" incluye un segmento, seccion o
region de una molécula, tal como un tramo contiguo de nucleétidos 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 polinucleétido de ARN), que también se puede llamar un "ARNg de una sola molécula”, o un "ARN guia
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 guia" 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 "repeticion de ARNcr") y una molécula correspondiente similar a ARNcrtra ("ARN de
CRISPR que actia 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 nucleétidos que forma la mitad del
ddplex ARNdc del segmento de union a proteina del ARNg. Un ARNcrtra correspondiente (ARN activador) comprende
un tramo de nucledtidos que forma la otra mitad del ddplex ARNdc del segmento de unién a proteina del ARNg. Un
tramo de nucledtidos de un ARNcr es complementario y se hibrida con un tramo de nucleétidos de un ARNcrtra para
formar el duplex de ARNdc del dominio de union a proteina del ARNg. Como tal, se puede decir que cada ARNcr tiene
un ARNcrtra correspondiente. EI 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
ARNCcrtra.

El ARNcr y el correspondiente ARNcrtra (como un par correspondiente) se hibridan para formar un ARNg. El ARNcr
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 modificacién dentro de una célula, la secuencia exacta de una
molécula de ARNcr o ARNcrtra dada puede disefiarse para que sea especifica de la especie en la que se usaran 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
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 nucleétidos que es
complementaria a una secuencia en un ADN objetivo. El segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg interactla
con un ADN objetivo en una forma especifica de la secuencia mediante hibridaciéon (es decir, emparejamiento de
bases). Como tal, la secuencia de nucledtidos del segmento de direccionamiento de ADN puede variar y determina la
ubicacion dentro del ADN objetivo con el que interactuaran 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 nucledtidos de longitud, flanqueado por dos repeticiones directas
(DR) de una longitud de entre 21 y 46 nucleétidos (véase, por ejemplo, el documento W02014/131833). En el caso de
S. pyogenes, las DR tienen 36 nucledtidos de longitud y el segmento de direccionamiento tiene 30 nucledtidos de
longitud. La DR localizada en 3’ es complementaria y se hibrida con el ARNcrtra correspondiente, que a su vez se une a
la proteina Cas9.

El segmento de direccionamiento de ADN puede tener una longitud de aproximadamente 12 nucleétidos a
aproximadamente 100 nucledtidos. Por ejemplo, el segmento de direccionamiento de ADN puede tener una longitud de
aproximadamente 12 nucledétidos (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
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
aproximadamente 19 nt
aproximadamente 19 nt
aproximadamente 19 nt
aproximadamente 20 nt
aproximadamente 20 nt

aproximadamente 40 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 45 nt, de
aproximadamente 50 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 60 nt, de
aproximadamente 70 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 80 nt, de
aproximadamente 90 nt, de aproximadamente 19 nt a aproximadamente 100 nt, de
aproximadamente 25 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 30 nt, de
aproximadamente 35 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 40 nt, de
aproximadamente 20 nt aproximadamente 45 nt, de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 50 nt, de
aproximadamente 20 nt 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.

SRR VRSV

La secuencia de nucleétidos del segmento de direccionamiento de ADN que es complementario a una secuencia de
nucledtidos (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
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 nucleétidos (nt) a aproximadamente 80 nt, de aproximadamente 12 nt a aproximadamente 50 nt,
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
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
aproximadamente 20 nt a aproximadamente 50 nt, o de aproximadamente 20 nt a aproximadamente 60 nt. La secuencia
de nucleétidos (la secuencia de direccionamiento de ADN) del segmento de direccionamiento de ADN que es
complementaria a una secuencia de nucleétidos (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.

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
ARNCcrtra (como parte de un ARN guia solo o como una molécula separada como parte de un ARNg de dos moléculas)
pueden comprender o constar de la totalidad o una porcioén de una secuencia de ARNcrtra de tipo silvestre (por ejemplo,
aproximadamente o mas de aproximadamente 20, 26, 32, 45, 48, 54, 63, 67, 85 0 mas nucledtidos de una secuencia de
ARNCcrtra de tipo silvestre). Los ejemplos de secuencias de ARNcrtra de tipo silvestre de tipo silvestre incluyen versiones
de 171 nucledtidos, 89 nucleodtidos, 75 nucledtidos y 65 nucleodtidos. Véase, por ejemplo, Deltcheva et al., (2011) Nature
471: 602 - 607; WO 2014/093661. Los ejemplos de ARNcrtra en ARN guia 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 nucledtido +
n del ARNcrtra de tipo silvestre esta incluido en el ARNgs. Véase el documento US 8.697.359.

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%
0 100%). 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 nucle6tidos mas 5’ contiguos
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 nucledtidos 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 nucleétidos contiguos en el
extremo mas 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 nucledtidos 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 nucleodtidos contiguos en el extremo mas 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 de 7 nucledétidos de longitud.

Complementariedad de acidos nucleicos significa que una secuencia de nucleétidos en una cadena de acido nucleico,
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debido a la orientacién de sus grupos de nucleobases, se une a través del hidrégeno con otra secuencia en una cadena
de acido nucleico opuesta. Las bases de complementariedad tipicamente son, en ADN: Acon Ty 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 acidos nucleicos significa que los dos acidos nucleicos pueden formar un duplex en el que cada base en el
ddplex 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 perfectamente complementaria a una
secuencia en una cadena opuesta, pero que se produce una unién suficiente entre bases en las dos cadenas para
formar un complejo hibrido estable en conjunto con las condiciones de hibridacién (por ejemplo, concentracion de sal y
temperatura). Tales condiciones pueden predecirse mediante el uso de las secuencias y calculos matematicos estandar
para predecir la Tm de cadenas hibridadas, o mediante la determinacion empirica de Tm usando métodos rutinarios. Tm
se refiere a la temperatura a la que se desnaturaliza 50% de la poblacion de complejos de hibridaciéon formados entre
dos cadenas de acido nucleico. A una temperatura por debajo de la Tm, se favorece la formacién de un complejo de
hibridacion, mientras que, a una temperatura superior a la Tm, se favorece la fusién o la separacion de las cadenas en
el complejo de hibridacién. La Tm puede estimarse para un acido nucleico que tiene un contenido de G + C conocido en
una solucién acuosa de NaCl 1 M mediante el uso, por ejemplo, Tm = 81,5 + 0,41 (% G + C), aunque otros célculos de
Tm conocidos tienen en cuenta las caracteristicas estructurales del acido nucleico.

"Condicion de hibridacion" se refiere al entorno acumulativo en el que una cadena de acido nucleico se une a una
segunda cadena de acido nucleico mediante interacciones de cadena complementaria y enlaces de hidrégeno para
producir un complejo de hibridacion. Tales condiciones incluyen los componentes quimicos y sus concentraciones (por
ejemplo, sales, agentes quelantes, formamida) de una solucidén acuosa u orgéanica que contiene los acidos nucleicos, y
la temperatura de la mezcla. Otros factores, tales como la duracion del tiempo de incubacion o las dimensiones de la
camara de reaccién pueden contribuir al entorno (por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 22 ed., paginas 1.90-1.91, 9.47- 9.51, 1 1.47-11.57 (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1989)).

La hibridacién requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque son posibles
desajustes entre las bases. Las condiciones apropiadas para la hibridacién entre dos acidos nucleicos dependen de la
longitud de los acidos nucleicos y del grado de complementacion, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor
es el grado de complementacién entre dos secuencias de nucle6tidos, mayor es el valor de la temperatura de fusién
(Tm) para los hibridos de &cidos nucleicos que tienen esas secuencias. Para las hibridaciones entre acidos nucleicos
con tramos cortos de complementariedad (por ejemplo, complementariedad mayor de 35 o menos, 30 o menos, 25 o
menos, 22 0 menos, 20 0 menos, o 18 o menos nucledtidos) la posicion de los desapareamientos se vuelve importante
(véase Sambrook et al., citado mas arriba, 11.7-11.8). Tipicamente, la longitud para un &cido nucleico hibridable es al
menos aproximadamente de 10 nucledtidos. Las longitudes minimas ilustrativas para un acido nucleico hibridable son:
al menos aproximadamente 15 nucleétidos; al menos aproximadamente 20 nucledtidos; al menos aproximadamente 22
nucledtidos; al menos aproximadamente 25 nucleétidos; y al menos aproximadamente 30 nucleétidos). Ademas, la
temperatura y la concentracion de sal de la solucion de lavado pueden ajustarse segin sea necesario de acuerdo con
factores tales como la longitud de la regién de complementacién y el grado de complementacion.

La secuencia del polinucleétido no necesita ser 100% complementaria a la de su acido nucleico objetivo para ser
especificamente hibridable. Ademas, un polinucleétido puede hibridarse sobre uno o0 mas segmentos de manera que los
segmentos intervinientes o adyacentes no estan implicados en el evento de hibridacién (por ejemplo, una estructura de
bucle o estructura en horquilla). Un polinucleétido (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 region
objetivo dentro de la secuencia de acido nucleico objetivo para la cual ellos apuntan. Por ejemplo, un ARNg en el que 18
de 20 nucledtidos del ARNg son complementarios a una region objetivo, y por lo tanto hibridarian especificamente,
representaria un 90 por ciento de complementariedad. En este ejemplo, los nucleétidos no complementarios restantes
pueden estar agrupados o intercalados con nucledtidos complementarios y no necesitan ser contiguos entre si o0 con
nucledtidos complementarios. El porcentaje de complementariedad entre tramos particulares de secuencias de acidos
nucleicos dentro de acidos nucleicos se puede determinar rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de
blusqueda de alineacion local basica) 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
(Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park,
Madison, WI), usando la configuracion predeterminada, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math.,
1981, 2, 482-489).

El segmento de unién a proteina de un ARNg objetivo interactlla con una proteina Cas. EIl ARNg objetivo dirige el
polipéptido unido a una secuencia de nucleétidos especifica dentro del ADN objetivo a través del segmento de
direccionamiento a ADN. El segmento de unién a la proteina de un ARNg objetivo puede comprender dos tramos de
nucledtidos que son complementarios entre si. Los nucle6tidos complementarios del segmento de unién a proteinas se
hibridan para formar un diplex de ARN de doble cadena (ARNdc). El segmento de unién a proteinas de un ARNg
objetivo interactia con la proteina Cas, y el ARNg dirige la proteina Cas unida a una secuencia de nucleotidos
especifica dentro del ADN objetivo a través del segmento de direccionamiento de ADN.

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 nucleétidos que son
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complementarios entre si de modo que los nucleétidos complementarios de las dos moléculas de ARN se hibridan para
formar el duplex de doble cadena (por ejemplo, una horquilla) del segmento de unién a proteina. 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 multiples ARNg para la reaccién
de escision, los ARNcr individuales especificos para cada sitio objetivo pueden administrarse por separado de un
ARNcrtra estandar que puede complejarse con cada ARNcr. En dicho método, los ARNcr pueden formar complejos con
el ARNcrtra estandar para dirigir una proteina Cas al sitio objetivo.

Los ARN guia pueden incluir modificaciones o secuencias que proporcionan caracteristicas deseables adicionales (por
ejemplo, estabilidad modificada o regulada, direccionamiento subcelular, seguimiento, con una etiqueta fluorescente, un
sitio de unién para una proteina o complejo de proteina 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 riboconmutacion (por ejemplo, para permitir la estabilidad regulada y/o
accesibilidad regulada por proteinas y/o complejos proteicos); una secuencia de control de estabilidad; una secuencia
que forma un duplex ARNdc (es decir, una horquilla)); una modificacion o secuencia que dirige el ARN a una ubicacion
subcelular (por ejemplo, nucleo, mitocondrias, cloroplastos, y similares); una modificaciéon o secuencia que permite el
seguimiento (por ejemplo, conjugacioén directa con una molécula fluorescente, conjugacion con una fraccién que facilita
la deteccién fluorescente, una secuencia que permite la deteccién fluorescente, y similares); una modificacion o
secuencia que proporciona un sitio de union para proteinas (por ejemplo, proteinas que actian sobre el ADN,
incluyendo activadores transcripcionales, represores transcripcionales, ADN metiltransferasas, ADN desmetilasas,
histonas acetiltransferasas, histonas desacetilasas, y similares); y combinaciones de los mismos.

Los ARN guia 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 proteina 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
ejemplo, ARNcr y ARNcrtra separados). En el ultimo 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 construccion de expresion. Por ejemplo, el ADN que codifica el ARNg puede estar en el vector de
direccionamiento que comprende el inserto de acido nucleico y/o un vector que comprende el acido nucleico que
codifica la proteina Cas, o puede estar en un vector o plasmido que se separa del vector de direccionamiento que
comprende el inserto de acido nucleico y/o separado de un vector que comprende el acido nucleico que codifica la
proteina Cas. Tales promotores pueden ser activos, por ejemplo, en una célula pluripotente de rata, eucariota,
mamifero, mamifero no humano, humano, roedor, raton o hamster. Dichos promotores pueden ser, por ejemplo,
promotores condicionales, promotores inducibles, promotores constitutivos o promotores especificos de tejido. En
algunos casos, el promotor es un promotor de ARN polimerasa lll, tal como un promotor U6 humano, un promotor U6
polimerasa Ill de rata o un promotor U6 de polimerasa Il de ratén. 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.

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

C. Secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR

El término "secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR" incluye secuencias de acido nucleico presentes en un
ADN objetivo al que se unirda un segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg, siempre y cuando existan
condiciones suficientes para la unién. Por ejemplo, las secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR incluyen
secuencias para las que se disefia un ARN guia para tener complementariedad, donde la hibridacién entre una
secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR y una secuencia de direccionamiento de ADN promueve la formacion
de un complejo de CRISPR. No se requiere necesariamente la complementariedad total, siempre que haya una
complementariedad suficiente para causar la hibridacion y promueva la formacion de un complejo de CRISPR. Las
secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR también incluyen sitios de escisién para proteinas Cas, que se
describen en mas detalle a continuacién. Una secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR puede comprender
cualquier polinucle6tido, que puede localizarse, por ejemplo, en el nicleo o citoplasma de una célula o dentro de un
organulo 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 proteina Cas o un ARNg. Las condiciones de unién adecuadas de
ADN/ARN incluyen condiciones fisiolégicas normalmente presentes en una célula. Se conocen en la técnica otras
condiciones adecuadas de unién de ADN/ARN (por ejemplo, condiciones en un sistema sin células) (véase, por ejemplo,
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion (Sambrook et al., Harbor Laboratory Press 2001)). La cadena del
ADN objetivo que es complementaria e hibrida con la proteina 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 proteina Cas o ARNg) se puede llamar "cadena no complementaria” o "cadena de plantilla”.

La proteina Cas puede escindir el acido nucleico en un sitio dentro o fuera de la secuencia de acido nucleico presente
en el ADN objetivo al que se unira el segmento de direccionamiento de ADN de un ARNg. El "sitio de escision" incluye la
posicion de un acido nucleico al que una proteina Cas produce un rompimiento de una sola cadena o un rompimiento de
cadena doble. Por ejemplo, la formacion de un complejo de CRISPR (que comprende un ARNg hibridado con una
secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR y complejado con una proteina Cas) puede resultar en la escisién de
una o ambas cadenas en o cerca (p. €j., dentro de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 50 0 mas pares de bases de) la
secuencia de acido nucleico presente en un ADN objetivo al que se unira un segmento de direccionamiento de ADN de
un ARNg. Si el sitio de escision estd fuera de la secuencia de &cido nucleico a la que se unird el segmento de
direccionamiento de ADN del ARNg, el sitio de escisién todavia se considera dentro de la "secuencia de reconocimiento
de ARN de CRISPR". El sitio de escisién puede estar solo en una cadena o en ambas cadenas de un acido nucleico.
Los sitios de escision pueden estar en la misma posicién en ambas cadenas del 4cido nucleico (produciendo extremos
romos) o pueden estar en sitios diferentes en cada cadena (produciendo extremos escalonados). Los extremos
escalonados se pueden producir, por ejemplo, usando dos proteinas Cas, cada una de las cuales produce un
rompimiento de una sola cadena en un sitio de escision diferente en cada cadena, produciendo asi 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
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 escision especifica del sitio del ADN objetivo por Cas9 puede ocurrir en lugares determinados por (i)
complementariedad de apareamiento de bases entre el ARNg y el ADN obijetivo y (ii) un motivo corto, llamado motivo
adyacente protoespaciador (PAM), en el ADN objetivo EI 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 escision 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
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 N; es
cualquier nucleétido 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 seria 5'-CC
N2-3', donde N es cualquier nuclettido de ADN y estd inmediatamente 5' de la secuencia de reconocimiento de ARN de
CRISPR de la cadena complementaria del ADN objetivo. En algunos casos, N1 y N> pueden ser complementarios y el
par de bases Ni-N2 puede ser cualquier par de bases (p. €j., Nt =CyN2=G; N1 =GyN2=C; N1 =AyN2=T,N1 =Ty
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 ademas de una secuencia de PAM. Por
ejemplo, el motivo objetivo puede ser una secuencia de ADN de 20 nucleétidos que precede inmediatamente a un
motivo NGG reconocido por una proteina Cas, tal como GN1gNGG (SEQ ID NO: 8) o N2oNGG (SEQ ID NO: 24) (véase,
por ejemplo, el documento WO 2014/165825). La guanina en el extremo 5' puede facilitar la transcripcion por la ARN
polimerasa en las células. Otros ejemplos de secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR pueden incluir dos
nucledtidos de guanina en el extremo 5' (por ejemplo, GGN2oNGG, SEQ ID NO: 25) para facilitar la transcripcion eficaz
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 nucledtidos de longitud de las SEQ ID NOS: 8, 24 y 25,
que incluyen 5' G 0 GG y el 3' GG o NGG. Aun otras secuencias de reconocimiento de ARN de CRISPR pueden tener
entre 14 y 20 nucle6tidos de longitud de las SEQ ID NOS: 8, 24 y 25.

La secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR puede ser cualquier secuencia de acido nucleico endégena o
exdgena a una célula. La secuencia de reconocimiento de ARN de CRISPR puede ser una secuencia que codifica un
producto génico (por ejemplo, una proteina) o una secuencia no codificante (por ejemplo, una secuencia reguladora) o
puede incluir ambas.

En una realizacion, la proteina Cas es una proteina Cas de tipo I. En una realizacion, la proteina Cas es una proteina
Cas de tipo Il. En una realizacién, la proteina Cas de tipo Il es Cas9. En una realizacion, la primera secuencia de acido
nucleico codifica una proteina Cas humana de codon optimizado.

En una realizacion, el ARNg comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un ARNcr y un ARNcrtra. En
realizaciones especificas, la proteina Cas es Cas9. En algunas realizaciones, el ARNg comprende (a) el ARN quimérico
de la secuencia de &cido nucleico 5-GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAA
CUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3' (SEQ ID NO: 1); o, (b) el ARN quimérico de la secuencia de acido
nucleico 5-GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG-3' (SEQ ID NO: 2). En otra realizacion el
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ARNCcr comprende 5'-GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-3' (SEQ ID NO: 3); 5'-
GUUUUAGAGCUAGAAAUA GCAAGUUAAAAUAAG-3' (SEQ ID NO: 4); 0 5-GAGUCCGAGCAGAAGAAGAAGUUUUA-
3' (SEQ ID NO: 5). En aun otras realizaciones, el ARNcrtra comprende, 5-AAGGCUAGUCCG-3' (SEQ ID NO: 6) o 5'-
AAGGCUAGUCCGUUAUCAA CUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3' (SEQ ID NO: 7).

V. Montaje de polinucleétidos

Los métodos divulgados en la presente pueden ensamblar al menos dos acidos 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 acido 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
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 invencion. El montaje de dos &cidos nucleicos incluye cualquier
método de unién de cadenas de dos acidos nucleicos. Por ejemplo, el montaje incluye la uniéon de acidos nucleicos
digeridos de manera que las cadenas de cada &cido nucleico se unan a la otra y la extension, en la que cada cadena
sirve como plantilla para la extension de la otra.

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

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos pueden prepararse para el ensamblaje por escision con una proteina
Cas, una enzima de restriccién (endonucleasa de restriccion) (por ejemplo, cualquiera de las diversas endonucleasas de
restriccion proporcionadas en otra parte de la presente memoria), una meganucleasa (por ejemplo, cualquiera de las
diversas meganucleasas proporcionadas en otra parte de la presente memoria), o cualquier combinacion de las mismas.
Por ejemplo, uno de los &cidos nucleicos a ensamblar se puede escindir con una proteina Cas y otro acido nucleico a
ensamblar se puede escindir con una proteina Cas, una enzima de restriccion, una meganucleasa o cualquier
combinacion de las mismas. Después de la escisién con una nucleasa, el acido nucleico digerido se puede ensamblar
directamente a otro acido nucleico digerido que tiene secuencias finales superpuestas o se ensambla en un acido
nucleico que no ha sido digerido, pero tiene secuencias finales solapantes. El acido nucleico digerido también se puede
ensamblar a otro &cido nucleico usando un oligo de union.

En realizaciones que emplean un agente de nucleasa (por ejemplo, una proteina Cas) para producir secuencias
terminales solapantes entre dos moléculas de acido nucleico, se pueden usar métodos combinatorios rapidos para
ensamblar los &cidos nucleicos digeridos. Por ejemplo, un primer y un segundo acido nucleico que tienen extremos
solapantes se pueden combinar con una ligasa, exonucleasa, ADN polimerasa y nucleétidos y se pueden incubar a
temperatura constante, tal como a 50°C. Especificamente, se podria usar una exonucleasa T5 para eliminar nucle6tidos
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 50°C. Por lo tanto, dos acidos nucleicos que comparten secuencias finales
superpuestas se pueden unir en una molécula sellada covalentemente en una reaccion isotérmica de una etapa. Véase,
por ejemplo, Gibson, et al., (2009) Nature Methods 6 (5): 343-345. En algunas realizaciones, la purificacion de
proteinasa K o fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (PCI) se usa para eliminar el agente de nucleasa (por ejemplo,
proteina Cas) de la mezcla de reaccién. En algunas realizaciones, el agente de nucleasa (por ejemplo, proteina Cas)
puede eliminarse de la mezcla de reaccion mediante purificacién en columna a base de gel de silice.

En ciertas realizaciones, los métodos divulgados en este documento ensamblan un vector con un polinucledtido 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
especificas, el BAC se modifica para contener una region con una secuencia de nucleétidos que se solapa con la
secuencia de nucleodtidos de la region de un acido nucleico lineal u otro vector, por ejemplo, otro BAC.

El primer y segundo &cidos nucleicos de cadena sencilla tienen extremos solapantes cuando los extremos respectivos
son complementarios entre si. El primer y segundo &cidos nucleicos de doble cadena tienen extremos solapantes
cuando un extremo 5’ de una cadena del primer acido nucleico es complementario al extremo 3' de una cadena del
segundo acido nucleico y viceversa. Por ejemplo, para secuencias finales solapantes de doble cadena, las cadenas de
un acido nucleico pueden tener al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos
97%, al menos 98%, al menos 99%, o 100% de identidad con una cadena correspondiente del otro acido 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 region de solapamiento puede hibridarse especificamente con su cadena
complementaria cuando las regiones complementarias de las secuencias solapantes se presentan en salientes de
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cadena sencilla desde los extremos 5’ y 3' de los dos polinucleétidos que se van a ensamblar. En algunas realizaciones,
se usa una exonucleasa para eliminar nucleétidos del extremo 5’ 0 3' para crear secuencias terminales sobresalientes.
En algunas realizaciones, la region solapante del primer y/o segundo &cido nucleico no existe en el extremo 5’ 0 3' hasta
después de la digestion con una proteina Cas. Es decir, la region de solapamiento puede ser una region interna que
posteriormente se convierte en una secuencia de extremo solapante después de la digestién de los acidos nucleicos
que contienen la regién de solapamiento interno con una proteina Cas. La proteina Cas puede escindirse en un sitio
objetivo (por ejemplo, sitio de escisidn) dentro de la region de solapamiento o fuera de la regién de solapamiento.

La longitud de la region de solapamiento es preferiblemente de longitud suficiente de manera que la regién se produce
solo una vez dentro de cualquiera de los acidos nucleicos que se ensamblan. De esta manera, se evita que otros
polinucleétidos se hibriden con las secuencias finales y el ensamblaje puede ser especifico para los acidos nucleicos
objetivo. La longitud de la region de superposicién puede variar desde un minimo de aproximadamente 10 pares de
bases (pb) hasta aproximadamente 300 pb o méas. En general, es preferible que la longitud del solapamiento sea menor
o igual que aproximadamente el tamafio del polinucledtido a combinar, pero no menos de aproximadamente 10 pb y no
més de aproximadamente 1000 pb. Para la unién de 2 o 3 polinucleétidos, puede ser suficiente una superposicion de
aproximadamente 20-30 pb. Para méas de 10 fragmentos, una superposicion preferida es de aproximadamente 80 pb
hasta aproximadamente 300 pb. En una realizacion, la regién de superposicion es de una longitud que permite que se
genere facilmente por métodos sintéticos, por ejemplo, aproximadamente 40 pb. En realizaciones especificas, la
longitud de la region de superposicién 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 regién de superposicion es
de 20 - 200 pb. En realizaciones especificas de los métodos divulgados en la presente memoria, se pueden ensamblar
al menos dos polinucledtidos en donde se genera una region solapante en al menos uno de los polinucledtidos por
contacto con un agente de nucleasa (por ejemplo, un complejo de ARNg-Cas). Por ejemplo, la digestién con
endonucleasa de un primer polinucleétido puede crear secuencias que se solapan con las secuencias finales de un
segundo polinucledtido, en donde las secuencias finales solapantes se ensamblan a continuacion.

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 digestion con exonucleasa se lleva a cabo en condiciones que son eficaces para
eliminar ("masticar") un nimero suficiente de nucleétidos para permitir la hibridacion especifica de las regiones de
complementariedad de cadena sencilla expuestas. En general, una porcién de la regidon de superposicion o toda la
region de superposicion se mastica, dejando salientes que comprenden una porcién de la region de superposicion o
toda la regién de solapamiento. En algunos métodos, la digestion con exonucleasa puede llevarse a cabo mediante una
polimerasa en ausencia de dNTP (por ejemplo, ADN polimerasa T5) mientras que, en otros métodos, la digestion con
exonucleasa puede llevarse a cabo mediante una exonucleasa en presencia de dNTP que carece de actividad
polimerasa (por ejemplo, exonucleasa lll).

Se puede usar cualquiera de una variedad de exodeoxirribonucleasas especificas de cadena doble de 5’ a 3' para
masticar los extremos de los &cidos 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 numero limitado de
nucleétidos (por ejemplo, solo unos pocos) durante cada evento de unién al ADN. La digestidon con una exonucleasa 5'
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
degradacion de los extremos tanto 5'-fosforilados como no fosforilados. También es deseable que la enzima pueda
iniciar la digestion desde el extremo 5' de una molécula, si es un extremo romo, o si tiene un extremo rebajado pequefio
5' 0 3'. Las exonucleasas adecuadas seran evidentes para el experto en la materia. Estas incluyen, por ejemplo, la
exonucleasa del fago T5 (producto D15 del gen del fago T5), la exonucleasa del fago lambda, RecE del profago Rac, la
exonucleasa VIl de E. coli, exonucleasa del fago T7 (producto del gen 6 del fago T7) o cualquiera de una variedad de
exonucleasa 5' que estan implicadas en reacciones de recombinaciéon homodloga. En una realizacién de la invencion, la
exonucleasa es exonucleasa T5 o exonucleasa lambda. En otra realizacion, la exonucleasa es exonucleasa T5. En otra
realizacion, la exonucleasa no es la exonucleasa del fago T7. Los métodos para preparar y usar exonucleasas y otras
enzimas empleadas en los métodos de la invencion son convencionales; y muchas estan 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 region de solapamiento es muy larga, puede ser necesario solo masticar
una porcion de la region (por ejemplo, mas de la mitad de la region de solapamiento), siempre que las salientes de
cadena sencilla asi generadas sean de longitud suficiente y contenido de bases para hibridar especificamente bajo las
condiciones de la reaccién. El término "que hibrida especificamente” incluye situaciones en las que un par particular de
salientes de cadena sencilla se hibridaran preferiblemente (o exclusivamente) entre si, en lugar de con otras salientes
de cadena sencilla (por ejemplo, salientes no complementarios) que estan presentes en la reaccién mezcla. Por
"preferencialmente” se entiende que al menos aproximadamente el 95% de las salientes se hibridara con la saliente
complementaria. Una persona experta puede determinar facilmente la longitud éptima para lograr la hibridacion
especifica de una secuencia de interés en un conjunto dado de condiciones de reaccion. En general, las regiones
homdlogas 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 condicion de que las salientes de cadena sencilla
puedan hibridar especificamente bajo las condiciones de las reacciones.

En ciertas realizaciones, el agente de nucleasa (por ejemplo, una proteina 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 proteina Cas) que crea muescas en el ADNdc. De esta manera, dos agentes de nucleasa
separados (por ejemplo, proteinas Cas) (por ejemplo, Nickasas) especificos para un sitio objetivo en cada cadena de
ADNdc pueden crear secuencias sobresalientes complementarias a secuencias sobresalientes en otro acido nucleico o
una region separada en el mismo acido nucleico. Los extremos sobresalientes creados al poner en contacto un acido
nucleico con dos nickasas especificas 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
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 &cido
nucleico. De acuerdo con esto, los extremos que sobresalen complementarios del primer y segundo &cido nucleico se
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 &cido nucleico también se pone en contacto con una primera nickasa que crea una
muesca en un primer sitio objetivo en el segundo &cido nucleico y una nickasa que crea una muesca en un segundo
sitio objetivo en la segunda molécula de é&cido nucleico. Las secuencias extremas sobresalientes creadas por las
muescas en dos sitios diferentes en el segundo &cido nucleico pueden ser complementarias a las secuencias terminales
sobresalientes creadas por muescas en dos sitios diferentes en el primer acido nucleico de modo que las secuencias
finales sobresalientes complementarias se hibridan.

En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico de un gen de interés abarca dos o mas BAC. En tales casos,
usando los métodos proporcionados en este documento, los agentes de nucleasa disefiados especificamente pueden
cortar los dos 0 mas BAC en las ubicaciones deseadas y los fragmentos de &cido 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
cadenas de un primer &cido nucleico no son complementarios a los extremos sobresalientes creados por muescas en
diferentes sitios objetivo en ambas cadenas de un segundo acido nucleico. En otras realizaciones, los acidos nucleicos
a ensamblar no tienen extremos complementarios de manera que sea necesario un acido nucleico separado para
ensamblar los extremos no complementarios. Un oligo de union se puede usar para unir los extremos no
complementarios de dos acidos nucleicos. Un "oligo de unién" incluye brazos complementarios que incluyen un
polinucleétido o acido nucleico que tiene una secuencia complementaria a los extremos de un polinucleétido o acido
nucleico diferente. En algunas realizaciones, un oligo de union tiene un brazo complementario a un primer &cido
nucleico en el extremo 5', una parte central (espaciadora) y un brazo complementario a un segundo acido nucleico en el
extremo 3'. De este modo, los &cidos nucleicos que tienen secuencias terminales no complementarias entre si pueden
ensamblarse hibridando cada &cido nucleico con el mismo oligo de unién después de un tratamiento con exonucleasa.
En realizaciones especificas, el oligo de unién tiene un primer brazo complementario a la secuencia del extremo 5' 0 3'
de un primer acido nucleico digerido y un segundo brazo complementario a la secuencia 5” o 3' de un segundo acido
nucleico digerido. El oligo de unién puede unir secuencias finales no complementarias que son romas o tienen una
secuencia sobresaliente 5' 0 3.

La longitud de las secuencias del brazo complementarias del oligo de unién deben ser suficientes para hibridar con los
acidos nucleicos que se ensamblardn después del tratamiento con exonucleasa. Por ejemplo, la longitud de las
secuencias del brazo complementario del oligo de union 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 mas. En realizaciones especificas, el brazo
complementario es 15-120 pb, 20-100 pb, 30-90 pb, 30-60 pb, o0 20-80 pb. En una realizacién especifica, la longitud de
las secuencias del brazo complementario del oligo de unién es de 40 pb. Cada brazo complementario de un oligo de
union puede ser de diferentes longitudes. El espaciador del oligo de unién, entre las secuencias finales complementarias
a los acidos 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, 0 mas. Por ejemplo, el espaciador de un oligo de unién puede incluir un vector
BAC o LTVEC. En algunas realizaciones, el espaciador del oligo de uniéon puede disefiarse para tener secuencias
especificas para deteccion o secuencias adecuadas para PCR para confirmar el ensamblaje exitoso. En algunas
realizaciones, el espaciador del oligo de union puede disefiarse para introducir uno o mas sitios de las enzimas de
restriccion. En algunas realizaciones, el espacio del oligo de unién puede disefiarse para introducir un gen de resistencia
a farmacos o un gen informador. En otras realizaciones, el espaciador puede contener al menos 20 pb de una porcion
del extremo de un acido nucleico a ensamblar con el fin de ensamblar sin problemas los acidos nucleicos. Por ejemplo,
para un ensamblaje sin problemas, el espaciador puede ser de aproximadamente 45 bp.
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En algunas realizaciones, la relacién molar del acido nucleico con respecto al oligo u oligos de union puede ser de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:200. En algunas realizaciones, la relacion molar del acido nucleico con
respecto al oligo u oligos de union 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 especificas, la relacion molar del acido nucleico con respecto al oligo u oligos de unién puede
ser de aproximadamente 1:6 a aproximadamente 1:20. En una realizacion, la relacién molar es aproximadamente 1:6.
En otra realizacion, la relacién molar es aproximadamente 1:20.

En realizaciones especificas, se usa un oligo de unién para ensamblar sin problemas al menos dos acidos nucleicos.
Ensamblaje "sin problemas" se refiere al ensamblaje de dos acidos nucleicos en el que no estan presentes bases de
acido nucleico intervinientes entre los extremos adyacentes de los acidos nucleicos a ensamblar. Por ejemplo, los
acidos nucleicos ensamblados sin problemas no tienen presentes bases de acidos nucleicos que no sean parte de los
acidos nucleicos que se ensamblaran. Con el fin de ensamblar sin problemas dos acidos nucleicos, el espaciador de un
oligo de unién debe incluir una secuencia de &cido nucleico idéntica a una porcion del extremo ya sea del primer o
segundo acido nucleico que se va a ensamblar. Esta porcién del extremo se debe eliminar del acido nucleico antes de
ensamblarse con el oligo de unién. Por ejemplo, la porcion final puede escindirse mediante un agente de nucleasa (por
ejemplo, un complejo de ARNg-Cas) al menos 20 pb desde el extremo del acido nucleico, tal como al menos 40 pb o al
menos 45 pb desde el extremo del acido nucleico. Alternativamente, la porcion 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
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 &cido nucleico a ensamblar.

En una realizacion, el oligo de unién puede comprender desde el extremo 5' hasta el extremo 3': aproximadamente una
superposicion de 15-120 pb con el acido nucleico 5', aproximadamente 20-50 pb de una regién del extremo 3' del acido
nucleico 5', y una superposicién de aproximadamente 15-120 pb con el acido nucleico 3'. En una realizacion, el oligo de
unién puede comprender desde el extremo 5' hasta el extremo 3': aproximadamente una superposicion de 15-120 pb
con el acido nucleico 5, aproximadamente 20-50 pb de una region del extremo 5' del &cido nucleico 3', y una
superposicion de aproximadamente 15-120 pb con el acido nucleico 3'. Por lo tanto, cuando el oligo de union se
ensambla al primer y segundo &cido nucleico, el espaciador del oligo de union reconstituye la seccién eliminada del
acido nucleico antes del ensamblaje. Véase, Fig. 5 y Fig. 6. El término "reconstituye” incluye el reemplazo de la porcion
de extremo del acido nucleico que se escindié para proporcionar un acido nucleico ensamblado completo cuando se
ensambla al oligo de unién. Por ejemplo, la reconstitucion del acido nucleico escindido reemplaza la porcion escindida
del &cido nucleico con un &cido nucleico incluido en el espaciador del oligo de unién que tiene la secuencia idéntica a la
de la porcién escindida.

El oligo de unién se puede ensamblar a una primera y una segunda molécula de acido nucleico simultdneamente o
secuencialmente. Cuando se ensamblan simultaneamente, el oligo de unién puede ponerse en contacto con un primery
segundo &cido nucleico en la misma mezcla de reaccién de manera que el acido nucleico ensamblado resultante
comprenda el primer acido nucleico, el oligo de unién y el segundo acido nucleico. Cuando se ensamblan
secuencialmente, el oligo de unién se pone en contacto con el primer acido nucleico en una reacciéon de ensamblaje que
produce un &cido nucleico ensamblado que comprende el primer acido nucleico ensamblado con el oligo de union, pero
no el segundo &cido nucleico. Tal acido nucleico ensamblado puede ponerse en contacto luego con el segundo acido
nucleico en una reaccion de ensamblaje separada que produce un &cido nucleico ensamblado que comprende el primer
acido nucleico, el oligo de unién y el segundo acido nucleico. En otras realizaciones, el oligo de unién se pone en
contacto con el segundo acido nucleico en una reaccidon de ensamblaje que produce un acido nucleico ensamblado que
comprende el segundo acido nucleico ensamblado con el oligo de unién, pero no el primer acido nucleico. Tal acido
nucleico ensamblado se puede poner en contacto entonces con el primer acido nucleico en una reaccién de ensamblaje
separada que produce un acido nucleico ensamblado que comprende el primer acido nucleico, el oligo de union y el
segundo acido nucleico.

Cualquier cantidad de oligos de union se puede usar en los métodos de la presente invencién para ensamblar moléculas
de acido nucleico. Por ejemplo, un oligo de union se puede usar para ensamblar 2 moléculas de acido nucleico, 2 oligos
de unién se pueden usar para ensamblar 3 moléculas de acido nucleico, 3 oligos de union se pueden usar para
ensamblar 4 moléculas de acido nucleico, 4 oligos de uniéon se pueden usar para ensamblar 5 moléculas de acido
nucleico o 5 oligos de unién se pueden usar para ensamblar 6 moléculas de acido nucleico. El nimero de oligos de
unioén puede ser de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas, dependiendo del numero de moléculas de acido nucleico que se
van a ensamblar.

En algunas realizaciones, el oligo de unién 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
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 mas acidos nucleicos con un Blogue 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 seleccion. Tal método permite la union rapida de dos o0 mas moléculas de acido nucleico que pueden cribarse
mediante un ensayo de PCR simple. El Bloque g puede comprender cualquier secuencia de acido nucleico de interés.
En algunos casos, el Blogque g puede comprender un sitio objetivo para un agente de nucleasa o un sitio objetivo para
cualquiera de las diversas meganucleasas o enzimas de restriccion proporcionadas en la presente memoria. En otras
realizaciones, un Bloque g puede comprender un casete de seleccién. En algunas realizaciones, el Bloque g comprende
una secuencia de ADN de interés. En una realizacion, el Bloque g comprende una secuencia de ADN humano.

Los acidos nucleicos que se van a ensamblar o cualquiera de los diversos oligos de unién también pueden comprender
un casete de seleccion o un gen informador. El casete de seleccion puede comprender una secuencia de &cido nucleico
que codifica un marcador de seleccién, en el que la secuencia de &cido nucleico estd operativamente unida a un
promotor. El promotor puede ser activo en una célula procariota de interés y/o activo en una célula eucaridtica de
interés. Dichos promotores pueden ser un promotor inducible, un promotor que es enddgeno al gen informador o la
célula, un promotor que es heterélogo al gen informador o a la célula, un promotor especifico de la célula, un promotor
especifico del tejido o un promotor especifico de la etapa de desarrollo. En una realizacién, el marcador de seleccién se
selecciona de neomicina fosfotransferasa (neo"), higromicina B fosfotransferasa (hyg"), puromicina-N-acetiltransferasa
(pura"), blasticidina S desaminasa (bsr'), xantina/guanina fosforribosil transferasa (gpt), y timidina quinasa del virus del
herpes simple (HSV-k), y una combinacién de los mismos. El marcador de seleccién del vector de direccionamiento
puede estar flanqueado por los brazos de homologia secuencia arriba y secuencia abajo o puede encontrarse ya sea 5'
0 3' con los brazos de homologia.

En una realizacion, los 4cidos nucleicos a ensamblar o cualquiera de los diversos oligos de union comprenden un gen
informador operativamente unido a un promotor, en el que el gen informador codifica una proteina informadora
seleccionada del grupo que consiste en LacZ, mPlum, mCherry, tdTomato, mStrawberry, J-Red, DsRed, mOrange,
mKO, mCitrine, Venus, YPet, proteina fluorescente amarilla mejorada (EYFP), Emerald, proteina fluorescente verde
mejorada (EGFP), CyPet, proteina fluorescente cian (CFP), Cerulean, T-Sapphire, luciferasa, fosfatasa alcalina y una
combinacion 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 enddgeno al gen informador o la
célula, un promotor que es heterdlogo al gen informador o a la célula, un promotor especifico de la célula, una forma de
promotor especifico del tejido o un promotor especifico de la etapa de desarrollo.

Después de la hibridacién del ADN de cadena sencilla (por ejemplo, salientes producidos por la accion de exonucleasa
cuando las moléculas de ADN a unir son ADNdc o salientes producidas por la creacién 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 asi formadas se sellan con una ligasa. Una "ADN
polimerasa que no desplaza la cadena”, como se usa en el presente documento, es una ADN polimerasa que termina la
sintesis 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 asi creado, generando asi una "muesca en movimiento" (traduccién de muesca).

En algunas realizaciones, las secuencias finales de solapamiento tienen suficiente complementariedad entre las
regiones solapantes para hibridar los extremos complementarios de cadena sencilla de cada polinucleétido. Después de
hibridacion de una cadena sencilla de un primer polinucleétido con la cadena complementaria de un segundo
polinucleétido, el extremo 3' del primer polinucleétido puede extenderse con base en la plantilla de la segunda cadena
de polinucledtido y el extremo 3' de la segunda cadena de polinucledtido puede extenderse con base en la plantilla de la
primera cadena del polinucleétido. Extendiendo el extremo 3' complementario de cada polinucleétido, s pueden
ensamblar los polinucledtidos. 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 ligacion. Mas
especificamente, el grupo hidroxilo del extremo 3' extendido del primer polinucleétido con el grupo fosfato del extremo 5'
del segundo polinucleétido y ligacion del grupo hidroxilo del extremo 3' extendido del segundo polinucleétido al grupo
fosfato del extremo 5' del primer polinucleétido.

La reaccion de ligacion 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 reaccién permite, mejora o
facilita el agrupamiento molecular. Sin desear estar limitado por ningin mecanismo en particular, se sugiere que un
agente de agrupamiento, que permite el agrupamiento molecular y une y enlaza agua en una solucion, permitiendo que
los componentes de la solucién entren en contacto mas cercano entre si. Por ejemplo, las moléculas de ADN que se
recombinaran pueden acercarse mas; lo que facilita la hibridaciéon de las salientes de cadena sencilla. También, se
sugiere que las enzimas pueden entrar en contacto mas cercano con sus sustratos de ADN y pueden estabilizarse
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mediante la eliminacion de las moléculas de agua. Una cantidad adecuada de un agente de agrupamiento adecuado
sera evidente para el experto en la materia. Estos incluyen una variedad de macromoléculas bien conocidas, tales como
polimeros, por ejemplo, polietilenglicol (PEG); Ficoll, tal como Ficoll 70; dextrano, tal como dextrano 70; o similar. Gran
parte de la discusion en esta aplicacion esta dirigida a PEG. Sin embargo, la discusion también debe aplicarse a otros
agentes de agrupamiento adecuados. Un experto en la materia reconocerd como implementar cambios de rutina en el
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 reaccién 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 mas; esto facilita por lo tanto la hibridacion de las salientes de cadena
sencilla. También, se sugiere que las enzimas pueden entrar en contacto mas cercano con sus sustratos de ADN y
pueden estabilizarse mediante la eliminacion de moléculas de agua. Una variedad de agentes de agrupamiento
adecuados sera evidente para el experto en la materia. Estos incluyen una variedad de macromoléculas bien conocidas,
tales como polimeros, por ejemplo, polietilenglicol (PEG); Ficoll, tal como Ficoll 70; dextrano, tal como dextrano 70; o
similares. En general, cuando se usa PEG, una concentracion de aproximadamente 5% (peso/volumen) es éptima. Sin
embargo, la cantidad de PEG puede variar, por ejemplo, de aproximadamente 3 a aproximadamente 7%. Se puede usar
cualquier tamafio adecuado de PEG, por ejemplo, que varia 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 usé PEG-8000. El agente de agrupamiento puede, ademas de mejorar la reaccion de hibridacion,
mejorar la ligacion.

Los componentes de la reaccion (tales como sales, reguladores, una fuente de energia adecuada (tal como ATP o
NAD), pH de la mezcla de reaccion, etc.) que estan presentes en una mezcla de reaccién de ensamblaje pueden no ser
Optimos 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) tipicamente comprende Tris-
Cl 0,1 M, pH 7,5; MgCl, 10 mM, 0,2 mM cada uno de dGTP, dATP, dTTP y dCTP, DTT 10 mM, 5% de PEG-8000 y NAD
1 mM.

En los métodos divulgados en la presente memoria, al menos dos acidos nucleicos se ponen en contacto con una
proteina Cas y otras enzimas en condiciones efectivas para ensamblar los acidos nucleicos para formar una molécula
de ADN de doble cadena ensamblada en la que se retiene una sola copia de la regién solapamiento. Los métodos
descritos pueden usarse para unir cualquier molécula de ADN de interés, incluyendo los ADN que son moléculas de
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 invencién). En algunas realizaciones, los acidos nucleicos
que se van a ensamblar son de codén optimizado para introduccion y expresion en una célula de interés (por ejemplo,
una célula de roedor, célula de ratéon, célula de rata, célula humana, célula de mamifero, célula microbiana, célula de
levadura, etc.).

Las moléculas de ADN de cualquier longitud se pueden unir mediante métodos divulgados en este documento. Por
ejemplo, se pueden unir acidos nucleicos que tienen aproximadamente 100 pb hasta aproximadamente 750 o 1,000, o
mas. El nimero de acidos nucleicos que se pueden ensamblar, en una o varias etapas de ensamblaje segun los
métodos descritos alli, 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
acidos nucleicos. El nimero de etapas de montaje puede ser de aproximadamente 2, 4, 6, 8, 10 o mas. El nimero de
moléculas ensambladas en una sola etapa puede estar en el intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 10
moléculas. Los métodos de la invencion pueden usarse para unir moléculas o casetes de ADN, cada uno de los cuales
tiene un tamafo inicial de al menos o0 no méas 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 0 més. Los productos
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 acidos nucleicos ensamblados forman un circulo y/o se unen en un vector para formar un
circulo. El limite inferior de tamafio 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
aproximadamente 200 pb de longitud. No existe un limite practico de tamafio 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
acidos nucleicos unidos pueden tomar la forma de un circulo 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 acido nucleico, una molécula circular de acido nucleico con otra
molécula circular de acido nucleico o cualquier combinacién de acidos nucleicos lineales y circulares. Un "vector" incluye
cualquier molécula de acido 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 combinacién de los mismos. Por ejemplo, el
BAC puede comprender una secuencia de polinucleétido humano. Cuando se une una mezcla de moléculas de ADN, es
preferible que los ADN estén presentes en cantidades aproximadamente equimolares.
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El &cido 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 homologia que corresponden y se derivan de secuencias de acido nucleico usadas para
direccionamiento homéloga en células y/o comprenden &cidos nucleicos insertables que comprenden secuencias de
acido nucleico destinadas a llevar a cabo recombinacién homaéloga en células. Por ejemplo, el LTVEC hace posible la
modificacion de loci grandes que no pueden ser acomodados mediante vectores tradicionales de direccionamiento a
base de plasmidos debido a sus limitaciones de tamafo. En realizaciones especificas, los brazos de homologia y/o el
acido nucleico insertado del LTVEC comprende la secuencia genémica de una célula eucarittica. El tamafio 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,
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 elaboracién 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
construir diversas formas de casetes para permitir la eliminacién en tipos de células o tejidos especificos, en etapas de
desarrollo especificas o tras la induccién. Tales casetes pueden emplear un sistema recombinasa en el que el casete
esta 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 induccién. Dichos casetes pueden construirse adicionalmente para incluir una matriz de pares de
diferentes sitios de reconocimiento de recombinasa que se colocan de manera que se puedan generar alelos nulos,
condicionales o combinaciéon de condicionales/nulos, como se describe en el documento US 2011/0104799. La
regulacion de los genes de recombinasa se pueden controlar de diversas maneras, tal como unién operativa un gen de
recombinasa con un promotor especifico de célula, especifico 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
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 proteina de fusién que coloca la recombinasa bajo
el control de un efector o metabolito (por ejemplo, CreER™, cuya actividad estd 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
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
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
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
realizacion, el LTVEC es de aproximadamente 100 kb.

Los métodos proporcionados en este documento para ensamblar acidos nucleicos pueden disefiarse para permitir una
eliminacion 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 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
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 estan disefiados para permitir la insercion de una
secuencia de acido nucleico exdgena que varia 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
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 realizacion, el polinucleétido de insercion es de
aproximadamente 130 kb o aproximadamente 155 kb.

Los acidos nucleicos lineales se pueden ensamblar entre si 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, proteina
Cas) o cualquier acido nucleico lineal sintético, artificial o de origen natural. En ciertas realizaciones, el acido nucleico
lineal se crea de manera que las secuencias finales se solapan con una region de otro acido nucleico. Las secuencias
finales solapantes de un acido nucleico lineal se pueden introducir mediante cualquier método conocido en la técnica
para generar secuencias de acido nucleico personalizadas. Por ejemplo, las secuencias finales pueden ser una porcién
de una molécula producida sintéticamente, se pueden introducir por PCR, o pueden introducirse mediante técnicas de
clonacion tradicionales.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la materia una divulgacién y descripcion
completas de cémo hacer y usar la presente invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores
consideran su invencion ni pretende representar que los experimentos a continuacién son todos o los Unicos
experimentos realizados. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisién con respecto a los niUmeros 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 centigrados y la presién esta en o cerca de la atmosférica.

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

Se disefiaron un ARNcr artificial y un ARNcrtra artificial para dirigir secuencias especificas 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 contenia superposiciones
de 50 pb con el vector. Primero disolver los ARNcr y ARNcrtra con 100 uM en regulador duplex (HEPES 30 mM, pH 7,5,
acetato de potasio 100 mM). Con el fin de hibridar los ARN, se afiaden 10 yL de ARNcr 100 uM y 10 pL de ARNcrtra
100 uM a 80 pL de regulador de hibridacién. Se calientan los ARN en un bloque de temperatura a 90°C, luego se retira
el bloque de calentamiento y se enfria en el banco. La concentracion final de ARN es de aproximadamente 10 uM.

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 pL

BSA (100x) 0,5 pL

ARN 2 pL (1 pL de cada hibrido crtra:ARNCcr)
Cas9 (4,5 mg/mL) 1pL

Regulador 10x 1,5puL

H20 hasta 15 pL

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

Con el fin de ensamblar el BAC e insertarlo, digerir un plasmido o realizar la PCR para crear un inserto. Para las
reacciones de PCR, correr una alicuota pequefia 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 extraccion en gel. Se desea una relacion molar de 1:1-1:6
para el BAC:inserto. Usualmente, 50 ng de la insercién purificada funcionaran. La siguiente mezcla de reaccion se
puede usar:

Digestion de BAC 4 uL
Inserto 1L
Mezcla de montaje 15 uL
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Agregar el ADN y mezclar sobre hielo o directamente en una maquina de PCR a 50°C. Incubar a 50°C durante 1 hora.
Agregar 0,5 puL de proteinasa K (20mg/mL) e incubar a 50°C durante 1 hora. Desalinazar durante 30 minutos y someter
a electroporacién 8 L de la reaccion en células DH10B. Se pueden correr 10 pL de la digestion de BAC en un gel de
campo de pulsos para verificar la eficiencia de la digestion. Usar agua libre de RNasa y reguladores.

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

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

Estaos etapas se describen en la Fig. 1.

Ejemplo 2: unir entre si los dos BAC de superposicion: HLA-DQ humanizado + HLA-DR humanizado en el locus MHC I
de ratén (H2-A/H2-E)

Se disefiaron un ARNcr artificial y un ARNcrtra artificial para dirigir secuencias especificas en el BAC de HLA-DQ
humanizado para ensamblar con un BAC HLA-DR humanizado. Los vectores que contenian ~70 pb se superponen
entre si creados por escision de Cas9 en dos sitios en cada vector (véase, Figura 2). Disuelva los ARNcr y ARNcrtra con
100 uM en regulador Hybe. Para hibridar los ARN, agregar 10 pL de ARNcr 100 uM y 10 yL de ARNcrtra 100 uM a 80
ML de regulador de hibridacién. Colocar los ARN en un bloque de calor a 90°C, luego retirar el bloque del calentador y
enfriar en el banco. La concentracion final de ARN es de aproximadamente 10 puM.

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

ADN de BAC 2,5 ug X pL

BSA (100x) 0,5 pL

ARN 4ul (2 pL de cada hibrido crtra:ARNCcr)
Cas9 (4,5 mg/mL) 1pL

Regulador 10x 5L

H2O hasta 50 pL

Los vectores de BAC se deben digerir a 37°C durante 1 hora y luego inactivados por calor durante 20 min a 65°C.
Desalinizar durante 30 min. El ADN digerido se purific6 por extraccion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (PCI) y
luego se resuspendié en 35 pL de regulador TE.

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

BAC digeridos 5 uL (total)

Mezcla de montaje 15 uL

Afiadir el ADN y mezclar sobre hielo o directamente en una maquina de PCR a 50°C. Incubar a 50°C durante 1 hora.
Desalinizar durante 30 minutos y someter a electroporacion 8 uL 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 (ARNCcr) contiene: (1) aproximadamente 20 nucleétidos de ARN complementario
a una secuencia objetivo y (2) una secuencia de cola (GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 10)) que se
hibridara con el ARNcrtra.

Estas etapas se describen en la Fig. 2.
Ejemplo 3: Ensamblaje de 2 fragmentos escindidos de Cas9 de 2 diferentes plasmidos usando enlazadores

Con el fin de construir un vector de direccionamiento, se escindié 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 reaccion. A continuacion, se escindi6 R6KZenUbiNeo con 2 diferentes ARNcr para separacion en resistencia
Neo (1086 pb) y cadena principal (5390 pb). Se usaron columnas de Qiagen para purificar toda la reaccion. (Figura 7).
Reaccion de escision: 1170 ng de ADN, 30 pL de regulador, 4 pL de ARN hibridado (@ 100 pM), 1,7 uL de Cas9 (@
0,89 ng/uL), H20 hasta 60 pL. La mezcla se incub6 a 37°C durante 1 hora y se purificéd en una columna Qiagen antes de
eluir en 30 pL de regulador de elucién.

Los fragmentos escindidos se ensamblaron luego con dos enlazadores para dar como resultado un montaje sin
problemas de acuerdo con la siguiente mezcla de reaccién: 0,5 pL de enlazador 1 (5 ng), 0,5 uL de enlazador 2 (5 ng), 2
pL de escision de Neo (~60 ng), 2 pL escision de Amp (~60 ng), 15 yL de mezcla maestra de ensamblaje. La mezcla se
incub6é a 50°C durante 1 hora, y la reaccion se dializ6 frente a H,O. Se sometieron a electroporacién 10 uL de la
reaccion en células Pir electrocompetentes antes de sembrar en placa sobre placas Carb/Kan. La PCR a través de la
unién mostrd que 6/8 colonias seleccionadas eran correctas y se confirmaron mediante secuenciacion.

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

Con el fin de construir un vector de direccionamiento de raton inactivado, se sustituyeron 40 kb de un vector de
direccionamiento de BAC objetivo con un casete de seleccion flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinacion
(Figura 8). Se disefiaron 2 enlazadores para eliminar una region de interés de mBAC e insertar el casete de seleccion,
uno para 5’ y uno para 3'. Los enlazadores tenian una superposicion de 40 pb con mBAC y una superposicion de 40 pb
con un casete de seleccion. Primero, se escindieron 39,5 kb del vector de direccionamiento de 206 kb (mBAC) de
acuerdo con la siguiente reaccion: 500 pL de reaccion (con adicién de H20): afiadir 1 yL de Cas9 (@ 0,89 ug/uL), 2 pL
de cada duplex de ARN (@ 50 uM), 250 uL de regulador, 220 pL (12,5 ng) de maxi prep BAC, e incubar a 37°C durante
1 hora. ElI ADN digerido se purificéd por extraccién con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (PCI) y luego se resuspendié
en 55 pL de regulador TE. Después de la limpieza con PCI de la escision de mBAC, se realizd el ensamblaje a 50°C
durante 1 hora, y 10 L de la reaccidén se sometieron a electroporacion en células DH10B (Figura 9). La secuenciacion a
través de las uniones confirmé el ensamblaje correcto (Figura 10). El enlazador 1 (oligo 1 de unién) es continuo desde la
secuencia de mBAC hasta la secuencia del casete (SEQ ID NO: 12). El enlazador 2 (oligo 2 de unién) 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 unién)

Se utilizé la union de 2 mBAC mediante el montaje con Cas9/isotérmico para elaborar un vector de direccionamiento
gue contiene brazos de homologia con una regién genémica de raton y sitios de restriccion para insertar un gen humano
mediante ligacion de BAC. Este vector de direccionamiento se us6 en una ligacion de BAC para elaborar un vector de
direccionamiento humanizado. El mBAC se escindio de acuerdo con la siguiente reaccion: 12,5 yg de ADN, 2 L de
cada ARN hibridado (@ 50 pM), 10 pyL de Cas9 (@ 0,89 pg/pL), 250 pL de regulador, H,O hasta 500 yL. La mezcla se
incubé a 37°C durante una hora; se limpio por extraccién con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (PCl); y se
resuspendido en 20 pL TE. Los dos BAC de raton se ensamblaron luego junto con los enlazadores (Figura 11) de
acuerdo con la siguiente reaccién: 6 pL (2 ug) de escision de bMQ-208A16, 5,6 pL (2 ug) de escisién de bMQ-50F19,
0,25 uL de cada enlazador (@ 50 uM), 4,3 pL (100 ng) de casete de seleccién, casete (Ubi-Hyg) 12 uL de mezcla
maestra de ensamblaje de alta concentracién, 11,35 uL de H>O. La mezcla de reaccion se incubé a 50°C durante 1 hora
y se dializé frente a H,O a 30°C. Se usaron 10 uL o 30 pL de la reaccién dializada para transformar las células DH10B.
La secuenciacion de Sanger confirmé todas las uniones. La secuenciacion de lllumina reconfirmé 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 segun el disefio del
proyecto. El enlazador 3 no es continuo desde mB2 hasta mB3. Incorpora una secuencia Unica que se utilizé para la
verificacion de PCR. Esta area se elimin6 cuando se linealiz6 para electroporacién ES (SEQ ID NO: 15).

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

Ejemplo 6: Reactivos y mezclas de reaccion para escision y ensamblaje
El ARN de CRISPR (ARNCcr) (ordenado como ARNcs) contiene: (1) 20 nucleétidos de ARN que es complementario a un

area objetivo para escision; (2) y una cola que se hibridara con el ARNcrtra: <20 nt de ARNCcrispr>
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GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 10).

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

Todo el ARN se resuspende en 100 uM en H,O. Se combinan 2,5 pL de cada ARNcr y ARNcrtra con 5 pL de regulador
de hibridacién (concentraciones finales: Tris 10 mM pH 7.5-8.0, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM). La mezcla se incuba luego a
95°C durante 5 minutos y se enfria lentamente a temperatura ambiente durante 1 hora. El regulador de escision Cas9
2X contiene HEPES 40 mM pH7.5 (final = 20 mM); KCI 300 mM (final = 150 mM); DTT 1 mM (final = 0,5 mM); EDTA 0,2
mM (final = 0,1 mM); MgCl, 20 mM (final = 10 mM).

Reaccion de escision de Cas9 a gran escala: Afiadir en orden a temperatura ambiente: H>O hasta 500 uL, 250 uL de
regulador de escisién 2x, 12,5 ug ADN, 2 uL de cada ARN (concentracion 50 uM), 10 uL de Cas9 (concentracion 0,89
mg/mL) e incubar a 37°C durante 1 hora.

Esta reaccion se puede escalar segln sea necesario, por ejemplo: H.O hasta 50 pL, 25 pL de regulador, 125 ng de
ADN, 2 pL de cada ARN (concentracion 5 pM), 1 uL de Cas9 (concentracion 0,89 mg/mL) e incubar a 37°C durante 1
hora.

La reaccion de ensamblaje se lleva a cabo de la siguiente manera: regulador Iso-Thermal: 3 mL de Tris-HCI 1M (pH
7,5); 150 pL de MgCl, 2M; 60 uL 100 mM de cada uno de: dGTP, dATP, dTTP, dCTP; 300 uL de DTT 1M; 1,5 g de PEG
8000; 300 uL de NAD 100 mM. El regulador Iso-Thermal o se almacena en alicuotas de 320 puL a -20°C. La mezcla
maestra se prepara de la siguiente manera: 320 uL regulador Iso-Thermal; 0,64 pL de exonucleasa T5 (concentracion
del patrén = 10 U/pL); 20 pL de ADN polimerasa Phusion (concentracion del patron = 2 U/uL); 160 pL de Taq ADN
Ligasa (concentracion del patrén = 40 U/pL); 699,36 pL de H,O; se mezclan juntos y se toman alicuotas de 15 pL o 30
ML y se almacena a -20°C. Se usan 15 yl de mezcla maestra (MM) en un volumen total de 20 uL de reaccién.

Alternativamente, se puede preparar una mezcla maestra de alta concentracion (GA MM HC) como sigue: 320 pL de
regulador Iso-Thermal; 0,64 pL de exonucleasa T5 (concentracion del patrén = 10 U/uL); 20 pL de ADN polimerasa
Phusion (concentracion del patrén = 2 U/uL); 160 pL de Tag ADN Ligasa (concentracion del patron = 40 U/uL); se
mezclan juntos y se toman alicuotas de 6 pL o 12 pL y se almacena -20°C. Usar 6 pL de la mezcla maestra en un
volumen total de 20 pL de reaccion.

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

Reaccion de ensamblaje isotérmico/Cas9: para Cas9 se digieren 2,5 ug de cada ADN (por ejemplo, ADN de BAC), se
digieren 4 uL de ARN guia/crtra 10 yM y 5 uL de proteina Cas9 (0,89 pg/mL) durante 2 horas a 37°C. La reaccién se
inactiva por calor a 65°C durante 20 min, se extrae con fenol cloroformo (por ejemplo, para eliminar la proteina Cas9),
se lava una vez con etanol al 70% y se resuspende el ADN en 35 pL de agua. El ensamblaje isotérmico se realiza con 5
pL de ADN mezclado junto con 15 pL de la mezcla maestra (MM) como se describe en otra parte de este documento y
se incuba a 50°C durante 1 hora. La reaccion se desaliniza durante 30 minutos y 8 pL de la reaccién se pueden someter
a electroporacion 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 escindié MAID 6236 con un complejo de ARNg-
Cas para generar un fragmento escindido con secuencias solapantes. También se escindié VI568 con un complejo de
ARNg-Cas para generar secuencias que se superponen con el fragmento de MAID6236. El ensamblaje Cas9/isotérmico
se realizé como se describié anteriormente, dando como resultado la insercién 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 seleccion

La digestion y el ensamblaje de Cas9 también pueden realizarse sin seleccién, por ejemplo, utilizando fragmentos de
ADN de Blogue g. Con el fin de probar la posibilidad de afiadir ADN de doble cadena en un locus sin un casete de
seleccion, se sintetizaron fragmentos de ADN Bloque g y se insertaron en el constructo. Como se describe en la Fig.
15Ay B, se disefié 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 disefiado para introducir un sitio de reconocimiento de meganucleasa en la construccion. El
Bloque g fue capaz de insertarse en el constructo sin usar un marcador de seleccién. LA Fig. 15A muestra la insercion
de un Bloque g PIScel y la Fig. 15B demuestra la insercion de un Bloque g MauBI.
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Las construcciones finales se confirmaron para la insercion exitosa de cada uno de los Bloque g mediante cribados de
unién de PCR usando los cebadores indicados en la Tabla 1. El protocolo para los cribados de union es el siguiente: La
reacciéon de PCR contenia: 1 L de ADN, 0,5 pL de cebador 1, 0,5 pL de cebador 2, 1 uL de DMSO, 4 pL de dNTP, 2,5
pL de regulador 10x, 0,5 uL de Ex-Taq y 15 pL de agua. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador a 95°C durante
3 minutos, 95°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos durante 25 ciclos, seguido de 72°C durante 30

segundos, y 72°C durante 5 minutos. Las secuencias de unién se confirmaron mediante secuenciacion.

Tabla 1: cebadores para el cribado de unién de MAID1715 ya sea con Bloque g PI-Scel o Bloque g MauBlI

MAID1715+ Bloque g PI-Scel

Nombre del
cebador

Secuencia

Tamario de la unién

(m380)5' 302p18
de deteccién

GGAAAGCCACCCTGTATGCT (SEQ ID NO:
18)

302p18(m41) de
deteccién hacia

CTTGGCCAACAGTGGATGG (SEQ ID NO:

796 bp

3 19)
Nombre del
cebador Cas9 Secuencia Secuencia objetivo de ADN
CUAAAAUGAUUCUCAUCUGC CTAAAATGATTCTCATCTGC(AGG) (SEQ ID NO:

5'de diana 1715

GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
(SEQ ID NO: 20)

22)

3'de diana 1715

GCUCUCAACUUCACCCUUUC
GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
(SEQ ID NO: 21)

GCTCTCAACTTCACCCTTTC(TGG) (SEQ ID NO:
23)

MAID1715+ Bloque g

MauBI

Nombre del
cebador

Secuencia

Tamafio de unién

(m380)5' 302p18
de deteccié

GGAAAGCCACCCTGTATGCT (SEQ ID NO:
18)

302p18(m41) de
deteccién hacia
3

CTTGGCCAACAGTGGATGG (SEQ ID NO:
19)

759bp

5'de diana 1715

CUAAAAUGAUUCUCAUCUGC
GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
(SEQ ID NO: 20)

CTAAAATGATTCTCATCTGC(AGG) (SEQ ID NO:
22)

3'de diana 1715

GCUCUCAACUUCACCCUUUC
GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
(SEQ ID NO: 21)

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 unién

La Fig. 16 proporciona un ejemplo de humanizacién directa usando ensamblaje isotérmico/Cas9 y oligos de unién. El
fragmento humano y la eliminacién del ratén y separaciéon por Cas9 (cada BAC usa 2 ARN de crispr). El fragmento
humano y la cadena principal del raton se unen entre si en una reaccion de ensamblaje de Gibson con 3 conectores
(oligos de union) y un casete de seleccion.

La Fig. 17 proporciona un ejemplo de humanizacién indirecta usando un ensamblaje isotérmico/Cas9 y elementos de
unién 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 unién secuencia arriba y secuencia
abajo y un casete de seleccion. Después de la escision de hBAC por Cas9, el fragmento es "capturado” por ensamblaje
de Gisbon usando un donante sintético con salientes complementarios incorporados. La construccion del vector de
direccionamiento se completa mediante el ensamblaje de Gibson o BHR.

Ejemplo 10: Introduccion de una mutacion puntual mediante ensamblaje isotérmico/Cas9

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

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 area
gue se debe eliminar del LTVEC se recorta con Cas9. En este ejemplo, el recorte de BAC elimina la secuencia de Ori. El
Ori se reemplaza en una reaccién de ensamblaje de Gibson usando 2 enlazadores (oligos de union).

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 reaccion calentando a 95°C y
enfriando lentamente hasta temperatura ambiente. EI ADN del plasmido nativo o linealizado (300 ng (aproximadamente
8 nM)) se incubd durante 60 minutos a 37°C con una proteina Cas9 purificada (50-500 nM) y un daplex de ARNcrtra:
ARNcr (50-500 nM, 1:1) en un regulador de escision del plasmido Cas9 (HEPES 20 mM, pH 7,5, KCI 150 mM, DTT 0,5
mM, EDTA 0,1 mM) con o sin MgCl, 10 mM. Las reacciones se detuvieron con regulador de carga de ADN 5X que
contenia EDTA 250 mM, se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 o al 1% y se visualizaron
mediante tincién con bromuro de etidio. Para los ensayos de escision 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 disefiaron un ARNCcr artificial y un ARNCcrtra artificial para dirigir secuencias especificas en MAID 6177 (LTVEC de
116 kb) para el ensamblaje con un producto de PCR de 3 kb (UB-HYG). El producto de PCR contenia superposiciones
de 50 pb con el vector. Se us6 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 estableci6 una reaccién que
contenia lo siguiente: 100 fmol de cada sustrato de ADNdc, 16 uL de regulador ISO 5X, 16 uL de exonucleasa T5 (0,2
U/uL, Epicentre), 8,0 uL de Taq ADN ligasa (40 U/uL, NEB), 1,0 uL ADN polimerasa Phusion"® (2 U/uL, NEB) y agua
hasta 80 pL. El regulador ISO 5X (ISOthermal) fue 25% de PEG-8000, Tris-Cl 500 mM, MgCI2 50 mM, DTT 50 mM,
NAD 5 mM, y 1000 uM de cada dNTP (pH 7,5).

Esto produjo una concentracion final de 1,25 fmol/uL de cada ADNdc (o 45 fmol/uL de cada ADNcs) que debia
ensamblarse, 5% de PEG-8000, Tris-Cl 100 mM pH 7.5, MgCI2 10 mM, DTT 10 mM, 200 mM de cada dNTP, NAD 1
mM, 0.02 U/pL de exonucleasa T5, 4 U/uL de Taq ADN ligasa, y 0,03 U/uL de ADN polimerasa PHUSION.

Los métodos usaron 1,64 pl (0,2 U/uL) de exonucleasa T5 para sustratos que se superponen en 20-80 pb, y para
sustratos que tienen superposiciones mas grandes (por ejemplo, 200 pb), se usaron 1,6 uL (1 U/uL) de exonucleasa T5.
Se usd exonucleasa T5 como una dilucién 1:50 (en regulador de almacenamiento de exonucleasa T5) a partir del patrén
de enzima concentrada de exonucleasa T5 (Epicentre) de 10 U/uL. La reaccion se incubd luego a 50°C durante 15
minutos.

Ejemplo 13: Otros métodos para unir entre si 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 reaccién calentando a 95°C y
enfriando lentamente a temperatura ambiente. Se incub6 ADN de plasmido nativo o linealizado (300 ng
(aproximadamente 8 nM)) durante 60 minutos a 37°C con una proteina Cas9 purificada (50-500 nM) y un duaplex
ARNCcrtra: ARNcr (50-500 nM, 1:1) en un regulador de escisién del plasmido Cas9 (HEPES 20 mM, pH 7,5, KCI 150 mM,
DTT 0,5 mM, EDTA 0,1 mM) con o sin MgCl, 10 mM. Las reacciones se detuvieron con regulador de carga de ADN 5X
que contenia EDTA 250 mM, se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 0 al 1% y se visualizaron
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mediante tincién con bromuro de etidio. Para los ensayos de escision 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 disefiaron un ARNcr artificial y un ARNcrtra artificial para dirigir secuencias especificas en el BAC HLA-DQ
humanizado para el ensamblaje con un BAC HLA-DR humanizado. Los vectores que contenian ~70 pb se superponen
entre si creados por escision de Cas9 en dos sitios en cada vector (véase, Figura 2). Se usé 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’ como sigue. Se establecié una reaccién que contenia aproximadamente lo siguiente: 100 fmol de cada
sustrato de ADNdc, 16 uL de regulador ISO 5X, 16 uL de exonucleasa T5 (0,2 U/uL, Epicentre), 8,0 uL de Tag ADN
ligasa (40 U/uL, NEB), 1,0 uL de ADN polimerasa Phusion"® (2 U/uL, NEB) y agua hasta 80 pL. El regulador 1SO 5x
(ISOthermal) fue 25% de PEG-8000, Tris-Cl 500 mM, MgCl,; 50 mM, DTT 50 mM, NAD 5 mM, y 1000 uM de cada dNTP
(pH 7,5).

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

Los métodos usaron 1,64 yL de exonucleasa T5 de 0,2 U/uL para sustratos que se solapan en 20-80 pb, y para
sustratos que tienen superposiciones mas grandes (por ejemplo, 200 pb), se usaron 1,6 yL de exonucleasa T5 de 1
U/uL. La exonucleasa T5 se us6 como una dilucién 1:50 (en regulador de almacenamiento de exonucleasa T5) a partir
del patron de enzima concentrada de exonucleasa T5 (Epicentre) de 10 U/uL. La reaccién se incubé luego a 50°C
durante 15 minutos.

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

Se pueden usar otros métodos en los métodos proporcionados en este documento que incluyen los siguientes: Disolver
los ARNcr y ARNcrtra hasta 100 pM en regulador Hybe (regulador 10X: Tris 20 mM 7,5, NaCl 100-150 mM, MgCl, 10
mM, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, 100 pg/mL de BSA). Con el fin de hibridar los ARN, se afiadieron 10 pL de ARNcr 100
MMy 10 pL de ARNcrtra 100 uM a 80 pL de regulador de hibridacion. Calentar los ARN en un bloque de temperatura a
90°C, luego retirar el bloque del calentador y enfriar en la mesa. La concentracion final de ARN es de aproximadamente
10 pM.

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 uL
BSA 0,5 pL
ARN 2 pL (1 pL de cada hibrido crtra:ARNCcr)
Cas9 (4,5 mg/mL) 1L
Regulador 10x 1,5uL
H.O hasta 15 pL

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 plasmido o realizar una PCR para crear un inserto. Para las
reacciones de PCR, correr una pequefia alicuota en un gel y buscar un producto limpio; si el producto no esta limpio,
realice la limpieza por PCR en lugar de la extraccién con gel. Se desea una relacion molar de 1:1-1:6 para el BAC:
inserto. Usualmente, funcionaran 50 ng del inserto purificado. La siguiente mezcla de reaccién se puede usar:
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Digestion de BAC 4 uL
Inserto 1pL
Mezcla de montaje 15 uL

Agregar el ADN y mezcle sobre hielo o directamente en una maquina de PCR a 50°C. Incubar a 50°C durante 1 hora.
Afadir 0,5 pL de proteinasa K (20mg/mL) e incubar a 50°C durante 1 hora. Desalinizar durante 30 minutos y someter a
electroporacion 8 pL de la reaccion en células DH10B. 1Se pueden correr 10 uL de la digestién de BAC en un gel de
campo pulsado para verificar la eficiencia de la digestién. Usar agua libre de RNasa y reguladores. El regulador de
reaccion final contiene: Tris 20 mM 7,5; NaCl 100-150 mM; MgCl; 10 mM; DTT 1 mM; EDTA 0,1 mM; 100 pug/mL de
BSA,; para un volumen final de 15 pL

La secuencia de ARNcrtra usada en el ejemplo es: CAAAACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUC
(SEQ ID NO: 9). Este ARN de CRISPR (ARNCcr) contiene: (1) aproximadamente 20 nucleé6tidos de ARN complementario
con la secuencia objetivo y (2) una secuencia de cola (GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 10)) que se
hibridara con el ARNcrtra.

Listado de secuencias

<110> Schoenherr, Chris

McWhirter, John

Momont, Corey

Macdonald, Lynn

Murphy, Andrew

Warshaw, Gregg S.

Rojas, Jose F.

Lai, Ka-Man Venus

Valenzuela, David M.

Montagna, Caitlin

<120> Ensamblaje de AND mediado por nucleasa

<130> 057766-461002

<140> PCT/US2015/037199

<141> 2015-06-23

<150> US 62/036.983

<151>2014-08-13

<150> US 62/016.400

<151> 2014-06-24

<150> US 62/015.809

<151> 2014-06-23

<160> 25

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211> 80
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<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> ARNg quimérico sintético

<400> 1

guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aaggcuaguc cguuaucaac uugaaaaagu 60

ggcaccgagu cggugcuuuu
<210>2
<211> 42
<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> ARNg quimérico sintético
<400> 2
guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aaggcuaguc cg
<210>3
<211> 30
<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> ARNCcr sintético
<400> 3
guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau 30
<210> 4
<211> 33
<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> ARNCcr sintético
<400> 4
guuuuagagc uagaaauagc aaguuaaaau aag 33
<210>5
<211> 26
<212> ARN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> ARNCcr sintético

42
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<400> 5

gaguccgagc agaagaagaa guuuua 26
<210>6

<211>12

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNcrtra sintético

<400> 6

aaggcuaguc cg 12

<210>7

<211>50

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNcrtra sintético

<400> 7

aaggcuaguc cguuaucaac uugaaaaagu ggcaccgagu cggugcuuuu 50
<210>8

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> un locus objetivo que se enlaza a un ARN guia (ARNg)
<220>

<221> caracteristica 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,CoG

<400> 8

gnnnnnnnnn nnnnnnnnnn ngg 23
<210>9

<211>41

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNcrtra sintético

<400>9
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caaaacagca uagcaaguua aaauaaggcu aguccguuau ¢ 41
<210> 10

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Regién de ARNcr sintético complementaria a ARNcrtra
<400> 10

guuuuagagc uaugcuguuu ug 22

<210> 11

<211> 89

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ARNcrtra sintético

<400> 11

guuggaacca uucaaaacag cauagcaagu uaaaauaagg cuaguccguu aucaacuuga 60
aaaaguggca ccgagucggu gcuuuuuuu 89

<210> 12

<211> 145

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

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

<400> 12

ttgtgtgaat ataataatat cagtgcttet ttacttceccaa aactggacag cgcatcaaac 60
atcagaaaca acagtatcag ctcctgtccc aactaccatg ggtaccgatt taaatgatcc 120
agtggtcctg cagaggagag attgg 145

<210> 13

<211> 205

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintética - Confirmacion
<400> 13

cagcccctag ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttatgctage tcggtcacac 60

tgtcagctte ctgtgtttecc taggccatga taagatgcag caaagtttct gcaatgcaca 120
atgaggcagc cgtcggaata gatttgagaa agtcatgatg atgcaatgtg cacactcttc 180
ctttgtattt atctctatcc accat 205
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<210> 14

<211>138

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética - confirmacion del montaje continuo de mBAC al casete
<400> 14

actttagggt ttggttggtt tttaaagcce tatttccagt atgtggaaat gagccaaccc 60
aggacagctt ccgcectggatce gtggacaget tctatggecg tcgacgtgta cactcgagat 120
aacttcgtat aatgtatg 138

<210> 15

<211> 147

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética

<400> 15
tccaaacgac agcagaacta actgagagga gagcacagta geggccgcaa attgetttga 60
gaggctctat aaaaccttag aggctattta aatttaaatg geccggeccecga cggeccaggeg 120
gccgecagge ctacccacta gtcaatt 147

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Desconocida

<220>

<223> Sintética

<400> 16

Leu Ala Gly Leu Ile Asp Ala Asp Gly
1 5

<210> 17

<211> 49631

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintética

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (22396)...(22533)
<223> Enlazador 1
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<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (22494)...(25426)
<223> Secuencia del Casete
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (25427)...(25595)
<223> Secuencia del espaciador humano
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (25596)...(40791)
<223> Secuencia de BMQ-208A16
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (25387)...(25672)
<223> Enlazador 2

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (40792)...(40858)
<223> Secuencia adicional Unica del enlazador 3
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (40752)...(40898)
<223> Enlazador 3

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (1)...(22395)

<223> bmg-50F19

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (40899)...(49631)
<223> bmg-50F19

<400> 17
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gctggagtgt
ggaggcagtyg
tggegoagga
agttcgeocta
aacttgogog
cttocacect
aaacttccca
cttaaaggca
atcaacattt
ctggactcat
ctetegetct
aagaagtggg
tggggtggcy
ttatggtett
ttggtgteoce
aagtaaggga
gacttcteoe
atcctggaac
ttgocttaaa

ggtcaggcaa
getotggtee
gggatcgeeg
gctgecteooga
ctcattcttet
cgocggocagg
agaccttecect
gacttgettt
aaaactctat
tttcatctga
cgttggaatg
acaaaacagg
atgtgcacce
acttacgaca
ccccccccat
gccttgaace
aggagtaatc
taccctttaa
ttaacctgee

ES 2666 179 T3

catccoccaaa
gggattcoegg
cgogoctggg
ccgetgoege
cagcgogggg
gggcaggcgc
tctcococeee
caaatccacg
tgtcccaage
aaagcocctgtt
tcaattaaaa
atatttcagg
caaactgett
gettatattt
gagocccatga
agggtagaga
cacttgagaa
ggtagcagta
ttctetgeoagg

gggatggaga
tgotggocat
gctaggggge
goccgagatgt
gaatcggtcg
gggaggccgyg
acctcacceoc
gcacccatta
gtocccaaatc
tagtttgaat
tgcagattte
ctgacaaatyg
ggagtaccca
ttggggttte
cagcteccoctt
ggctacattt
caaaatgcca
ccegtogoac
acaggggaga

41

tgccgggacg
ccctcaccag
gaactggacc
tgaaagcaca
agggccctge
cttoggeteo
ccagttcaat
tgtgtttggt
cctgtaaatc
agaaaagcaa
tcagagctct
aaagaaatgc
ctgaaagagt
gttgtgttta
cocctattcag
agtattaacc
attgectctge
cgocccocte
gtgtgtaaac

acacctttag
ccacagcggt
gacttttcct
ggcgagttet
gtggogetgg
gtgcccotge
aaaatctacc
gtgaaacget
ttoccaccage
tcaggegecc
ttagegecec
tacaatgaag
aggtcaggga
gggcocococc
ceccogtggag
tgggagtgtt
ccgotgaggt
ccccaagggc
gtgtataaca

60

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

200
960
1020
1080
1140



ctgcgcaage
gacttgtgtg
gggtgaggac
cacgctgggyg
agctgggatt
acctaattat
gcagacctge
gctgggactt
tcattcagcet
ctctgettca
tgcattctga
atgtagaaat
tgggggaaca
ccctggettt
agcttcctat
gaaaggaaca
aagcatcaaa
gctcacccat
gcgatccttt
agattagtca
tttttgggaa
tgggaggttt
cagcttgtac
tctttaccee
agtcagtgga
agtggctget
tgtaaactgyg
tttctttctyg
tctcagagca
aatgaggctg
gaaaggaatg
cacgctgcag
gtaagcttaa
gggacgctga
gtattgagag
gaaaaaactg
cagcagtggg
ttggctectg
gtgtgcagat
tgaccatggt
ccctggeceg
tcatgegtge
tttaagtggg
cggagcttag
gttctttgtyg
actctggagyg
tgagggaaaa
gctgactttt
atggagagcc
cccggcatca
agtcttccee
gttgcaaatg
gcgetggtee
gtgccgcacyg
gtaatccgag
tgagggccca
tcagctgagt
agagggggat
gtacccatct
actctcectg
ccaggtatct
cagcctcacqg
gtgtaatctg

tcaccagceg
gagatgacce
tccteceteg
ctttctetgg
gtggccgeca
cctgectagg
tgcegtcact
cgaagaacga
ggagctgagg
agacctactg
aagttcttag
agacaaggaa
aaaatccttce
tgttgttage
tcecectettg
gattttagga
agcgcacggg
ccecagtete
cctgeccattg
ctgaagacac
attctctget
agccaatagg
gtatcatcac
tttgacgtcg
agggaattca
tggcggaaga
tgggaatgtt
agaaccgttc
gacccttect
gccatgcecaa
aaggtcaagt
agctgggtgg
aaaaaaaaag
ggtgaggatg
gctgagaaat
aatctggcetg
agcaggaaca
agcccectgt
gggattaccyg
cagcetggggyg
gcectectte
cattttaagg
aggectgttt
aagggagggt
cttgggtgag
ggacgtacct
gccttgaate
tttttctttt
gtgccatget
cagagtgggc
catctgggga
tgagaagcta
ttctcecagy
ggaatctgtce
cgtgacactg
cctggtgeeg
tgctgtgget
tgtaggaggg
gagaggagygg
getttgtgtyg
ttggaaagga
tcectttteeg
caacagtgac
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ggcecttteg
caaggggcgy
taggctgaga
ggttcagect
gcagcatgcet
aggtcgetca
tctegectta
acgttcaagt
tactcctggyg
ggacctgaga
gaaatcaacg
ttatcttttg
cagccaacta
tataccattc
gagatggtac
cggaggttct
attagaattc
ataaaatggg
gtttcagcag
tgaacaaaca
ttggatctag
ttagcgtatt
cattactaat
gttgcagata
ggctttgaat
ttgaaataca
tttgaagcct
tgaagcgagg
ccagtcagcg
gcccagegtt
tgcttcageca
ctgggtccta
attagcctac
gaaggctttt
ggttttatce
aatctctcte
gcagtaacaa
gggctgaagyg
tccacgtgga
cgcttcatet
agtttagttg
gtaccaagtc
cagccggetg
cttgtctecee
ggaagcagtg
tggcagggtg
acactatctt
tcegeattgt
ggatcggttt
aggtttcatg
aaagccagat
gttgtgagga
tccttcagag
atcaggaggg
cagatcgcag
gctggetttg
atgcacactg
acaggaccce
cttgagaaat
tatgtcggge

aatgaggtag
gaaccaccte

gecgggteee
gtggecgtga
agagagtatc
ccaggaagga
gggcctgtgt
gcacttttgt
cagaggtttg
tgagtcagce
tagtggctag
ttgcaaagtt
agaatgtttg
tgactcttgg
aaaacactgg
tacctgtget
gtcctctetg
ggcagtgteg
tttttctett
catcccagea
attctctaaa
taaagttatt
taaattgagt
gaaagttcce
aaaatcttga
tttagttagt
cceeeggttg
cgectgeatt
tcctgagatt
acgtgccget
tcttaaagge
ttaaactcag
accttgcage
cagtgatggt
tgcagcttgt
ccgataatga
catctgggtt
tttcagtgge
cagcaacagce
cattgcaggt
gatatggaag
gectggtett
aggataccac
gttttgggga
ccatatgagt
aggcatgagt
gcagttcttg
actgtggect
ttggctaaag
ttaagagaaa
ttaagctggt
ttgggaagat
ttcactagtg
ggacgtggcet
acgtggtctg
aatattggta
cactcatcge
gagtccgtca
aatcagggtce
tcececcaagg
gggtccccag
cacacagatg
gagttttgtg
tctgtgactt

tttgectgte
agagccatce
ctttcagggy
ttatggtatt
tcccaacacg
ccactceggt
aggagggggc
tggggcactg
tagagacagt
gctggagagyg
tgcactttce
ctttaagaag
gcacctaact
taaaaaaaca
ccttagtcte
aaatcctgtg
tctetetttt
tccaaagecce
gctcegtgeat
tgtactgtgg
gecccecttgt
aggccaatca
attattcatc
atgcctgtac
gattaaactc
cgaaaatgaa
ctttgattct
cagctcaget
cagctggaat
gtttttctge
tttgatagtg
ttatcttgceg
ggactagcct
Gaaagaatgt
taagcaagtt
agccacagca
agcacagccg
agcccatggt
aggaccaggg
ggtcaccatg
tttagaacca
tgtgtctggy
agtctctete
ggagtggttt
tttagccagt
tctgcagttg
gaaataggca
agaaggttct
gtaagctctt
tggaaagtga
tgtttggett
gaaatccgga
tggccaagece
ggcgagttat
cacttaatga
cggtcectgag
ctgattcatc
gtgacctcaa
taagatccac
cctggaaatg
catgaggtgt
atcctgtgac

atgttttcaa agggcttaat gtgaggggga
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tttggaggca
gtcagagtga
gaaaaataaa
gaaggcagga
gagcettggg
gaggagctgt
tectgtgegg
gccatcttcee
gggcccagea
ggagtttacc
tttgactggt
aaagaagact
gctcatatac
accaaacagc
agtgaaggct
tcataattga
tcattaaaac
atggttttgt
tctgactcaa
taagettttt
aactgatact
cataccaggg
aagggttgta
actgecttgt
actctttgta
ttctgacaag
gttggtctce
gaaatgcggt
aagagacgtt
agttgccctt
gacggaaggg
tctcttaaaa
ggaaacacct
gtttgcgaat
ggcactgggg
gcagcagcag
cctcagagcet
ctcagaagaa
attggcactg
gcaaccttgt
Gaaggtaagt
ggaagtggtc
cgcatcatat
ggtttgctcet
gccttacage
ctctctagat
gcctctgaaa
gaagttgagc
tgtgctttca
atttgccaag
tgcacacttg
gctgggcaaa
tctctecttg
tttttgagtg
acgtgtttge
tgctggcagg
cagatcatcc
ggagggctat
ccagacagac
ttataaatta
gttcaacata
gtcagggaga
aaggattggg

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920



tttctgaaag

taattgcegg
tttcctacag

tggactctcg
ggagggtttc
aaggaggagg
tgtgtaagaa
gacctgtagg
acactttgee
tcacatatag
aaaatgtctc
gagccttgat
tgccttetga
aaagcacagce
acaagggggt
tggatggagg
ttagaccaac
gctetggtgt
ggacttcage
cgtttgetaa
caggaagttc
gagatgttat
tcaccccgaa
gattgggtca
ttcagaatag

ccgatatcca
tacatgtaag
aatgcccetg
agttgggaga
aaggtgtgga
tggtgggatc
ggaccagctce
tcctggeatt
gcacagttct
aggtggtgat
attgccactg
ctaatgtgtg
taacactgag
tttagaagct
ctagaaagag
gttcagtcat
tcctatcetg
agtcagttga
aaatgattgt

acagttgggg
ctgaatgttc
tcccectgac
gtttacccca
tactttccca
tgagggagta
tgatgctgtt
agacctgcetg
tgtcagagag
gaagagaaaa
ctattatctg
ttgatagttt
atgctgttaa
tcatgggcaa
aattggcatt
tgtgtgtgtg
ttatttcaat
agatagcctce
gggtctgtgt
gctageeccgg
tacaaaaact
ttottttttt
ccaatatctg
aggaagggga
cagtagccct
aaaagacaac
ccetgggate
gaagggatgce
gtaggggctg
ccagtgttyg
ctgggggeca
cttgecctta
gtcccactgg
aagatagtgg
agattgaggce
cacacacacc
ctaactatga
ggcatctece

acttcggagg
ccagtgtagt
gttgtcacct
gcccagtagg
ccctetgeta
atttacatge
ccggattgaa
aagggttcce
tatcctacat
gaaatatctg
cattttttgt
cgctgaggaa
acacacaatg
ggaactgtgt
tatataactc
tgtgtgtgtyg
cagttaaaag
taaagacttt
aggcctgtge
gagttggtte
gagctatcte
ctgttgaggg
atttaatgaa
tgtttaatgt
gtgccacact
taagtccctt
gatccagcag
tgcaggctat
gagcaagtga
gtceccaaca
gegectctga
ctgtctttgt
tgactaaagg
tgcacacctt
tagcctggte
ccagaaagct
tctttettet
acagcctgge
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acttctttaa
agtgtgtgge
agaaacagce
getgtgagtt
tctaattacc
agaggaagga
acaatgctca
gttagggagg
ggtacacttt
cgctaagaaa
gtttcaccag
tctttatcaa
aagagattta
gatggtggcece
cagtgcagca
gctggattte
acatccagge
catatgtgca
ttcagettet
cagtttagat
cctgtgecte
gtagttctgt
teegtgtgte
cctaagaagg
atccagetgg
ggtggtcceg
caagcttgat
gctctggtta
agctaaaata
agtgcaaagg
cttaaaaaac

gtgagccage
ccecectcac
gctgtggtcet
cgtggtgcaa
tcctcagtgt
caagggctta
aagtacacat
ttaatattac
tttcttgetg
tgtgtgtgtg
actaaataac
atgctgtttt
acatgagtge
tggaagtgaa
ttctgecteca
tgagaattca
taatcacatg
tcacattcte
tatagacagt
tcatcaggcet
ggtgtcttgt
tttacagata
tgattctgtyg
cccacaggga
cctactgttg
ggcttcgtag
tgtttagtag
taatcccaac
tacagagtga
tgaagttgta
gggctggtag
ttgggatttyg

ttttgttaat
tcagcactaa
ccggttagga
gatttcagtt
tcagaaaggt
cagtgggctyg
cattgttgaa
gaggctgaga
gctaggctca
aagaaaagaa
agcaagcttg
tagtcactga
gttttcacca
ttggccatce
aacacggtac
ggcagggtet
catcaagcta
tctctccage
gtctectgaa
aatgtctatt
actactaagg
gcagtgtatg
tctggacact
cagtcatctce
tcatccctgt
attctaagta
tactgccagt
attaagtcat
aaagggcettt
gacggcctgg
acccaccatt
gaaaacctceg
caccaccace
cagcccecca
gtggatgatt
gagtgtgaat
ttcttggtca
tctttattag
ttctagagca
gcttecactg
tgtgtgtace
ttacttaaaa
taagccttat
aggtccccet
tgtggatcct
atacagttca
aacaaccaag
gttatgaaat
tgtggagtge
ttggctactt
ccgtcttaac
cttggtcage
attatgggtt
attaagagca
agtactcctg
cctgeaggtyg
agaatgatgg
tagcttttte
actagggagg
gtgccaggac
gttttacgaa
ctgatggttt
ccttgtaget
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aattaaaatg
ctaaggaagce
aagaattgtce
gcagagtata
tacaagatgt
gagtccccca
agcagatcce
agtctccgaa
gagtttgcat
aaagaaaaaa
ggaaatgcag
acagtagtac
gtgacctgga
ccatccccag
cctgagatga
gtgctcacte
gaggctaggce
cgccatattt
gctttaccat
gggccggaca
agcccttttg
tagccatgca
ttctcaagtyg
tgtaagattt
gacaaaggac
ctgttctgtt
cteggetett
tgttgacatt
cccaaaccca
g99tggggty
tcttgggcag
tgagtgtgag
acagggtagt
catttaattg
taacaggagt
atttaagagt
attaaaccaa
aatatagtgt
aaaatctggce
atctgaatag
tgtctgtcta
aaaaatagcce
ttttaaatta
ggaggccaga
ctgcaagaac
acatttttte
cattccaata
aactggggta
gtgcagtagce
acatagttag
ttttccattt
agctaggagt
tectgtgeag
cttcectectt
attgtcttta
cccttceteat
gaaaaaattc
ttaaaataca
cagaagcggg
tacacacaca
agtgtattta
ggttttetet
caggtcggtce

gatgtcccee
tgagctagga
atttttcatt
aaatggtcct
ttgtactcge
aatggctctt
accacctggyg
gttgtaggtc
gaggttcgaa
ggaaaaaagy
agaaacccca
catccccaga
cagaaagcag
caagctgggg
atgttgettt
tcecttgtetyg
tccatgctag
gatgcagcca
ggaaggcatc
aatatgtaat
accctctagg
atgtatgtce
gcagcagcag
tccteggtat
aacagtatca
gattcaaatc
actttcagat
aagggaatct
aacccttaat
g999tgggag
tcttetgggt
gtctacgtgg
tcaagtcett
ccagttagaa
cttgtgtttce
tgactgtaac
atgcaggcege
atttcacaat
cagcccagaa
agcaagtttg
tgttgectgt
accccttcte
ttttaaattg
ggtttttgat
aatatagact
ttttttcttt
tgagatgttt
gtgtttaaac
ccegtgectg
ggtggtcatg
ctgattgaat
tattttgggyg
aactgtcect
ttgcagagga
tctecaggty
gtgggcetgee
caagatggta
gttggtgage
tggttctttg
cacacacgca
accgtcagga
tttttagatg
tagaacttte

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700



aatccceccta
gattttctgt
tatctttatg
agagaccaga
agcacccagt
tgctgtttge
ctgagaataa
tatcacatac
tctggacaga
tcctaaggag
ttatttatgt
tgtttecctaa
ttceceeccecee
aatttggtgt
ttattctett
gtcatgtgge
ctaagactgt
ttatgtgttt
tttgacttaa
tttetggagg
tatctacttg
taaattgcac
taagtgctga
agacctaata
aggccttect
agacatgtga
tcttectgtta
tgggtatatt
gtgaagggtg
tgggtgtgtt
caccattgca
cctgecaggg
ctgtgectggg
ggggcttgtg
aatgatggtt
atgctgaagg
catgtgctag
catttcatga
agtgaccaca
ttecctectte
tttttttttt
tgtttctect
aataaaaatt
taccctectge
gctgagtceac
cctcatcgtt
ttttgatagce
aatcaaaggc
acaggtgtgg
ctctecatct
agaacgagaa
cagcaaagct
tatggaggtg
gtggggatge
cccacccaca
ggctggtaga
ccetttgagt
cttgaacgte
ctttagccag
cagtctgagg
actctgatgg
ccagaaaacc
cacaccttgt

cctcaactte
aattttgaaa
tgttttgecet
agaggacttg
ggtcttcact
ttgcttgaag
atgaaagtcc
ctectettta
gagaattcca
gatgctgaca
agcatgttcc
cectggaact
cccccatgtg
gctgttatag
tggaaaccct
ttgcttcaag
tgcttagetg
cagatttaaa
aattttaagt
tacagtctca
accttagtca
agattgaata
tttcectececca
tgatgcttge
ttatccaact
cectttatet
aggaagtcaa
ttggcaggag
gtagagaggt
ggatgtgtta
ggtgttgett
gagctaggtg
gtccagacta
atggcagagg
tccatgaaga
tgcagatgct
ggatgttgac
ataaaatttt
cacccaccct
ctcagcaaga
tttcaccect
tcacctcecce
ttctagcact
taccgtgggg
tggagaaaag
aggtcttect
atttcaagct
cacctggact
aggcctttee
ctatctccte
gtgtggccect
cactttggtg
acagtgactg
tcagagacag
tcagcttcece
gagaagatgg
cagtttccca
caattcttct
ttcececatcte
aagctgcacc
ctttettgee
cctgettete
cectegggaag
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cactcctaat
aacttggcct
gcatgtatgt
cggtccectg
tcecececegtgg
ccaccatagg
acttgcttge
acttcttgtce
ggttatggtg
gattcaggaa
tgagacatct
tgttttteac
tggccaagtg
atcaaaagga
tcaagttcac
ccgectctee
attgtagcag
accactcagg
agaaactaag
taggaaatcg
agtgagataa
cacactggac
ccccacacct
cttgtaatct
ctttttttge
gcttacagte
ccgtageccac
agtcctctgt
tggtgtgage
tagtgtgetg
gtcttttgee
ctgggcettee
gtggaagagc
ctcagggtga
caccttagct
gagagcgcca
aaattgccce
tgcaattett
ttaggtgaac
ggatagatat
actttggact
acacccactt
tatattctgt
accagtggga
ctcagaacaa
ttcecteggat
tctectttea
ggactacctg
gggaactttt
ccctetecece
aggggcaaaa
actttaaaaa
actaggatac
caggtatgaa
tcagagctgt
catctctaga
acttattgge
gtctctacct
atctttgttg
gcgetgtage
tagccatcat
ttgggcagag
ccacaatgtt

tgtceggeat
cggattttat
atgtgtacca
gaaatagagt
ctcteccagec
cagtgacagg
tcttggetgg
caactaaaga
accatgtttt
ggagaacccg
caatcctgag
ttecttatacce
ttttaaaggt
gatctttgag
attgagagct
cccattccac
gtaccttgct
tctttaaaga
taaagttgtt
cecttgggtg
cctggttgaa
tgtagttcct
ttgtcaaact
ataatgataa
cctegggttt
taggtgttca
ccagcacata
ttgaggtttt
ttggttgggt
tgceetgtee
atcttctecct
ggtgggctgt
tggacattca
gatcgtgtce
cctgetettt
ggcctttatt
ttceccaacaa
agagatgctg
taattggtgg
ttgatggagt
ttaaacttca
ccttaagtcec
agttctggtg
cacagcacag
gaagggccac
ccteccagace
gcatttctte
gaactcctte
ttcteccagag
caggaggaaa
gaagccagga
aaaaaaaagt
tgatctttgt
gtaaggcaag
acagcctttg
tgtgctttte
tgattggttg
cctgagtget
tagaaaagtg
ttcececttga
ggaggcaagg
taatgatgac
tgggcaccte
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ccttgaagag
ggcttactta
tgtatatgtt
tatctacgtg
cttggattaa
ctttgtggac
gtcaagtcag
atcatgaatc
atgaggatgt
gcctcatgtt
cactaaggaa
tgacagttta
atctaacacc
actagagatc
gacagttggce
ctcaacccct
gaatgtgtaa
ctaagggatc
ttgaatagta
ctgagtttga
attccaagat
ggcccagtgt
aaataaaacc
atgtcagatt
ttgcaageccce
aggttgactt
gtgagaatat
caaataatcg
gtgttgggtg
aagccagtga
gtaatgccac
atggcaggga
tgtgecatggt
ttcaactcag
gctecegtgee
aagtgcctgt
acaggcagat
tggtttecegg
aagatggatt
gttaggcacc
gaggacaggc
tttgaagaag
cgatgtaggg
agtcctagac
cttgetectg
ttagettcecat
ctttttgcaa
aggctgtggt
attagggact
aagaaaagaa
aatgaagcceg
gacctctggt
agaggtcatt
gtcactgetg
catataacga
tagtctcagg
acctagagtc
ggaattacag
ttcacccttg
cgtectettte
aaatggccag
ttcectgect
gcectggatcet

catgtgtett
tctttatgtg
tagtgcttge
gttttgagcet
atgtggaatg
tttetacact
ggagctaaac
ccaagcegtt
taaaaatagc
tatttgggtg
gtcaacacat
caaatactgg
gaaaatggcc
tctgtcaagt
tagecectaga
tggactgcca
cctgtataga
tgatccgaca
tgtgttgtgt
atgtgcctac
aatatctgtce
aggcgcaggg
cacatctcaa
ttcagacctt
cctggtgttt
tttttttttt
gtcatggtca
atgtaggcca
tgagcttggt
agaacccatce
catccatttg
gttcacagaa
tcctctaaga
tcettggget
ttgtgataag
aagcggctca
cccaggatce
acaccttcac
tcacagctca
cctettgttt
tggttggttc
agtttcaggc
agttggtcca
gctgacttat
cetgactgtt
tgagttgetg
caaggtggga
catgaaaagg
cacctatctt
aaaaattcca
ttttaaaage
cgcagctggg
tgtgaaatgg
aagggaaaga
ccacttccca
gtaattagtt
tcatgtagcee
gcaggcacca
aaggggtggc
ctggcactte
ggctgagagg
ggcacagtga
tecctagacte

8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480



agtggctgag
ccaggcaaag
aatttggaac
ggcagagagt
agtgatcctt
gtgtggccce
cattgetgte
gcaggcctga
tctgttecte
gggtcaggte
gagcagagaa
agagtcagag
gccagggceac
gggctgetct
gaattagagg
gtcaaagagg
ctctcgaact
tcattgcaag
tgtagtttgg
atgctctagg
gatgaatggce
actgggaact
gtctcattca
gtttttgttt
gcaaggcaag
aggtacaata
gtctgtatga
aggaatcctc
aaagcectgyg
ctctgcetgac
aggtggctce
gtgcacagag
gaaagccettg
cagggacaga
getttggtet
ggagcaccca
tgcacgataa
ccacgagaca
ctgtgacatc
agaagagaca
ggtacaggga
catgtgaatg
aaagatttce
ctttaggagce
caaaagagat
tggcaaggtt
ttctettgea
atacagacgc
atgccagttt
tctctcagaa
gggatttgtyg
ttcagtcttg
ggacactatc
agctgecegee
ttttctgcat
tccacccetgt
gtaatggttc
gccageccag
tgatgctaac
tgggcagect
ctttttttat
gttggececee
gatgtgcaag

tctgaaggga
ctgaggtctg
ttccaagcag
cctgtgtcca
ctggetetgg
cegetccaga
cagcaacttg
gctaactgag
agcctccage
ctmqacac
aggccaagcc
aagcaggagg
ttgaaaacta
gaacaaggaa
gcaaatatct
tgagettgtt
tgcctetgga
caggtcccca
tgttagggee
gactttctat
agttatgcag
taccacatag
ctacatctag
ttttgttttt
aactttatgg
acctgtggge
gacggagcect
gctcagggaa
tttggagtca
tcatctactg
cggetgggty
tgtttcctet
ggttccctet
gggggccgtt
ttggacaaag
gccagagcac
acctcggtca
gttgggtgag
atggggatgg
tttaggtttt
acagggacag
aacgggggga
tagagagaca
ccctatagea
tcaacagact
tgggactagt
agtgcgectt
ctetttgtge
ctacttcctg
caaaaggttc
tagctgegea
ggagtgtatg
gtcgcatgac
getttgagte
ttttatttte
ttctcaaage
ccatattgaa
agtttctggg
aggaacgtgt
gctcacctet
gcagecgtat
tcctetettt
ttggcacact
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gccactttte
tggggcagga
atgtggettt
tcegteegte
cctaccttte
acgatccectg
cggaccatte
ccccageaac
tgctggeect
atctgcagtc
ctttaaataa
cagctttgee
tttctttatt
aatgtcatat
ccacttgagt
ccagatgcag
atgcagttca
agctgtaget
cttatttcct
agggaccagg
gtgttgtcca
gttaagetgy
gttttttegt
tttttttttt
actgagctat
cctttggete
tcaggacctg
ggcgtgtata
gaggcatgca
acctgttaga
aatatgtctg
cagtgtgcte
ttgtgccace
cagtacgacc
ggtttctgag

tcaggccatt
ttgcgttcat

aatgaatatg
ggtgacggca
gaaaactgca
g9gacagagyg
agaggggaaa
ctcattatag
ttccttgatg
ttcccagtgg
gtgtcctaag
caggacgcag
ctctgagcca
ggtgctatgg
cattttccag
gatttgatct
aattgagtgce
aggattgggg
taggtaccgg
tcetgggete
caaacctaaa
acatttgcta
gctgtecgac
ctgaagagat
ctectetece
ttcttgaggt
caggatgagt
ggtaaagggy

agatttgett
gaggaaggtt
cagtcctect
cgtceeecee
taggtcctgt
cccteteetyg
ctccagcaga
aggatcaaac
tcatttgcaa
tctgaatggt
acttgctgaa
ctttagctaa
cagaaagtac
aggatttggg
gtatgccatt
cttgtaaaga
gccttgggaa
gctttaggte
gcatccgggg
ctgtaatcgg
ccttggtttt
ctggtgagca
ttgtttgttt
ggtgggttct
ctgtcagcta
actggtttct
cagatgttta
taagatgtga
agtggatatt
atcaggcetgt
cagagcttca
ctcacatcag
gtttgccagt
acgttcattt
ctggeggtge
caggaggctg
tttecttect
tetgegtgtt
tgtgtcataa
caggagcecte
acagacatac
ctgggggaat
gttgggtaca
ttgtagctac
cttttgtctg
gagtcctgca
gaggcectggg
cgagtgctgg
aatctaatgg
ttcttgctca
ctcctegegt
gtatgttgtg
g99agagagg
gtgacacaat
aggcataatt
ttacgagggg
ccttctagte
tactgcagcet
gctccageta
tagcctcacce
tgaaaacttc
tgtacagagg
aaactttgaa
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gctttctgaa
aaccatggtg
ggatggcatce
aacgcaaaac
ggtgttaacc
aaagcagett
gattccctte
ccattccaag
ttggctggga
gttataactg
caatacccce
ctcttaacct
ttaccaagcg
catcgatctg
tattgaatat
gccacaggea
caccagccaa
ctgtggttct
gcctatgata
gegtgtgact
attgacaggg
ggctcectgg
ttgttettet
gaggaattaa
tctgtcagee
tgaagcaggt
gttccacttg
cagatttatt
ctcatgggge
gacccataaa
ggtagagcat
ggtcagtgag
agctggectt
tggacagcag
catcctcage
accctgggtg
cccaccttet
ctacgtggat
tgggaaactyg
tcaggtagag
cgtctggeta
gtggtactcg
ttccattcag
gaggagcagce
cctgtggate
gaccttgggg
cctggetgge
gtactttgac
ctgagttcte

tgcgggtggy
gattcttagg
tgtttcaaac
tgtgcctaaa
ctctecgatg
gaggtagcta
ttggttgtaa
atcctgeect
catctttgte
ccttataagg
agagtaggag

agccttcect
ctgccatcett
cccaggcaga
actacagaaa
agctgggatg
tetgtgaggt
cagcttccat
aggaaggcca
agctttggag
gggtcctget
ccaaaggtgt
tggttttgta
gagaagggag
ccccttaagy
ttacctcagt
gcatgaagtc
tctcectagt
tgggcctgte
acttagccta
tcattgagtg
tctctecetg
agatgtctct
ggttttetet
agtgatgett
cagcceccag
attaggcectg
agaactttgce
cacttgaaag
catcttaacc
accaagccce
ttgcectact
ggacttaaca
tctggtgtet
caagccttaa
tgggagccca
gaggtcctta
cagaatgtct
aaaacatagg
gaaatcttat
aaacagttta
ggcaagccac
gtaatgatgt
geectttgect
aacctggece
cagccctaga
agcctgtget
cagacctcgyg
ataacttgta
tgggacatgce
caacagctag
cagtgggaat
tctgtcattt
taaggagcta
ccettttgee
tggagggctyg
tatgaaatat
ggcggettga
ttggtggggy
acaaagagcec
ccececcacceee
ctgtatgggt
atgctatcag
ctgcagcage

12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260



cagctctggyg
gactccacca
ccatgetgac
tgccaggtgt
ttctgggtgt
ggccagtgac
gcagagtggg
agtgacattt
tgctgtttat
gtectegtee
acagcttage
cctccacect
ccectttett
ttccagaaga
ctgtttgagg
cattetgggg
gtggttggea
ggagacgatt
ccatttcaga
aagtgcetget
agacgctcta
tegtttgtge
tctagggtga
taaatacaag
tggatctgta
ctgggtctga
aggaatcttt
ttttaaagac
cttagtagge
accatgtgece
aggaaccect
aaaatatgac
agaaacacag
tagaaacagce
gtttaggtaa
aattatgaaa
ggtgcctetg
gtggaacttg
atgttgatat
caattgtcac
agaggccatc
gccccttata
aagagcagge
aagagaagcce
agcatgccac
tccatttgea
tcttctcace
gaccttctee
aggatcacca
cctettgaga
gaggaggect
gcagatgata
cccattttge
tgaaagtett
gcttgagaac
ggtggcetece
tggctgagag
gtgtcecttt
cctcacagca
aaatttcaat
tggtgtagac
ttaagaccag
ccttatttet

atgtegtett
aaggacccca
agtgccatgce
caccggttte
ccttgatttg
cacagctcac
tcaacccttt
ggcagctcga
ttgtcttgta
cagggttcct
tgggcagcee
cctectecee
ccttgtacgt
atgtgttttg
taccccactg
acaccctaga
gaagtggctce
ggccagggcea
aaccacaggg
atcgctgget
getgeaacgg
gcagtgaggt
cttcacgaat
ctgtcactag
gaaggacttg
agccectcte
gggaagaaag
agaatctcac
ggtaaactct
accataccce
ttatcttttyg
cagtatatag
ctaagcctee
tgagcagagce
caatgacagt
aatgtatgag
ctcgtagett
gaagegtgtg
tgctataaaa
gtgttacaca
tgagtgggag
ggacactatg
agtgattggg
tttagctcte
ttgggttcca
gggagctacc
cccttattat
tttctttetg
aggaggaggt
gaaggtcact
tggcgttagg
ctctatactg
ccatgccaac
gagattaaaa
aacggcggat
aggcacctce
gctatgcagg
accaaacatc
tggtgataca
gagtcttggt
tttaaggcte
actggcagat
cttcctcate
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tgtgtctggy
ttgtccttaa
aaaaatatgt
taaaagccta
aagttacaaa
caggcccatg
gccactcace
tccccattet
ttagatggca
gtgcagtcct
cgtccettga
tttcectect
ccctettetg
ggatctgatt
tatctttaac
agtggettgg
cttctcectg
ggacttggac
gaaaagttta
tggcaactta
gaaccccaag
gtcttagtct
agcaaggtgt
tgacatcagg
gagaagggtc
atttctaaat
agggctcatg
tacatagcce
gaagccgatg
accactgttg
gtttgtttgt
gaaactgctg
acacaggaga
cttcccagaa
gtatggccca
aacagacttt
ctggaacttt
ctccggtaag
gagactgttt
gagcagcettg
agacaggtgg
aggtggttac
aggagccagt
aagtctccag
tgttcttagt
aactgcatct
aatcctgete
cectttettt
aacattgett
agggagttgt
atggcttgat
tceccaaage
ctggcectcac
atccagttgt
gactgacatt
cgtataatge
gcagagagga
cagtgtcctg
gtatggtaga
cctttgttga
catcattctt
ggtatgagac
cttaaaaata

gacaaggcta
tatcttttat
acaggagagg
ggtggacatt
gaacctttca
gagtggcagg
tgttatgaac
ccgtcaagac
ctgtctggga
actgggctag
caggacatgc
gcctcectete
ggtgaatcta
gtgcectgtg
tcagatcctt
tgtggtgega
cgatggtggg
gcccatetgt
taggcaaaca
aagcattacc
atggccatce
cggceccate
cataccccte
tgaggtccca
aggaagattc
ccctattace
gcagggtaac
aggetggett
caggctttga
atgttttcat
tttctgagta
gcatgtctca
gcctetggee
agtaaacatg
gctcccatge
ctgtctgegy
ctcecccactg
ccacggcatc
ggatttccca
gcagagtcgg
ggtgtggcga
aatatggagt
cccgaagecet
ggctaggcegyg
gcectggtee
gtgtcetggg
tctectgttt
tcctgtatte
tctgetgacy
gcattctgee
ttcatagata
cagtcgtcett
cattgactga
ttctgaagac
ggttgtgget
cttcttgtat
aatgagccca
tcctacctga
attggtccag
tgttgggtgy
aacattgtac
ttaggttcaa
tgaacccettt
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gctaggeege
actgaactct
ctcttccaag
ccagtaccat
agttctgtac
gcatctttat
ccagtgtect
ttttggcagt
gaacgecggy
aggagtgetg

ctgctgaage
tcctettcte

ctctgattct
gggagceccee
tagacgctga
ggtgatttgt
aagctgecat
tctotgtttg
tgataaaaag
tgaagcagct
tgtgggeget
tacttcttga
ccecctaget
cccagaggtt
tgcctcagtt
tcecagggaa
agtcagccac
tgactgcect
acttatgatc
tattggattt
tcagagtagt
agggtttgta
actgttgtgt
tegecttgtt
atctttccaa
aaacccctga
tgctgtgcag
agaaatgtta
gggagttcct
gcaaggagtg
gcacagtcct
tgtaacacca
ggtgaaggat
gagcaggatg
gtgatgtatc
atgetgttgg
ctteceeccte
acccaatctce
ctgctgacee
tatccaaggce
cttatcttte
cctgggaaac
gtgagatggg
agtggagcac
ggaagatcaa
gttggtggtt
gtgtcectgt
gacccctett
catggtccag
aggaagggtt
gaatctttgg
atggaaccce
gttttacttg

tcttettect
ggtgccaget
gtcccagtet
gtgccctgea
cctgttctat
ggctcggagyg
gtgactttge
cctgtggett
ccatggtatt
99ag9tgggy
tgtgccttet
tcctcategt
getttgtect
ctaagtgggg
ctaaagaagt
tgccecagag
gtgatctgtg
cagttgggcg
tgacagtctg
tctaacttce
ggggaagatt
aggctccett
tacaggaagg
gtgacctact
tceectttege
tagtggcttyg
gtgtgcggaa
cactcagtag
ttcctaacce
gatgctgtga
cagctcactg
acctgtgggt
ttgtcgeagy
tgttcagaga
gtttccattt
aagagcattt
agtgcagagg
aatccaggaa
tgtcctgtgt
gectgtgtgg
tggtgectty
caggactctt
ttaggcacag
gcatctttte
tcatgtgtga
gttggetttt
tacggtattt
cctactcect
ctaagtgggg
agataccttg
tgacgtgett
tagagagttt
agcccatcag
cacagttata
gtatacagce
ggggatcttyg
acccagggca
cttetgtgtt
tagtgcagct
tcteegtgga
tttaaagatg
cctttcecct
ttgttgetgt

16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
195080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040



tgttcattat
gtgagtgcat
tcaattcctt
gcaagcatgce
gccactcagg
ttccaactga
ctacttcttg
ggggccacgce
gactctggtce
ttgagtatgg
tcaggccatg
aacggctacc
gtttttctte
ctaccctceet
taaacagagg
ttgctttctg
gtgtggttgt
acttttgtgt
ggggtccect
agatgtttat
tttgttcttt
tggaacctgce
ccattcacag
ggccctgage
tggatcatag
gtgtacagca
agctttctga
tcagtgtttg
ttccagecag
tcagaggagg
gcaggatgcet
atctggetee
tctatgtgta
ttttctttet
tcccageteg
acaatcaagce
gtttgceect
ggcaaagtga
tgtatcacat
gtggattttt
gaaatgagcc
gtgtacactc
gcgeegggtt
agacgaaggg
ctgctcataa
cttgggtgac
gtcecttcte
taaggacgceq
cttgtttgtg
getttogtgy
tgtagtctgg
atggcggcetg
gaaacaaggt
gcgggaaagce
agtttgtcac
gtgcegttgy
cacccegttet
cttttctceg
cgccggacct
gtacctatct
gtgtgttttyg
attttcagtg
tagacgtgtt

tctcagtgtt
gtagacaaat
cttcctette
cttcctecte
tcagctgect
attctcaatg
gaggagactc
tatcagtgtt
tgcecegtata
cactgctcca
ctttgetgge
tacctgcectce
actttcattt
gttgcttcect
gcacatgaga
ccectgettt
ggtggggttt
tcctgtactg
gtgagaagcc
taaatagcag
ggagtgggcet
ccagtgtggyg
ctctcactgt
aaggtcagga
ttggtttcat
aagatatcca
tgtgaaggtt
gaggtatagg
gtgactgatg
aactgggcta
tgacggagat
accagtggaa
tacatggctg
ttggacgtta
cccagaacag
caatagctge
tgaatttgag
aatatgaata
atacagtcat
cttccacttt
aacccaggac
gagataactt
ttggcgecte
cgcagcgagce
gactcggcecet
tctagggcac
ggcgattctg
cegggtgtgy
gatcgetgtg
ccgeegggec
gtccgegage
ttceegagte
g9ggggcatyg
tcttattegg
tgactggaga
gcagtgcace
gttggettat
tcgcaggacg
ctggtgaggy
tcttaagtag
tgaagttttt
ttagactagt
gacaattaat
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agtgtgtgtg
cagccatget
taccttttta
ggagccatca
cttggtttaa
tctttcaaac
ctatccecte
tggggcttgt
acacaaaagc
agaagtcttt
tcctgetgee
acccttaaga
gceccactge
gagtgtacag
taaacaagcc
gtgtgtgtgt
gtgttccatc
ttaacatctg
tcaggccect
gactgaaaca
ctgggcagaa
gaaggaagca
gggatgaaag
gcttecttee
tctgecectgt
gtgtagggat
tcctctggaa
gtaggcagat
cagagtgatg
aacgggagtg
cagggactct
tgctgggtag
gtttatggta
aaggaccccce
atctagctca
ctcttcccaa
acattttatt
agtagctaag
gctggatgge
agggtttggt
agcttccget
cgtataatgt
ccgegggcge
gtcctgatce
tagaacccca
tggttttctt
cggagggatc
cacagctagt
atcgtcactt
gcteggtggg
aaggttgcee
ttgaatggaa
gtgggcggea
gtgagatggyg
actcggtttg
cgtacetttg
aatgcagggt
cagggttegy
gagggataag
ctgaagctce
taggcacctt
aaattgtcceg
catcggcata

tgtgtgtgty
gtgtaaaggt
agggtttctg
ttccagaact
atgggcaggy
ttggttctgt
ctgcaacaga
agaccatgag
agccctagac
gtttacaaaa
cacggggcct
ctcecttaca
aatggagggt
aacaaagctt
cttgaaacct
gtgtgtgtgt
aacttctgtt
tgccectett
tgtgttgget
tgaattgact
taatcgectt
ttgtgtttte
cttatttcat
tctcactttt
ctttagagga
gggcgtggge
gtcaggacac
ggactttaga
gatcatggag
agagggagga
g9ggtagtygy
tagtacatgce
tagggccatt
agcatctgte
gtcctgatceg
gtggtgaaga
tatattgaaa
tcagtgtgag
tagcttggaa
tggtttttaa
ggatcgtgga
atgctatacg
cccectecte
ttcegecegg
gtatcagcag
tccagagage
tcegtgggge
tcegtegeag
ggtgagtage
acggaagegt
tgaactgggyg
gacgettgtg
agaacccaag
ctggggcace
tegtetgttg
ggagcgegeg
ggggccacct
gcctagggta
tgaggcgtca
ggttttgaac
ttgaaatgta
ctaaattctg
gtatatcgge
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tgtgtgtgtg
cagagtgcag
ggaaccaaac
gcctetecect
aaaggcctga
gtagtgccac
agctgaaaca
attttttttt

aatacatacc
gcaagtggcet
tegeccaceqg
cacttcctat
ccaccaggge
ggcctgtggt
tlcctqqctq
gtgtgtgtgt
ttcttcocta
ggctgtgtge
gctgetgege
gtattctagt
gtgatgetge
caggcttggg
gagccctegt
tttgggagaa
aggcaatgtc
acaatgacct
ccataggcaa
gtgggagaga
ggccatggtt
ccttgtgtte
tgggttggty
tacttatcca
aagtgccagt
attttgagga
ggccccaaga
gtaattttgt
agcttggttc
aacgtgtatg
atcaacttta
agccctattt
cagcttctat
aagttatatg
acggcgageg
acgctcagga
.macnttt
ggaacaggcg
ggtgaacgcce
ccgggatttg
gggctgetgg
gtggagagac
gttgggggga
aggcgggctg
gtcttgaggce
atctggggac
©gggggcggc
ccctegtegt
gceggtaggt
ggctctectg
gtttetttgg
tatgegeteg
atcatttggg
goegtttttg
atagtataat

tgtgtgatgt
tctggtagag
ttggctttag
cattcactta
gctgagacce
agggtgtctg
cctteggtga
ttttttcaat
caagtatgta
gacttgtccee
tttccacatg
tttctctgag
agggatatgg
aggtatgcaa
tcagttgggt
gtgtgtgtgt
tgtgggtttt
atttgaagtg
ttcttggacce
cgtgagagaa
tgcccagate
actctgggta
ggccacctct
gctgggaggt
tgccttetet
atcagaactg
tgtgtctatt
ccectttagt
gacctgggca
ataaagaaga
ggcaggatgg
gtacatgtag
aattccttac
agatggaatg
gcacataaaa
agatgggtct
tgtgagaaca
tacgtgtgca
cagttttctt
ccagtatgtg
ggccgtcgac
catggcctcee
ctgccacgtce
cagcggeceg
taggacggga
aggaaaagta
gatgattata
ggtcegeggtt
gctggeeggyg
cgccaagggc
gcgcagcaaa
tgaggtcgtt
cttcgctaat
cctgacgtga
agttatggeg
gtcgtgacgt
gtgcggtagg
aatcgacagg
tcggttttat
gggttggcga
tcaatatgta
gettttttgt
acgacaaggt

20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820



gaggaactaa
cgaaaagttc
tttecagette
tttctacaaa
agtgcttgac
gggtgtcacg
ggaggccatg
cggaccgcaa
tceccecatgtyg
ggctctcgat
cgcggattte
ctggagcgag
gcegtggttg
tgcaggatcg
gagcttggtt
cgtcecgatee
ctggaccgat
tccgagggea
acaataaaga
gaacagagta
gattagataa
catagttgga
cactcatgat
actttgtggt
gatcagcage
tccatcagac
cgaagttatg
gaatggtcgt
actctatgge
aaaaggagat
tcttaatcge
agccagactt
gacaggtaac
cagctettgg
aggcaattct
aagtcacaat
aagactggag
tcacggctce
gatgttcggg
tattttaagt
aagtggtctg
ctgtatgegt
gtgtgtgtgt
atttaggtta
cactagtgct
gcagcaagca
tgtagaacag
gggaggtaag
aggaaaaaat
tgtaaatctt
aaattagcaa
gttaaaactg
ggatctgtaa
aatctctggg
ctagcaggtce
tacaggctga
gcagagggtt
atgtggagtc
gagtgacacc
gttgcctgaa
taaggcttceca
tctcectgate

agtaaaggga

accatgaaaa
gacagcgtgt
gatgtaggag
gatcgttatg
attggggaat
ttgcaagacc
gatgcgattg
ggaatcggtc
tatcactgge
gagctgatge
ggctccaaca
gcgatgttceg
gcttgtatgg
ccgeggetee
gacggcaatt
ggagccggga
ggctgtgtag
aaggaatagg
tgtccactaa
cctacatttt
atgcctgete
tatcataatt
ctatagatct
tctaagtact
ctctgttcca
ctcgacctge
ctagtaacta
cgeettttgg
ctgcttatct
tacagcttcc
ctgcatggtyg
cagcagccag
agaaagtaga
atcttettee
aatctgccac
gctgectetgg
ctgceccagtyg
tttgggagaa
ttcaagtttt
agagatcaga
tgatgtctte
atagtttatt
gtgtgtgtgt
taagtacatg
agagtttatc
ctetttaace
ggagaaaatt
gcaatagaac
gcttgactte
tatgataaga
tggaaatgaa
catattcatt
gagtctgcat
ttcaacccaa
agtagtggcet
gcaggtcctt
aagatataat
aaaaaggctc
actgtcattt
tgagttgctg
ggctgaatgg
tcttagecect
gcaatgtcct
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agcctgaact
ccgacctgat
ggcgtggata
tttatcggea
tcagcgagag
tgecctgaaac
ctgcggccga
aatacactac
aaactgtgat
tttgggcega
atgtecctgac
gggattcecca
agcagcagac
gggcgtatat
tegatgatge
ctgtegggeg
aagtactcgc
gggatcecget
aatggaagtt
gaatggaagg
tttactgaag
taaacaagca
atagatctct
gtggtttecca
catacactte
agcccctage
taacggtect
ttecetttggt
gttcctecte
ccagactacc
gtgacagtca
ccagctgtge
taaagagttt
ctetgatttt
tgtgtggagg
gcttggtagg

ggatgggcag
caagcatttg

acccttcata
aacagaggat
taaactgggt
gttacaggtt
gtgtgtgtgt
tgtgcaggtg
agcataggtg
actgagcecag
acctttaacc
cttecectgtg
tgtacttget
ttcggaactt
caacctggec
agtttcaacc
tttaaacact
ccctgecttt
tggacacagyg
gtcaacgtcec
ttggagcata
agttgggttc
gtgggaccat
gaagagtcct
ccacteettt
gggccattct
gtctcatttg

caccgcgacg
gcagctcteg
tgtcctgegyg
ctttgcatceg
cctgacctat
cgaactgeccec
tcttagccag
atggcgtgat
ggacgacacc
ggactgcccece
ggacaatggc
atacgaggtc
gcgctactte
gcteccgeatt
agcttgggeg
tacacaaatc
cgatagtgga
gtaagtctgc
tttcctgteca
attggagcta
gctetttact
aaaccaaatt
cgtgggatca
aatgtgtcag
attctcagta
ccgggataac
aaggtagcga
tgtgetatga
ctgtgatctg
tggagatagc
tcttttgeeg
acaagctgac
gaagaaattt
cccectaact
ttcagtcagce
ctggectetgg
aggaggccat
gtctggcectcecce
ggaaagagag
ggaggtatac
tttggctgat
tggctaggga
gtgtgtgtgt
cctgtggaga
gtaggaattg
ttctecagece
ttgagcttga
ccataaaaca
cctggattec
gattctgata
tgtgctatgg
ctagaaattc
ttctegggtg
cctgggeccet
gcecttggetyg
ttgaagcctce
tgtcagatgc
cttttaatcc
agaagctaga
taataaaact
ggccactect
taacatctgg
tttttataat
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tctgtcgaga
gagggcgaag
gtaaatagcet
gccgegetce
tgcatctcce
gectgttetge
acgagegggt
ttcatatgcg
gtcagtgegt
gaagtccgge
cgcataacag
gccaacatct
gagcggaggc
ggtcttgacc
cagggtcgat
gceccgcagaa
aaccgacgcc
agaaattgat
tactttgtta
cgggggtggg
attgctttat
aagggccage
ttgtttttet
tttcatagcce
ttgttttgce
ttcgtataat
gctagcecceccac
tgcgteagte
caatctagcg
tatttactgce
aatgaagacc
caagcgcatc
actccectcee
tetgtgaget
ggttgggact
ttttaaagga
gccctetgeg
attgecttectg
tttaattttc
ctgaactaat
tttgtectggt
ttcagtgata
gtgtgtgtgt
ccaaaagaga
aactctggtc
cccagatacg
tctttgatgg
aagcccttca
aagagccagg
agattgtcac
ggaggtgcat
ttatttagta
atactgtgta
ttetgtggac
ttetcaacct
gtttccaaca
agcctttgge
tgagaatgct
tggtgetgaa
cttacctgge
ttggctacte
actctggtct
agagaaaaga

agtttctgat
aatctecgtgce
gegcecgatgg
cgattccgga
gccgtgeaca
agccggtege
tcggcccatt
cgattgctga
cegtegegea
acctcgtgea
cggtcattga
tcttectggag
atccggagcet
aactctatca
gcgacgcaat
gcgeggecegt
ccagcactcg
gatctattaa
agaagggtga
ggtggggtgg
gataatgttt
tecattectee
cttgattccc
tgaagaacga
aagttctaat
gtatgctata
cttgcettga
tggtgtgeta
cctggaagag
ataggggtct
acgaccaaga
cccctgegga
cccacccage
ccagaactge
aaagagcatt
caagagtgtg
ccectecaage
tatgaggcca
tttgatttac
gcttgeataa
ttttaaaacg
ggatgattgt
gtgtgtttgt
gtgtcaggtc
ttctagaagt
atgattgcta
ctggectttgg
aaggtggata
catgtgtggg
tatttttttt
cttagtgttt
cttettgaat
ataccttaag
aaggtgggaa
agcttcacac
ggtgtttctt
cagctgttga
gtgctacttt
gttaaagttg
tagatagtgt
cttcacagece
agggagttta
agtaaaatcc

23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600



ataagttgag
gtgtgtgtgt
gatcccteag
actcgggtcce
cctgcatcac
tttttacatt
tgggggcatg
gacaacttac
tcaggttceag
gaaaaaaaga
aggccctgga
agtttcttca
tgaccggagg
attgttattt
gctgggagtg
aaagaaaata
aaggttagtg

gaggcccagg
ataatacccc

aaggatttcc
ggaggggaga
tgcagatagg
acagatgagc
gectttatttt
ccaggacgge
gaacgagaaa
tcggaaagtg
cattcctcag
tgtgtgtgtg
ggtctgtgag
agtgtcgget
ccectggetgt
tgecectetgee
tttttttttt
aggcgttttg
caggcatttc
gttttctgta
ttgtgcttgg
atctctaagg
tgcgeacttyg
gggcaccttg
ctgagtccaa
gggcegtatg
tggaggagct
agatggagat
cacacaggac
accagagagc
aacacttaat
ctcagtgaaa
gtacgaggtg
tggatagttg
tgtceccagt
atccacccta
ttttactgtt
gtgtgagcaa
caaaaaactc
ccatagaggt
gaaggctcca
catgtgtcaa
cttecegecectyg
agggagacgg
ccgttaatcet
atttatggca

gtagataggc
gtgtttatac
agctggaggg
tctgcaagag
ttttaaagaa
tatatattac
cacatggcat
atgggagcca
tcaggtcatc
attaacacct
gttcccagge
ttttetgtee
gaaaagttgt
actgagtgca
tggctcagtg
attaagccag
aaggtccttt
ctctetgeat
agcatttcct
caaagcttag
tgcttatcat
ttaatgacag
ctgtaatcag
gtgtaggece
gaggaggcgc
agttggtttg
tgtaggtgtg
gtgececgteca
ctaagtttcet
ccccagggte
cccaagectg
cctggaactce
tccaagtgcet
tttttttttt
atccttettt
actttaaaaa
tcaaataaat
agtaagatac
aggagtcatc
cectetactte
tgacccaact
gtggaaagat
tgagtgcaga
ttcctgggta
ccatctgtct
tgtagtgagt
aatttcataa
tccagagetg
gtgagtgetg
tagtcgatcc
tggatgaccc
ttggectgte
gacttttgct
gtgacagggc
ttacctagat
cactcccaga
gtgtgggget
tctgetgecet
ttctcaggaa
cgetgttgte
ctatgacttg
cccatatgta
cgtggtaaag
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cattgaccct
atgtgtgctg
ccggtagttyg
cagcaagcgc
aactctttct
atttatatat
agcaaggtta
gcacctttet
gtatctgatg
attacagcgce
acatggattc
acctaagcetg
tttttttttt
cagtttettt
ctggcatgcect
tttegtgtcea
tgaaatgttt
gaggaagcct
agaagtcatg
gccactggga
gagtctggat
agtgaattcc
atgtctggag
aagcttctat
atagcctcte
tttattcatg
tacagaaagt
ctecttacte
cacctgettyg
ccaattgctce
actcttettt
actctgtaga
gggattaaag
taatatagct
ctcecttgagg
ggtagggtct
tctttatagt
gcaacttttt
tctctcacce
ttggtaccta
ggaccatcag
ttgececttetg
gcggggtgga
ggttcagcett
gtgtccagat
ttgttceccag
tgcgtttgag
ttetcaggge
actgcttage
agagttgcag
gagtggagtc
ttttetectca
gatgagctat
attcaagagt
tttgttatgg
aactctctga
agacttaaga
gggagtcgga
taaagacaaa
tgtgaggtcce
gtggctcettt
ccgtggaaat
agatccegge

taattatttce
gagctcttgg
tgagctctet
tcctaatcac
atttctccat
ttatgtaget
gtgaaggtcc
ctaccacgtg
accgattttg
tctteetttt
agcatgtcett
tccattttgt
tttcatttac
tagtgcatgg
cgcctagett
gagaaagcct
cttcatgcetg
ctgggagata
gggaagtatg
ggaggaggag
aaagagggtt
tcagggatgc
gacgggtgcet
atgatgcage
tcecattcact
ctgttttttt
gtgctgaggce
tttgtgtgtyg
cctgaactag
ctccttetece
ttttttetga
ccaggetgge
gcatggacca
cctagggatt
tttgcttece
ttttttttgt
ctttctagta
ggtgggacag
aaggctagga
gtgttaaatg
tggtcactgg
tgatttccac
ggaagcecttg
ctttectggag
gagtgcatag
cctcagecat
acccatggtt
aatgtattcg
atcccagcecac
tgtaccggtt
ttegetttee
gcccctgaaa
aagtaggttc
ccagaggagg
aaggaaaaac
agcttggtgt
tagaacacac
gggtgtctca
cttgactcac
cctectgaatg
aaaaagaaaa
atatgaaaag
atgtaaggcet
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atcatttaaa
aaagctggaa
gatgtggtge
tgagccatct
tttccattte
tgggcacgtg
ttttgaaatg
attcccagga
ttgactccat
gcttcatgtg
cectttetgtt
ttgtttttat
ctcecetttet
gcctaaatceca
gtccaagect
gcccatttge
acgctggata
aatgggttga
gtactaactg
gaggaaaagg
ttgggctgta
caagcatgcc
ccecaggeact
atccatgcece
ccatctttgt
ccatgtgecac
caaatgataa
tatgtgtgtg
ccaagtaage
tcctetetgt
gacagggtte
cttgaactca
ccaccgcccg
gctectcaggt
tgccctgaac
gggtggaggg
aacattaatt
cctggtaggt
ctgggcactt
gcaatagtca
gcagtggtcect
aagtcccttg
ttctgtggag
ccagaagttt
cctaccegat
tgacatgggt
attcagggtg
tggtcttaga
cgtgacctgg
ctgggaaaca
tagggatcga
gacatgctge
agaacacctg
tagaagctgt
aaaacaaaac
ggtgcaggtt
tggcectetg
agtctgetgt
cctteeceegt
ttcagcttca
ggggagaaaa
cacatttagt
gcecgaattgg

aaactgatgt
gagagcactg
tgggactaga
atctctccag
catttccatc
tgcgtttgtg
gtggccaggg
atcaaacagg
cgcttttaaa
aaaaagacag
tgtccaactg
attcecctgtg
tcttgtatte
ggactcttgg
cagtatcacc
cactggctgce
acaaatgtgt
aaaggtactg
cctcttececa
aggagaagga
gctggaggcece
ttacctggeg
aagaggctag
tggcecttge
ctttgtttta
aagcgcgtge
ccttgggtgt
tgtgtgtgtg
taggttatct
taggattcca
ctetgtgtag
gaaatccgee
gctttttttt
caaggaaggc
ttgtttaaaa
ggtggggggt
ttgggagaca
agcctgtggg
tgtaagcgcet
gtctagagaa
ttgtgtactt
ttggggaggt
tgcttgtttg
gcttagggca
ccecccagtet
agctgagaaa
ggctgggggg
gtatatgaaa
aatctccatc
tttgggcagce
tegetttect
cttggectgag
agtcaggtac
ctaaggggca
aaaacaaaac
tttetgttgt
ttctgatgtg
agtccaaggg
actgtctttg
tccagcataa
cccacttect
taaaagcttg
agactgtgaa

27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
239580
29640
239700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380



gagtgtgcgg
ggagcaacag
gatgttttta
agaactatct
tacagtggtg
ccectgaaaa
caggttgcct
gagaggattt
acagggagag
gggtgttttt
attgaacaaa
gactgccaag
tcteececgtt
ggggtgggta
tcaaaggtcc
gtaaccccta
tctaattect
ctggcagttt
aatcagaaca
ataagcactt
atagaccccce
gggcatcttg
aacagcctgg
actgaagtct
tccaaatgcet
cagggtaata
cteectatte
tctttecaga
accatggcta
aagcctctat
ctagcctctg
ctcctecactg
agtgatgcag
ctgttggctc
tttggctgta
gagatgattt
aattacatgc
gttccacaga
gatggagctce
acttctggtt
gaaggggctt
caagtgggtt
tttgccttag
cttecttette
aaggagtaaa
tgagatggct
aatcttcaga
tccacactga
aaatcacctt
tttaaataat
ttttttttet
aggataacca
ttgggtttcce
ggaccttggg
tctttgecag
gctggaagece
gaccaaagcc
aagattgtgt
gcagaaatca
ctgctataca
tteccegtgtg
gctectgettt
atcatcaagt

ctttctaaaa
tttactacag
agtgecgttga
gaggagggaa
tgaggaacct
gccaggcetee
ttctgaggag
taaaagtata
cagagtgtat
tacaaaggta
attcccacac
gttttttttt
ttccattttg
tgegtatggg
tccacagagt
agtcatggtce
acattaaaaa
agggtcccat
aactcacctt
gatgctgtcect
ggaatctgac
gcectgggtg

ggtggggggg
gcataattca

attttggecta
aaatctatat
ttgatctcte
aaacatttce
aacccttaga
gtgctgagta
gccattacca
gtcttagcac
aggcaagctg
tttgctecect
gcttcttgee
ttgectattt
cttttgcaag
agcactatgg
acgatgtttt
tctgatgecag
gggagttatc
ctagaggcac
agattgggat
ttcttectttt
tgtecetgtet
caatggacaa
gcctatgtgg
tatgcacaca
tcteettece
aagatttcat
tttgaggggg
tcactgactt
aaagagcaga
ttecectetgat
ctggattgag
tggtgtgett
tcegttgtgg
agtcataccc
gccaaggaga
tcaaggcaaa
gctectgagtg
ctgaagctaa
ttcagaagga
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accgcctgeco
tgttagegtt
aagggaaact
gttataagta
tccaaggtgg
tccagggacce
aggcgagtga
gtaaaacgca
gctcagagac
ttttccagge
atgaaggcag
tttttettee
aaaatgttgce
aaacttgcac
agttgatgtc
accagcggga
tatatatagt
tttgtaaatc
gtagagcaga
tcattctgte
cttgacttca
atcaccaggt
acaaaaaaga
accctgtgece
aagaaagaat
gatgtagaaa
actctetecte
tgctttgett
tatccttceca
ctgactccca
tcattcagaa
acagtgggtc
atgatggcce
ggggtctgtg
tctgattatc
gtgtggaaag
cataacttgt
accagctcca
tgtggccagt
cctgetcecacce
ttttgtecctg
tcgegtgttce
ccttgaatgt
tttttaatta
gcatagtata
aggcacttac
taggaaaaga
aacacatgca
aaaagatact
atcaaaattt
ggaggatagg
taatactgca
agggcttgce
gagagtctag
gagtttgtat
gctgagtgge
tctgagttga
aggcacaggc
gacggtgtgt
cttggtgaag
aaagtatctt
agtgacaaga
ctggggagag

aagatttggg
tattgtttat
ccaaaatgga
caagagaaag
gcggtgggge
cctgetgggg
agagaaagcc
tggaggtaga
tttgegtatt
ttgtacattg
ttttacattt
gtattagttt
ccttaaaacc
cccaggeetg
agactggatg
ccttgetget
cttgettact
agactcgcaa
ctggtgaget
ctgctaactc
cggtaccatt
cacacattga
agtgccatcg
ttcttttect
gtctactaaa
gttctagaat
cgaaggtgac
cccaagtctt
gaaaatgcct
aggacaggcc
ctgtggtcectt
ctaacaacta
tataaagagt
ttgtctcatt
tggtgtgaat
actgccagaa
gagcctgatt
ttccagaatce
ggaaaatgga
acagttaggc
ctgggatgga
cctgcteace
atggctctct
aaaaaaaagc
atgtatatac
gctgatgacce
gaactgaccc
cacagataca
tagaaggttc
gcttactgat
gtctetggga
aacacttttce
aatgggacag
gatccacatg
actcagcagg
tettgtetaa
aagcagtatc
tttgtgtgagg
ttcagagata
ccctgtgtge
ttecettaace
gtcagceccat
atggagaata
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gtggggaatg
aagtgaactt

agtttctaga
agaagaaagg
cacaattcag
attttgceccaa
agtcatgett
attaagatgg
ttecttacect
aacctgaatc
tgataccaat
agtttttttt
ttgtggaggt
tgctgtgecat
gtaaatctct
ctatggtttt
ggaactccag
ttcaggtgta
atggctgtcce
tgagaccacc
gaccaggatg
aggatgcgga
ggcgtcttge
gctgttcata
acacaaagga
aagacctgtt
cactgctaaa
gatctctcete
gtggtcacaa
acagaagctg
ctgagatttc
agctaggaac
atcctggeta
actgggcaga
ttttactata
agatcttaaa
cagaatgagt
ttetgagtec
catcttgatg
tggacaccat
atgcctattce
ttcececectget
attacagaat
atcaattttt
agcttettet
aagcctgacg
tcagaagttg
ttttttttea
agaaaagtcc
tttaacattt
ttgagctcag
ttcaattcta
tcagtecctgg
ggagagttcc
ggattgtcac
cctecacacce
cagcagccca
ctctgggtat
gacactgggt
tgctgggtga
cttggtctec
tttcactata
gccteceegt

ggggtggggc
ctaacagtgg

ttaaggattg
aagtctgtaa
agggaaggag
gccctecaga
tatagceccca
acctctgtag
ttececcactcet
tgcactgtgt
gtgcagcaac
tttttttttt
gctetgttgt
tctgtttggg
ctgttttgag
cttettetee
gctatcectgg
tgccatctaa
cagctcagea
tgagactcac
tagcctgeca
aacatcacaa
tagtttctaa
tttattttat
aacacaagac
tcctaccttg
tccttagata
cccaaagggyg
cccatccetgt
cgatgtgecca
tcagcatccce
tttagggtcc
cacacagtct
cttttacttg
tttctactgg
aattaaaaaa
caggtgggtg
cttgtctgta
ttgtcaggaa
gcggacagtg
tggaacaagg
tgcttctgeg
taccaggttc
gttgtggcac
tgggtacggg
ctctgtagte
tcctectgace
tttaaaaaga
ttatgtgtat
ctttgtgggg
tgggtagcca
ttaagggtag
gaacaacata
tttggcttta
ccatgtggga
atgtctecegyg
ccatcacacc
attttcttte
ctgacacagt
gagaggaccc
tgtattcact
tggtctggge
gcctggaact

31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33300
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34320
34980
35040
35100
35160



ctggatttct
taggatttta
ttatgtatat
attacagatg
gagcagttgg
agaaacacac
gtggaaagca
ctacatcttg
caaaggaaac
tctetageaa
catacatatc
cacggatgac
gtgtttttat
agcctttgag
gtctgcacat
tccteggeta
tatggcagct
catgcaggca
gaaaagaaga
ccaaggtcaa
ttttgtttgt
gtecctttect
tcacttcceag
aggtttcgge
cgegtetgte
cagaggatcc
gttgtctgca
ttggtaatca
gtaaactgca
cctgtgeect
ggcagcttce
aatgggetet
cgtctgecta
acacacagcg
ttcagaaaca
gaaggaagct
aacttagaga
ttatgtcagt
cattccttca
aacacaaaga
acccttgeca
cctatgtcta
gggttgagce
gcccagecagce
aagcagtgtt
aatggtttat
acaggggcaa
atgttcaatt
ggtatccatt
ctgtttactg
ttttttttaa
tggagaggta
cccagcacce
gggctcetta
ataatcaaga
caaagacttc
tgttgtgtat
ttcecttgttt
cctgatttct
ttectaccct
tgatttgaga
tcacctetge
tggcetggeat

tgaataaaag
ttgctgcaaa
gagtgcacca
gttgtgagce
tgctcttaac
ttaattgggg
tggcagettce
atccacaggce
ctcaaagcce
ggccacacct
ttacagctct
ctcacttgtt
tttatggtge
ttagtgatct
tcttaagtgg
agagcactgg
cacaactgtc
aaacaccaat
aatactatga
ggatcctgtg
ttgttttgtg
ggttcecttee
cctectetga
cgagtccagce
ctcaacageg
aaagtgggaa
cctecectggga
gggacctgtg
gcaagatggt
tgaggtggaa
ttecttgtagg
ttetgeatea
tcttgacatt
tgtgtgtgtg
caaagacaag
taggcccect
tctttacata
ggaaagaatt
ttecattecegg
atggcttett
gcctectage
caaggctgga
tgtgetttgg
tcccaccegg
tagcacaaat
taggttggag
taggacataa
taattttagt
ttettttect
aggacagctce
aacaaaacaa
tctetetggt
atgatgtgta
ggtgecctgtyg
ataaattgaa
cetgttectt
aaaacttaca
actttgggta
agaagttttt
gcaactgggce
gttgccactt
gacattttaa
gcagggagcc
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acctttgagt
gagacaacac
tgactctett
accatgtggt
tactgagtca
cttgcttaca
ctggcagaca
agcagaaggg
gcccccacag
cctaatageg
ttccttgaga
agatgtttgt
tggacattgt
ataggctgag
ctgtcttaaa
ctgetettece
tatacctcca
gtacattaaa
ttaaacttct
acttctcatt
ttttgtttgt
cctttetttg
tggagccage
tcctccatga
gacaccccga
ttecececcagag
ctgagcgcag
tcttggtaat
gcaattaaca
gaccaacctt
attagcgtct
aagacacagg
ttttcagtgt
tgtgtgtgtyg
ctttcccaag
tggagctteg
tatcctaatce
tccagtttet
gaatgtttag
tacctataga
tgggtgtgat
ctggggagtt
gccacctgtyg
gggtacccaa
gtaggtggag
gcaggagtta
attagccatt
tcttgactgg
tttttgagcect
aatacttgcc
aacaaaacaa
ctaaagcaga
gctcacaacc
ctcacatgce
aaaaaataaa
tggettetgg
tgecttagaaa
gtgataagga
cttaatgaga
aatcgatgta
tacagggaca
attataaata
tgaccaccge

taccagaatg
aatgtaactt
cagagacact
tgctgggaat
tctctecage
gtttcagagg
cagtgctgga
gattgtgtgce
tgagaaactc
cctatgggee
tctttettta
gaatccctcce
acatgagaca
caaaaaacta
acaattaagg
agaggacctg
gttccagtct
aaaaacacct
agaaacattt
tttgceccetg
tgtttagttt
taagcactcc
attacatctg
actccaacac
tgctageagg
ataagtaagt
gtcttggttg
cagggacctt
gagctgetgg
agctctggga
aaacagcttg
aatacgetee
cttcctaaga
tgtgtgtgtyg
tctgggtatg
tgtcacacta
cagggccgag
ttatatactg
tggacatttt
attttgagaa
tatagaaata
gtgctcatat
acaccacagt
gtgtggaaaa
cacattccca
cacaaagaga
tteccaacgea
aaagggggcg
tttaaaagcg
tgtactggge
aacaaaacac
cactgeccctg
tctgtaacta
cataccctcet
aataaaaaac
aacatctaaa
tgtaacttgt
atcctaaact
cacgataaat
accataaaat
gaaaataaga
tttaattggce
gctagecaagy
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ccctttecet
aaaaaaatta
agaagagggc
tgaactgagg
ccccagtgea
tttagttcat
gagagaagaa
catactcttt
ccteccaacaa
aggtattcaa
tactttggag
ctgctgactt
agcatcctgt
taatgaagtc
taaggggctg
ggttcagtte
gacatcctca
aatttttaaa
ctatttgtaa
tattttgttg
agtttctegt
tgctectgget
ctgttttgea
cccgetggtg
ggtctcegag
actctececte
tgggagtctc
cgaactgtaa
tgcacagggt
agtgaggatc
agagtaacag
cagcttgett
ttgttagtga
tgtgtgtgtyg
gccagetcta
ttccaggtat
gaactgtctg
cagtgaaaag
tggggtgagg
aggaaggtat
gctgggtteg
gctaaaaact
caacagtgtg
tctgageget
atgaatgaag
ggtttgttat
aatgtttatt
ccttecageag
ttgegtgett
ttatggtttt
cccgaaaagce
taaaggacca
cagatctggg
ccccagaaac
acactcctaa
ataatgtcag
gctgttttet
tatgtcaaaa
tatttgaaac
ctaccggtat
acagactttc
tcaagaccaa
acacctteca

gtgtcttagt
tttatttgtt

atcagatcce
acttctcaaa
actcttataa
tattgtcatg
gctgagagtt
gaggtttgag
ggccacatgt
accaccacac
gcaatggcag
gattttggat
aattgagcce
agtagagtct
gagagatgct
ccagcaccca
catagacata
aagttcagat
acttgaccte
ttgttgttgt
tgtttgtttt
gggtcccage
ttttgtatac
aggataacaa
tatgagttge
tgggagggte
cacctgtgte
actgtaaact
aggctaccag
ctggaaggct
aaggtggaaa
gaagacaact
tatgtttaac
tatacagaga
gttgaaagtt
tttggttcce
tgtagtcatc
agcattcatt
tatgaaagaa
gtttetettg
tgtgcacatt
tgcagcttte
agtctgtgtt
atgcatttcce
gctatttaga
ggttgtagta
ttctgeccaag
agcaagtgcet
actgcaaatg
ttggtttttg
atactcaggc
gagttcggtt
gaatctgtcet
acacatacac
gtattaattc
gtcatttgte
attttttttt
aggtatcgtg
gtgctgaaga
tgaataatag
actttttttt
aagctceccta
taaagaaaaa

35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
363900
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
38460
38520
38580
38640
38700
38760
38820
38880
38940



gaaaataaat
ctggaaaaac
tgcatgecte
ccagactcgce
tgggggaagyg
aacccaagga
ggtcggggag
cagggacgtg
aatgagcaaa
tttagecageca
ccgattctet
ggttaaattt
caactggaga
caaacaattg
atgccecgett
ggggagggga
gcccaaggag
cgaagagata
gaaaggagcce
tgggatgtgg
atccctecct
attgacctga
aaggagatag
tgtgggttgg
cctggageta
caccatcett
aggatggctg
tcttecectet
ttttaaccct
aattagctta
cattacaaga
aattgctttg
acggccaggce
cgcaaaaaac
aagccacagt
cgaaagaaaa
atgatatgct
atcaatcaac
cgctgcaaaa
ttgcgggaag
gcgacaacte
tcgacgccaa
ttacatctga
aacaaagcct
acggagtgga
agcagtttat
actacgttga
acggatacca
tcttcegtaa
cgaacggcgce
agccgetgat
tgaacggcaa
ttaactcaaa
agccgetgaa
tcacttactc
acatgacaaa
tgaacatcaa
tgacagtcaa
tttctcaaca
tgatcgegta
agcggtcgga
ctagcagcac
ccggeagtac

cgagaggaca
atcactaaga
tggaagattt
ggtgtgctaa
ttgetteggg
ggcggtcacce
gagagggtct
gggtcagaga
tgagatggag
agttgtaget
tcttttetgt
tggacccaga
cagaatgtca
gaactgatge
tgttctttte
gggggtctgg
cttaaattge
aagggaaagg
atgttcaatg
catgttctca
gatgcagaca
gactcccagt
caagtatcgg
gaaggatcag
gtgcaaaagg
ttcategtgg
aggtgtaagg
tctctgtatt
tttgctttte
gtgacagaac
atccaaacga
agaggctcta
ggccgecagg
agtacataca
tctgactttt
taaccaaaaa
gcagatcect
gattaaaaat
cgctgacgga
cccgaaagac
aatcgacagce
cgatccgatc
cggaaaaatc
gacaacagcg
agatcacaaa
cgatgaaggc
agacaaaggc
aggcgaagaa
agaaagccag
ccteggtate
cacttcaaac
atggtacttg
cgatatttac
caaaacaggg
tcacttegeca
cagaggctte
aggcaataaa
ctaataacag
agatggtgaa
gtcgatagtg
cagtgctccg
gccatagtga
cggcataacc
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aatgtgaaat
aaatagcctg
ttatatttag
tceegtattt
caagtagtca
gtggcagtga
tatcaggage
gcacatactt
gatttacctt
tgetgggetyg
gtgttcatgg
cttttaacat
aaatgtggat
agaatcccag
ttttetttte
gaatttatcc
tttcaactat
tcacattata
ttteecctgge
ggagtccgac
acaaagggcc
gaaatctggg
ggcaccaggg
gcatcatact
gaggtttagg
tcagaggaca
aagacaagtg
ggtcaggata
ttttagctceca
acttgegtgg
cagcagaact
taaaacctta
cctaccceact
gaaggagaca
acgactgcac
gcatacaaag
aaacagcagc
attgagtctg
acagtagctg
gctgatgaca
tggaaaaacg
ctgaaagatc
cgtttattet
caggtaaatg
acgatttttg
aattatacat
cataaatacc
tctttattta
aagcttcagce
atagagttaa
acggtaactg
ttcactgatt
atgcttggtt
cttgtgetge
gtgccgecaag
ttcgaggata
acatccgttg
caaaaagaaa
ttgactagtg
gctccaagta
agaacgggtg
ctggcgatge
aagcctatge

ttaatagtcc
cgtgtgtatce
ttectggaatt
acacatttag
tggctgaage
agatgttgaa
gagegttect
gacctggcgg
gagctgtgtg
aaccggtcte
gtttagaaag
acaaataagg
tcaaagagtc
ggacatgtaa
ttttetttte
acaacctttc
taacttatce
aatcctgttg
ttgtgggcag
cttttetete
aggacatggt
atgtteccttt
cagaggcagc
gctttecaca
ggttggccecct
tgeccttttea
tactgagcca
gatttttgga
gatttttett
tgtgcacatg
aactgagagg
gaggctattt
agtcaattcg
tgaacatgaa
ttctggcagg
aaacgtacgg
aaaacgaaaa
caaaaggact
aatacaacgg
catcaatcta
cgggcegtgt
agacgcaaga
acactgacta
tgtcaaaatc
acggagacgg
ccggcgacaa
ttgtattcga
acaaagcgta
agagcgctaa
ataatgatta
atgaaatcga
cacgcggttce
atgtatcaaa
aaatgggtct
ccaaaggcaa
aaaaggcaac
tcaaaaacag
atgccgatac
ggtagatcca
gcgaagcgag
cgcatagaaa
tgtcggaatg
ctacagcatc
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ctccaacagt
ggaggctcat
tceccteectg
gctgacgetg
agtgggaatc
aggtgagtgg
tttgtgacat
ttgagggggt
tacttaaaaa
taactcctta

tttagggggt
agaggtaggt
gcttagaagce
acaataatgce
tttttttttt
taacacagct
ttgcatgggt
ttggggaatc
agaagtctgt
tttgatagga
tcattttgte
ctttggagac
ccttggtace
gaacctetgg
tccctttaag
acattctttg
tgtgtctgtce
tacctgtgcce
ttctaagtat
gtactgggtt
agagcacagt
aaatttaaat
ggaggatcga
catcaaaaaa
aggagcgact
cgtctceteat
ataccaagtg
tgatgtgtgg
ctatcacgtt
catgttttat
ctttaaagac
atggtccggt
ttcecggtaaa
tgatgacaca
aaaaacatat
ccatacgcetg
agccaacacg
ctacggecgge
aaaacgcgat
cacattgaaa
gcgegegaat
aaaaatgacg
ctctttaacc
tgatccaaac
caatgtggtt
atttgcgeea
catcctggag
ttcattggca

caggacgggt
caggactggg
ttgcatcaac

gacgatatcc
cagggtgacg

aattgacgtt
tggttccata
tgcecectegg
ggcaaacccce
gataaagaca
gcggatggge
gtgaactctg
tttcaggata
gaaaagccag
gaaaagggte
ttatttagct
gttggagtgg
caaaaaggag
cacgctataa
ttttagggga
tgatgatgac
attcttttat
tcagaaagga
ccecgggectg
cacttaccac
agttttagtt
tgataccagg
tactggaagc
ttttgagatc
caagatcacc
tgacagccag
catagtccte
tctatttecat
ttctgtattg
tgcatcctag
agcggecgea
ggccggceccg
aacggcagat
attgtaaaac
caagcctteg
attacacgce
cctcaattceg
gacagctgge
gtgtttgctce
caaaaggtcg
agcgataagt
tctgcaacct
cattacggca
ctcaaaatca
cagaacgttc
agagaccctce
ggaacagaaa
ggcacgaact
gctgagttag
aaagtaatga
gttttcaaaa
atcgatggta
ggcccttaca
gatgtgacat
atcacaagct
agcttcttaa
caaggacagc
ttttetttta
gtggtcgeca
cggcggccaa
gcatatageg
cgcaagaggc
gtgccgagga

33000
39060
39120
39180
39240
39300
39360
39420
39480
39540
39600
39660
338720
39780
39840
39900
39960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420
42480
42540
42600
42660
42720 »



tgacgatgag
gtgataaact
ggaaccctta
atagggtcac
acggcctggg
aggacacagc
aggttacgac
gctgatagtc
caacacgagt
tggtceccaga
tcagaccgac
gtgggaccat
gtctgattat
acgatacgag
gtggtcccag
attcaggcca
gtagactaaa
aattttetet
gcccttatac
tgatgcagat
tatcacccca
tttatctgta
agaaaaaaga
cttacgtgaa
caatcggcett
caatctggat
acttteggta
agatactcectt
atcatccagt
agaggtctte
acatacaggce
atccaccatc
cgtatgtttt
agacgatcga
ccagttgaag
ttaccaactt
cgaatttgcet
aaaatacgta
atatcgaaaa
agcacatcag
ataactatga
ggatcggtgg
agagccagac
gtgacatcgt
agatctggta
agcaaaacac
ttgtaaacgc
cgtcgeaatce
acacgttgct
tcggecatcectce
cagcgccggg
gceettegtea
ctgaacatce
gcaacaacaa
ctacaaaagg
cagcegtgta
cagatagctc
aggtacacac
gatgacgaac
tgtgacaaac
aatccatgca
caaatgtgac
tggaagtgat

cgcattgtta
accgcattaa
atataacttc
cgtegacage
taaccaggta
agcaatccac
gacatgtcaa
tgatcgacaa
gggatcgtgg
ctaataatca
gatacgagtg
ggtceccagac
cagaccgacg
tgggaccgtg
tctgattatce
gttatgettt
acgtggtege
atacactcag
aatactgteg
gacgttttaa
gcttttttet
aaggcttttt
gcaacaactg
atatttteceg
gcataacgct
aatgcagcca
agtgcagcag
cgaccgaacg
gcgtecteag
tcaacactat
aaagtaatgg
ggggcagetg
ggaataacag
aaatttcatt
agcgttgatc
catcegttte
cctcecatecca
catcaggctce
actgecagtge
cagcacatac
catcatagtc
gcagtttacc
aggaaggaat
cctttteece
cccatcegtg
gtageccecett
cacctttatg
gcgtaccaaa
caacccgtcce
tgatagcctg
ttattttecet
tttcatgace
tttaatcatt
aatcgcaaag
agataagaag
accgagcata
ttacgctcag
gcggatagece
taacccccga
tgccetcaaa
ggctgaagga
gaaccaccct
atcgeggaag
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gatttcatac
agcttatcga
gtataatgta
gacacacttg
ttttgtccac
agcaggcata
tacttgeccecct
tacaagtggg
tcccagacta
gaccgacgat
ggaccgtggt
taataatcag
atacgagtgg
gtcccagact
agaccgacga
ctggcctgta
atcagggtgce
ttggaacacg
ctcecaggage
gcacagaagt
gctcatgaag
gaagtgcatc
atttaggcaa
catcagccag
gaccacgttc
tetgeteate
ctttacgacg
ccggtgtetg
taagcagctce
caccccggag
cattaccgeg
gtgtcgataa
gcgcacgett
gcagacaggt
aatggccetgt
acgtacaaca
cggggactga
gaacccttta
ggaggtgtag
gacattaatc
atgagcaaca
ttcatcaaat
aatgtcaagc
aagatagaaa
atacattgag
cagagccaga
ggcagcaacc
cacatcacgc
tcgaatttce
agaagaaacc
cgctteceggg
agegtttatg
getttgegtt
tcatcaaaaa
agcacatacc
gcgagcgaac
cgcaagaaga
aattcagagt
tatcaggtca
tttggettee
aacagcaaaa
caaatctgtg
gaaaatacga

acggtgectg
tgataagctg
tgctatacga
catcggatge
ataaccgtge
caaccgcaca
tgacaggcat
accgtggtce
ataatcagac
acgagtggga
cccagactaa
accgacgata
gaccgtggte
aataatcaga
tacaagtgga
acaaaggaca
tggcttttca
agacctgtce
aaactgatgt
taaaagagtg
gttagatgce
acctgaccgg
tttggeggtg
cgcagaaata
ataagcactt
atccagecteg
gcgactececa
ttgaccagtce
ctggtcacgt
cacttcaaga
agccattact
cgaagtatct
cattatctaa
tcccaaatag
tcaaaaacag
ttttttagaa
gagccattac
agatcaacgt
tcaaacaact
gtgcecgatac
gtttcaatgg
ttgceccatta
cceggecage
ggcaggagag
gctgttecet
tecctgageaa
ccgatcaccg
atatgattaa
atatccgggt
ccaactaaat
ctgtcatcat
cactggttaa
tttttattaa
accgcaaagt
tcagtcactt
tggcgaggaa
aatatccacc
aataaactgt
catgacgaag
ttaaaaatta
ctgtgacaaa
acagataacc
tatgagtcgt
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actgecgttag
tcaaacatga
agttattagg
agcceggtta
gcaaaatgtt
ccgaggttac
tgatggaatc
cagaccgata
cgacgatacg
ccgtggttee
taatcagacce
cgagtgggac
ccagactaat
ccgacgatac
acagtgggcc
ttaagtaaag
agttccttaa
aggttaagca
cgtgagetta
ataacttett
tgctgettaa
gcagatagtt
ttgatacagc
tttccagcaa
gttgggegat
ccaaccagaa
tcggeaattt
agtagaaaag
tcattacctg
gtaaacttca
cctacgegeg
tcaaccggtt
tctceccageg
aaagagcatt
ttctecatcecg
ccatgecttee
tattgctgta
tecttgageag
cagcaggegt
ccaggttagg
ccagtcggag
actcagtttc
aagtgggcectt
tgtcttetge
gggggtcgtt
gatgaacaga
gtggaaatac
tttgttcaat
gcggtagtcg
ccgetgette
taaactgtgce
gtgttteccat
atcttgcaat
tgtttaaaat
attatcacta
gcaaagaaga
gtgggaaaaa
gataatcaac
ggaaagagaa
cagttcaaaa
ttaccctcag
ctcagactat
ctggcggect

caatttaact
gaattgatcc
tcectegact
acgtgcegge
gtggataagc
tecegttcetac
gtagtctcac
atcagaccga
agtgggaccg
agactaataa
gacgatacga
cgtggtccca
aatcagaccg
gagtgggacc
cagagagaat
acagataaac
gaatggcctce
ccattttate
aactagttct
cagcttcaaa
gtaattccte
caccggggtg
gggtaataat
attcattctg
aatcgttacc
cacgataatc
ctatgacacce
aagggatgag
accatacccg
catcecgace
caattaacga
gagtattgag
tggtttaatc
tcteccaggea
gatctgacct
ccaggcatce
tttggtaagce
atcacgaagce
gggaacaatc
cgcgetgtea
catcaggtgt
aatacggtgc
tattgcataa
atgaatatga
accttccacyg
aactgaggtt
gtcttcagcea
tgtataacca
ccctgettte
acctattctc
aatggcgata
gagtttcatt
ttactgcaaa
aagagcaaca
gcgctegeeg
actgttctgt
ctccaggtag
cctcatcaat
ggaaatcaac
agtatgagaa
taggtcagaa
cctgtegtca
ttctttttet

42780
42840
42900
42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43680
43740
43800
43860
43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500



caatgtatga
agcggcggcg
tccagtegat
attegtataa
gcgtaaaccg
tgtaaagccce
ctttttcatc
tcttecaatge
catatttagce
ttectgatetg
ccgectecagt
tgataaccgce
cacactaaat
gagggcaatt
tgatttgtca
aaggcctaca
aatatccceg
cagaatatat
gctcaactge
cattaggttg
aagatttcta
atgacagaac
tctacgataa
cttctetgtt
ccaaggcatt
cgcaaactge
cgttgaactg
atacagcatg
cgtcacacceg
gtcegtceact
catgagctta
ctggtgtcece
atcggcacgt
tttttgagtt
gatataccac
cagttgctca
ccgtaaagaa
tgaatgctca
gtgttcacce
gtgaatacca
acggtgaaaa
ccaatccctg
tegeecccegt
tggegattca
aattacaaca
ggtgecectta
gaaattcgat
gcctgecagece
gtaagcgggg
tagtatacat
tagtcatgcc
gtcgagcttg
cactataggg

gaggcgeatt
gaagtcaggc
tttcagagag
acgcatggca
gttctgtaac
tctggatgga
gcecggeatcece
ctgeccgtata
aacatggatc
gtcaacgaac
gaggtegttt
tgtttcecgee
aaaaaagagt
tgtcacaggg
cactgaaagg
aggcgctcta
tggataagtg
aagtgctgtt
ggcgagcact
ttectgtccat
ttgttcctga
actacttcct
tgggagattt
taacagacaa
tattctcagg
accecggtgee
atggacttat
tgcatcgecat
tcagcagcag
tcececagatcee
tcgecgaataa
tgttgatacce
aagaggttcc
atcgagattt
cgttgatata
atgtacctat
aaataagcac
tceggagtte
ttgttacacc
cgacgattte
cctggcectat
ggtgagtttc
tttcaccatg
ggttcatcat
gtactgcgat
aacgecctggt
gataagectgt
gcgtaacctg
cacatttcat
tatacgaagt
ccgcgeccac
acattgtagg
a
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ggagttctge
atacgctggt
acgatgectg
tacggattgg
ccgataaaga
ctgtgcgecac
tcttcaggge
tccttactgg
tcgcagatac
agatacagca
gactggacga
atgacagatc
caataagcag
ttaagggcaa
gcaatttgtc
aaaaagaaga
gataacccca
cectggtget
actggctgta
tgctgacata
aggcatattc
ataaacgcta
tcccgactgt
aaacagcata
ataattgttt
gggcagccac
gtcccatcag
aggaatggeg
cggeggcaac
gcgctttete
atacctgtga
gggaagccct
aactttcacc
tcaggagcta
tcccaatgge
aaccagaccg
aagttttatc
cgtatggcaa
gttttececatg
cggcagttte
ttcecctaaag
accagttttg
ggcaaatatt
goecgtttgtyg
gagtggcagg
tgctacgect
caaacatgag
gcaaaatcgg
tacctecttte
tatctagtag
cggaaggage
actatattge

tgttgatete
aactttgagg
agccatcegg
tgatttettt
agggaatgag
gtttgataaa
gataaaaaac
cttcecgecaga
cgtcatgtte
tacgtttttg
ttegeggget
catgtgaagt
ggataacttt
tttgtcacag
acaacacctt
tctaaaaact
agggaagttt
tcectegetea
aaaggacaga
atcegctcecca
aaatcgtttt
cacaggctcce
ttegtteget
tccactcagt
cagcatcgca
atccageogea
gctttgcaga
gaacgtatgt
cgectoccoca
tgtccttect
cggaagatca
gggccaactt
ataatgaaat
aggaagctaa
atcgtaaaga
ttcagectgga
cggcctttat
tgaaagacgg
agcaaactga
tacacatata
ggtttattga
atttaaacgt
atacgcaagg
atggcttcca
gcggggegta
gaataagtga
aattggtcga
ttacggttga
tcegcaceceg
acttaattaa
tgactgggtt
tctaataaat

attaacacag
cagctggtaa
cttacgatac
tgtttcacta
atatgggttg
ccaaggaaaa
cacttcctte
ggtcaatccg
ctgtagggtg
atccecgggag
atttttacgt
gtgacaagtt
gtgaaaaaac
acaggactgt
ctctagaacce
ataaaaaaaa
tttecaggeat
ctcgagggcet
ccacatcatg
cttcaacgta
cgttaccget
tgagattaat
tctcagtgga
tccacatttc
accgcatcag
aaaacctteg
actttcageg
ggtgtgaceg
atccaggtcce
gtgcgacggt
cttcgcagaa
ttggcgaaaa
aagatcacta
aatggagaaa
acattttgag
tattacggcce
tcacattctt
tgagctggtg
aacgttttca
ttegecaagat
gaatatgttt
ggccaatatg
cgacaaggtg
tgteggcaga
atttttttaa
taataagcgg
cggogegeca
gtaataaatg
acatagataa
ggatcgatcc
gaaggctctc
ttgeggcecge

acctgeagga
cgctctatga
tgacacaggyg
agccgaaact
atatgtacac
gattcatagc
cccgcgaaac
aatatttcag
ccatcagatt
agactatatg
ttettgtgat
tttagattgt
agcttettet
catttgaggg
agcatggata
taattataaa
cgtgtgtaag
togecctgte
gttectgtgtt
acaccgcacg
tgcaggcatc
aatgcggatce
taacagccag
catataaagg
actccggeat
tgtagactte
gtataccgge
gaacagagaa
tgaccgttet
tacgeccegete
taaataaatc
tgagacgttg
ccgggegtat
aaaatcactg
gcatttcagt
tttttaaaga
gccecgectga
atatgggata
tcgetetgga
gtggegtgtt
ttegtctcag
gacaacttct
ctgatgeege
atgecttaatg
ggcagttatt
atgaatggca
aagcttgeat
gatgccctge
taacttcgta
ggcgcgccaa
aagggcatcg
taatacgact

46560
46620
46680
46740
46800
46860
46920
46980
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
47700
47760
47820
47880
47940
48000
48060
48120
48180
48240
48300
48360
48420
48480
48540
48600
48660
48720
48780
48840
48900
48960
49020
49080
49140
49200
49260
49320
49380
49440
49500
49560
49620
49631

<210> 18
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Sintética

<400> 18

ggaaagccac cctgtatgct 20
<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintética

<400> 19

cttggccaac agtggatgg 19
<210> 20

<211> 42

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintética

<400> 20

Cuaaaaugau ucucaucugc guuuuagagc uaugcuguuu ug 42
<210>21

<211> 42

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintética

<400> 21

gcucucaacu ucacccuuuc guuuuagagc uaugcuguuu ug 42
<210> 22

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintética

<400> 22

ctaaaatgat tctcatctgc agg 23
<210> 23
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<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética

<400> 23

gctctcaact tcaccctttc tgg 23

<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética- un locus objetivo que se enlaza a un ARN guia (ARNQ)
<220>

<221> caracteristica nueva

<222>1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
<223>n=AT,CoG

<400> 24

nnnnnnnnnNnN NNnnNNNNNNN ngg 23

<210> 25

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética- un locus objetivo que se enlaza a un ARN guia (ARNQg)
<220>

<221> caracteristica 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,CoG

<400> 25

ggnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnngg 25
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REIVINDICACIONES
1. Un método para ensamblar al menos dos acidos nucleicos, que comprende:

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

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

(c) ensamblar los dos fragmentos de &cido nucleico generados a partir de la etapa (b).
2. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa (c) comprende:

(i) hibridar las secuencias complementarias expuestas;

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

(iii) ligar el primer y el segundo &cidos nucleicos.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que al menos dos acidos nucleicos son de doble cadena; y/o la secuencia
final solapada varia 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 ademas poner en contacto el
segundo acido nucleico con un segundo agente de nucleasa, en el que el segundo agente de nucleasa escinde al
segundo &cido nucleico en un segundo sitio objetivo para producir un segundo &acido nucleico digerido con la secuencia
final solapada, y

en el que el segundo acido nucleico de la etapa (b) es el segundo &cido nucleico digerido.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el primer agente de nucleasa comprende la proteina
Cas y el ARNg, en el que la proteina Cas es una proteina Cas9, el ARNg comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica un ARN de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas (CRISPR) (ARNcr) y
un ARN de CRISPR que se activa en forma trans (ARNcrtra), y el primer sitio objetivo esta flanqueado inmediatamente
por una secuencia de un motivo adyacente protoespaciador (PAM), opcionalmente en el que la proteina 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 acido nucleico, el segundo acido nucleico o
ambos acidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial bacteriano.

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

8. Un método para ensamblar dos 0 mas acidos nucleicos, que comprende:

(a) poner en contacto un primer acido nucleico con al menos un agente de nucleasa, en el que al menos un agente de
nucleasa comprende una proteina Cas y un ARN guia (ARNg) (complejo de ARNg-Cas), una nucleasa de dedo de zinc
0 una nucleasa efectora similar al activador de transcripcion (TALEN), en el que al menos un agente de nucleasa
escinde al primer &cido nucleico en un primer sitio objetivo para generar un primer acido nucleico digerido;

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

en el que el oligo de unién comprende:

(i) una primera secuencia complementaria que es complementaria al primer acido nucleico digerido;
(i) un espaciador; y

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

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

(c) ensamblar el oligo de unién con el primer acido nucleico digerido y el segundo acido nucleico.

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

(ii) ligar el oligo de unién al primer acido nucleico digerido y al segundo acido nucleico.

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

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

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en el que los dos 0 mas acidos nucleicos son de doble
cadena.

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

14. El método de la reivindicacion 13, en el que al menos un agente de nucleasa estd disefiado para escindir un
fragmento de al menos 20 pb del extremo del primer &cido nucleico en el que se producird el ensamblaje en forma
continua,

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

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

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

15. El método de la reivindicacion 13 o 14, en el que el oligo de unién 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 seleccion.

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

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-16, en el que el espaciador esta entre aproximadamente 20 pb y
aproximadamente 120 pb; y/o el oligo de unién se ensambla al primer &cido nucleico y el segundo &cido nucleico en la
misma reacciéon o el oligo de unién se ensambla con el primer acido nucleico y el segundo &cido nucleico
secuencialmente.

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

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

(i) poner en contacto el segundo &cido nucleico con una enzima de restriccion o meganucleasa, en el que la enzima de
restriccion o la meganucleasa escinde el segundo acido nucleico para producir un segundo acido nucleico digerido que
comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a la segunda secuencia complementaria en el oligo de
union en el que el primer acido nucleico digerido se ensambla al segundo acido nucleico digerido.

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 8-18, en el que al menos un agente de nucleasa comprende la
proteina Cas y el ARNg, en el que la proteina Cas es una proteina Cas9, en el que el ARNg comprende una secuencia
de acido nucleico que codifica un ARN de repeticiones palindrémicas 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
esta flanqueado inmediatamente por una secuencia de un motivo adyacente protoespaciador (PAM), opcionalmente en
el que la proteina 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 acido nucleico, el segundo acido nucleico o
ambos acidos nucleicos se derivan de un cromosoma artificial bacteriano; y/o el primer acido nucleico, el segundo acido
nucleico o ambos &cidos nucleicos comprenden un ADN humano, un ADN de roedor, un ADN sintético o una
combinacion de los mismos.
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21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en el que el primer acido nucleico, el segundo acido nucleico o
ambos &cidos nucleicos son de al menos 10 kb.
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