ES 2690 386 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 690 386
Eint. a1

C12N 15/11 (2006.01)
C12N 15/90 (2006.01)
C12N 9/22 (2006.01)
C12N 9/16 (2006.01)
C12N 15/10 (2006.01)
C12N 15/52 (2006.01)
C12N 15/63 (2006.01)
C12N 15/82 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud internacional: 23.10.2013  PCT/KR2013/009488
Fecha y numero de publicacién internacional: 01.05.2014 WO014065596

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  23.10.2013 E 13849670 (8)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 22.08.2018  EP 2912175

T|’tu|0: Composicién para escindir un ADN diana que comprende un ARN guia especifico para el
ADN dianay el &cido nucleico que codifica la proteina Cas o la propia proteina Cas, y sus
usos

Prioridad: @ Titular/es:
23.10.2012 US 201261717324 P TOOLGEN INCORPORATED (100.0%)
20.03.2013 US 201361803599 P 1204, Byucksan Digital Valley 6-cha, 219 Gasan
20.06.2013 US 201361837481 P Digital 1-ro, Geumcheon-gu
Seoul 08501, KR
Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: KIM. JIN-SOO:
20.11.2018 CHO, SEUNG WOO:
KIM, SOJUNG;
KIM, JONG MIN y
KIM, SEOKJOONG
Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 690 386 T3

DESCRIPCION

Composicion para escindir un ADN diana que comprende un ARN guia especifico para el ADN diana y el acido
nucleico que codifica la proteina Cas o la propia proteina Cas, y sus usos

Campo de la invencion

Como se define en las reivindicaciones, la presente invencion se refiere de forma general a la edicion dirigida del
genoma en células u organismos eucariéticos. Mas particularmente, la presente invencion se refiere de forma
general a una composicion para escindir un ADN diana en células eucariotas u organismos que comprenden un
ARN guia especifico para el ADN diana y el acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la propia proteina Cas9, y
SUS USOS.

Las CRISPR (por sus siglas en inglés, sistema de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente inter-
espaciadas) son loci que contienen multiples repeticiones directas cortas que se encuentran en los genomas de
aproximadamente el 40% de las bacterias secuenciadas y el 90% de las arqueas secuenciadas. Las CRISPR
funcionan como un sistema inmune procariético, ya que confiere resistencia a elementos genéticos exdgenos tales
como plasmidos y fagos. El sistema CRISPR proporciona una forma de inmunidad adquirida. Los segmentos cortos
de ADN ajeno, llamados espaciadores, se incorporan en el genoma entre repeticiones CRISPR y sirven como
memoria de exposiciones pasadas. Los espaciadores CRISPR se usan luego para reconocer y silenciar elementos
genéticos exdgenos de una manera analoga al ARNi en organismos eucariotas.

Cas9, un componente proteico esencial en el sistema CRISPR/Cas de tipo Il, forma una endonucleasa activa
cuando se compleja con dos ARN denominados ARN CRISPR (ARNcr) y ARNcr trans-activador (ARNtracr),
rebanando asi elementos genéticos externos en fagos o plasmidos invasores para proteger las células huésped. El
ARNcr se transcribe desde el elemento CRISPR en el genoma del huésped, que previamente se capturd de tales
invasores externos. Recientemente, Jinek et al. (1) han demostrado que un ARN quimérico monocatenario producido
fusionando una porcion esencial de ARNcr y ARNtracr puede reemplazar los dos ARN en el complejo Cas9/ARN
para formar una endonucleasa funcional.

Los sistemas CRISPR/Cas ofrecen una ventaja al dedo de zinc y a las proteinas de unién de ADN efectoras tipo
activadoras de la transcripcion, ya que la especificidad del sitio en las proteinas CRISPR-Cas de unién de
nucledtidos esta gobernada por una molécula de ARN, en lugar de la proteina de unién al ADN, que puede ser mas
complicada de disefiar y sintetizar.

Sin embargo, hasta ahora, no se ha desarrollado un método de edicion del genoma que utilice la endonucleasa
guiada por ARN (RGEN) basada en el sistema CRISPR/Cas.

Mientras tanto, el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) es uno de los métodos de
genotipificacion mas antiguo, mas conveniente y menos costoso que todavia se usa ampliamente en biologia
molecular y genética, pero a menudo esta limitado por la falta de sitios apropiados reconocidos por las
endonucleasas de restriccion.

Las mutaciones inducidas por nucleasas modificadas se detectan mediante diversos métodos, que incluyen la T7
endonucleasa | sensible al malapareamiento (T7E1) o ensayos de nucleasa Surveyor, RFLP, electroforesis capilar
de productos de PCR fluorescentes, secuenciacion didesoxi y secuenciacion profunda. Los ensayos T7E1 y
Surveyor son ampliamente utilizados, pero son engorrosos. Ademas, estas enzimas tienden a subestimar las
frecuencias de mutacion debido a que las secuencias mutantes pueden formar homoduplex entre ellas y no pueden
distinguir clones mutantes bi-alélicos homocigéticos de las células naturales. RFLP esta libre de estas limitaciones vy,
por lo tanto, es un método de eleccion. De hecho, RFLP fue uno de los primeros métodos para detectar mutaciones
modificadas por nucleasas en células y animales. Desafortunadamente, sin embargo, RFLP esta limitado por la
disponibilidad de sitios de restriccion apropiados. Es posible que no haya sitios de restriccion disponibles en el sitio
de interés de destino.

Descripcion de la invenciéon

Hasta ahora, no se ha desarrollado un método de edicion y genotipificacion del genoma utilizando la endonucleasa
guiada por ARN (RGEN) basada en el sistema CRISPR/Cas.

Bajo estas circunstancias, los presentes inventores han realizado muchos esfuerzos para desarrollar un método de
edicion del genoma basado en el sistema CRISPR/Cas y, finalmente, han establecido una endonucleasa guiada por
ARN programable que escinde el ADN de manera dirigida en células y organismos eucariéticos.

Ademas, los presentes inventores han realizado muchos esfuerzos para desarrollar un nuevo método para usar
endonucleasas guiadas por ARN (RGEN) en el analisis de RFLP. Han usado RGEN para genotipificar mutaciones
recurrentes encontradas en el cancer y aquellas inducidas en células y organismos por nucleasas disefiadas que
incluyen las propias RGENs, completando asi la presente invencion.
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Sumario de la invenciéon

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion para escindir ADN diana en células u
organismos eucariotas que comprende un ARN especifico guia para ADN diana o ADN que codifica el ARN guia, y
el acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9, como se define en las reivindicaciones.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un sistema de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas
con regularidad entremezcladas Tipo Il (CRISPR)/proteina asociada a CRISPR 9 (Cas9) para introducir roturas
bicatenarias en una secuencia de ADN diana en una célula de mamifero, en donde el sistema Tipo || CRISPR/Cas9
comprende: a) una proteina Cas9 con una sefial de localizacion nuclear (NLS), en la que el NLS esta en el extremo
C, o un acido nucleico que codifica la proteina Cas9; y b) un ARN guia monocatenario que comprende una porcion
de ARN CRISPR (ARNCcr) fusionada a una porcién de trans-activacion de ARNcr (ARNtracr).

En una realizacion, la proteina Cas9 es de Streptococcus pyogenes.
En otra realizacion, el ARN guia monocatenario es un ARN transcrito in vitro.

En otra realizacion, la secuencia de ADN diana es una secuencia gendémica localizada en su sitio endégeno en el
genoma de la célula de mamifero.

En otra realizacion, la célula de mamifero es una célula humana.

En otra realizacién, el acido nucleico que codifica la proteina Cas9 esta optimizada en el codén para la expresién en
células humanas.

En otra realizacion, la secuencia de ADN diana consiste en 20 nucleétidos complementarios a la porcion de ARNcr
del ARN guia monocatenario y un motivo adyacente del motivo adyacente de protoespaciador del trinucleétido
(PAM), y en donde el PAM consiste en el trinucledtido 5'-NGG-3'.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un sistema CRISPR del tipo 1l/Cas9, como se define en el primer
aspecto para su uso en la escisién de un ADN diana en una célula de mamifero.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un sistema CRISPR del tipo [I/Cas9, como se define en el primer
aspecto para su uso en terapia génica.

En un cuarto aspecto, la invenciéon proporciona un método in vitro para introducir una rotura bicatenaria especifica
del sitio en una secuencia de ADN diana en una célula de mamifero, comprendiendo el método introducir en la
célula de mamifero el sistema CRISPR del tipo II/Cas9 del primer aspecto.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona un método in vitro para introducir una rotura bicatenaria especifica
del sitio en una secuencia de ADN diana en una célula de mamifero, comprendiendo el método introducir en la
célula de mamifero: a) una proteina Cas9 con una sefial de localizacién nuclear (NLS), en la que el NLS esta en el
extremo C-terminal, o un acido nucleico que codifica la proteina Cas9; y b) un ARN guia monocatenario que
comprende una porcién de ARN CRISPR (ARNCcr) fijada a una porcién de ARNcr de trans-activacion (ARNtracr).

En una realizacion, el acido nucleico que codifica la proteina Cas9 se introduce en la célula de mamifero antes de
introducir el ARN guia monocatenario en la célula de mamifero.

En otra realizacién, la célula de mamifero es una célula humana.

El sistema de la invencion también se denomina en este documento "composiciéon”, "composicion de RGEN" o
"RGEN(s)".

Se debe entender que cualquier referencia en este documento a embriones excluye embriones humanos; y, del
mismo modo, cualquier referencia a los animales debe entenderse que excluye a los seres humanos.

La composicion de la invencién puede usarse para inducir mutagénesis dirigida en células u organismos
eucaridticos.

El sistema de la invencion puede proporcionarse en un kit para escindir un ADN diana en células eucariotas u
organismos.

El sistema de la invencion puede proporcionarse en un kit para inducir mutagénesis dirigida en células u organismos
eucarioticos.

El sistema de la invencion puede usarse para preparar una célula u organismo eucariotico que comprende la
proteina Cas9 y un ARN guia que comprende una etapa de co-transfeccion o transfeccion en serie de la célula u
organismo eucariotico.

El sistema de la invencion puede estar comprendido en una célula u organismo eucariético.
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El sistema de la invencion puede usarse para escindir un ADN diana en células u organismos eucariéticos que
comprende una etapa de transfeccion de las células u organismos eucarioticos.

El sistema de la invencion puede usarse para inducir mutagénesis dirigida en una célula u organismo eucariético.

El sistema de la invencién puede usarse para proporcionar un embrién, un animal modificado genéticamente o una
planta modificada genéticamente que comprende un genoma editado por el sistema.

El sistema de la invencién puede usarse en para preparar un animal genéticamente modificado que comprende una
etapa para introducir el sistema en un embrién de un animal; y una etapa para transferir el embrién a un oviducto de
una madre adoptiva pseudoprefiada para producir un animal genéticamente modificado.

La composicion de la invencion puede usarse para genotipar mutaciones o variaciones en una muestra bioldgica
aislada.

La composicion de endonucleasa guiada por ARN (RGEN) de la invencién puede usarse para genotipar mutaciones
inducidas por nucleasas modificadas genéticamente en células o mutaciones o variaciones de origen natural.

La composicion de endonucleasa guiada por ARN (RGEN) de la invencion puede proporcionarse en un kit para
genotipar mutaciones inducidas por nucleasas modificadas genéticamente en células o mutaciones o variaciones de
origen natural.

La composicion de la invencion puede usarse para escindir ADN diana en células eucariotas u organismos.

La composicion de la invencién puede usarse para inducir mutagénesis dirigida en células u organismos
eucaridticos.

La composicion de la invencion puede usarse para genotipar secuencias de acidos nucleicos en microorganismos
patégenos en una muestra biolégica aislada.

El sistema de la invencion puede proporcionarse en un kit para genotipar mutaciones o variaciones en una muestra
bioldgica aislada.

El sistema de la invencién puede usarse para genotipar mutaciones o variaciones en una muestra bioldgica aislada.
Efectos ventajosos de la invencion

El sistema, su uso y los métodos de la invencion proporcionan nuevas herramientas de edicion del genoma
adecuadas. Ademas, debido a que pueden disefiarse RGEN personalizados para reconocer a cualquier secuencia
de ADN, puede analizarse casi cualquier polimorfismo de nucleétido simple o insercidon/delecion (indel) pequefia a
través de RFLP mediado por RGEN; por lo tanto, la composicion y el método de la presente invencion pueden
usarse en la deteccion y eliminacion de variaciones y mutaciones de origen natural.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la escision catalizada por Cas9 de ADN de plasmido in vitro. (a) Representacion esquematica de
ADN diana y secuencias de ARN quimérico. Los triangulos rojos indican sitios de escision. La secuencia PAM
reconocida por Cas9 se muestra en negrita. Las secuencias en el ARN guia derivadas de ARNcr y ARNtracr se
muestran en recuadro y se subrayan, respectivamente. (b) Eliminacion in vitro del ADN del plasmido por Cas9. Se
incubd un plasmido circular intacto o un plasmido digerido con ApaLl con Cas9 y ARN guia.

La Fig. 2 muestra la mutagénesis inducida por Cas9 en un sitio diana episémico. (a) Resumen esquematico de
ensayos basados en células usando un informador RFP-GFP. GFP no se expresa desde este reportero porque la
secuencia GFP se fusiona con la secuencia RFP fuera del marco. La proteina de fusion RFP-GFP se expresa solo
cuando el sitio diana entre las dos secuencias se escinde mediante una nucleasa especifica de sitio. (b) Citometria
de flujo de células transfectadas con Cas9. Se indica el porcentaje de células que expresan la proteina de fusion
RFP-GFP.

La Fig. 3 muestra mutaciones impulsadas por RGEN en sitios cromosémicos enddgenos. (a) Locus CCRS5. (b) Locus
C4BPB. (Arriba) El ensayo T7E1 se uso6 para detectar mutaciones inducidas por RGEN. Las flechas indican la
posicion esperada de las bandas de ADN escindidas por T7E1. Las frecuencias de mutacion (Inserciones-deleciones
(%)) se calcularon midiendo las intensidades de la banda. (Parte inferior) Secuencias de ADN de CCR5 y C4BPB
naturales (WT) y clones mutantes. La region de la secuencia diana complementaria al ARN guia se muestra en boc.
La secuencia PAM se muestra en negrita. Los triangulos indican el sitio de division. Las bases correspondientes a
microhomologias estan subrayadas. La columna a la derecha indica el nimero de bases insertadas o eliminadas.

La Fig. 4 muestra que las mutaciones fuera de la diana impulsadas por RGEN son indetectables. (a) Secuencias en
la diana y potenciales fuera de la diana. EI genoma humano se buscé in silico para posibles sitios fuera de la diana.
Se identificaron cuatro sitios, cada uno de los cuales lleva apareamientos erréneos de 3 bases con el sitio CCR5 en
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la diana. Las bases no coincidentes estan subrayadas. (b) El ensayo T7E1 se usd para investigar si estos sitios
estaban mutados en células transfectadas con el complejo Cas9/ARN. No se detectaron mutaciones en estos sitios.
N/A (no aplicable), un sitio intergénico. (c) Cas9 no indujo deleciones cromosémicas asociadas a la diana. El RGEN
y ZFN especificos de CCR5 se expresaron en células humanas. La PCR se usd para detectar la induccion de
deleciones cromosémicas de 15 kb en estas células.

La Fig. 5 muestra el gen Foxn1 inducido por RGEN dirigido a ratones. (a) Un diagrama esquematico que representa
un ARNSsg especifico para el exén 2 del gen Foxn1 de raton. PAM en el exdn 2 se muestra en rojo y la secuencia en
el ARNsg que es complementaria al exén 2 esta subrayada. Los triangulos indican sitios de escisién. (b) Ensayos
representativos de T7E1 que demuestran las eficacias de reconocimiento génico del ARNm de Cas9 mas el ARNsg
especifico de Foxn1 que se administraron mediante inyeccion intracitoplasmatica en embriones de ratén en fase de
una célula. Los numeros indican ratones fundadores independientes generados a partir de la dosis mas alta. Las
flechas indican bandas escindidas por T7E1. (c) Secuencias de ADN de alelos mutantes observados en tres
fundadores mutantes de Foxn1 identificados en b. La cantidad de apariciones se muestra entre paréntesis. (d)
genotipificacion por PCR de progenies F1 derivadas del cruce del fundador de Foxn1 n°. 108 y FVB/NTac natural.
Téngase en cuenta la segregacion de los alelos mutantes encontrados en el fundador Foxn1 n°. 108 en las
progenies.

La Fig. 6 muestra el reconocimiento del gen Foxn1 en embriones de ratdbn mediante inyeccion intracitoplasmatica de
ARNm de Cas9 y Foxn1-ARNsg. (a) Un resultado representativo de un ensayo T7E1 que controla la tasa de
mutacion después de inyectar la dosis mas alta. Las flechas indican bandas escindidas por T7E1. (b) Un resumen de
los resultados del ensayo T7E1. Se indican las fracciones mutantes entre los embriones cultivados in vitro obtenidos
después de la inyeccion intracitoplasmatica de las dosis de RGEN indicadas. (c) Secuencias de ADN de alelos
mutantes de Foxn1 identificados a partir de un subconjunto de embriones mutantes positivos a T7E1. La secuencia
diana del alelo natural se indica en recuadro.

La Fig. 7 muestra el reconocimiento del gen Foxn1 en embriones de raton usando la proteina Cas9 recombinante:
complejo Foxn1-ARNsg. (a) y (b) son resultados de ensayos T7E1 representativos y sus resimenes. Los embriones
se cultivaron in vitro después de que se sometieron a una inyeccion pronuclear (a) o intracitoplasmatica (b). Los
numeros en rojo indican ratones fundadores mutantes T7E1-positivos. (c) Secuencias de ADN de alelos mutantes de
Foxn1 identificados a partir de los embriones cultivados in vitro que se obtuvieron mediante la inyeccién pronucleo
de la proteina Cas9 recombinante: complejo Foxn1-ARNsg en la dosis mas alta. La secuencia diana del alelo natural
se indica en recuadro.

La Fig. 8 muestra la transmision en linea germinal de los alelos mutantes encontrados en el fundador del mutante
Foxn1 n°. 12. (a) analisis de fPCR. (b) genoatipificacion por PCR de FVB/NTac natural, el raton fundador y sus
progenies F1.

La Fig. 9 muestra genotipos de embriones generados cruzando los fundadores mutantes de Prkdc. Se cruzaron los
mutantes Prkdc 325y 215 y se aislaron los embriones E13.5. (a) andlisis de fPCR natural, fundador 325 y fundador
?15. Téngase en cuenta que, debido a las limitaciones técnicas del analisis de fPCR, estos resultados mostraron
pequefias diferencias de las secuencias precisas de los alelos mutantes; por ejemplo, a partir del analisis de
secuencia, se identificaron A269/A61/WT y A5 + 1/+ 7/+ 12/WT en los fundadores 325y 215, respectivamente. (b)
Genotipos de los embriones generados.

La Fig. 10 muestra la mutacion dirigida inducida por el complejo de proteina Cas9/ARNsg.
La Fig. 11 muestra mutaciones inducidas por la proteina Cas9 recombinante en protoplastos de Arabidopsis.

La Fig. 12 muestra secuencias mutantes inducidas por la proteina Cas9 recombinante en el gen BRI1 de
Arabidopsis.

La Fig. 13 muestra el ensayo T7E1 que muestra la disrupcion del gen CCR5 endégeno en células 293 mediante el
tratamiento de Cas9-mal-9R4L y el complejo ARNsg/C9R4LC.

La Fig. 14 (a, b) muestra las frecuencias de mutacion en los sitios en la diana y fuera de la diana de los RGEN
informados en Fu et al. (2013). Ensayos T7E1 que analizan ADN gendmico de células K562 (R) transfectadas en
serie con 20 pg de plasmido que codifica Cas9 y con 60 ug y 120 ug en ARNcr y ARNtracr GX19 transcrito in vitro,
respectivamente (1 x 10° células), o (D) cotransfectadas con 1 ug de plasmido que codifica Cas9 y 1 ug de plasmido
de expresion de GX19 ARNsg (2 x 10° células).

La Fig. 15 (a, b) muestra la comparacion de la estructura del ARN guia. Las frecuencias de mutacién de los RGEN
informados en Fu et al. (2013) se midieron en sitios en la diana y fuera de la diana utilizando el ensayo T7E1. Las
células K562 se cotransfectaron con el plasmido que codifica Cas9 y el plasmido que codifica el ARNsg de GX19 o
el ARNsg de GGX20. Los sitios fuera de la diana (OT1-3, etc.) estdn marcados como en Fu et al. (2013).

La Fig. 16 muestra que la escision del ADN in vitro mediante miasas Cas9. (a) Resumen esquematico de la nucleasa
Cas9 y la nickasa Cas9 emparejada. Las secuencias de PAM y los sitios de escision se muestran en recuadro. (b)
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Sitios diana en el locus humano AAVS1. La posicion de cada sitio diana se muestra en triangulo. (c) Vision general
esquematica de las reacciones de escision del ADN. Los colorantes FAM (que se muestran en la caja) se unieron a
ambos extremos 5' del sustrato de ADN. (d) DSB y SSB analizados usando fluorescencia de electroforesis capilar.
Los sustratos de ADN marcados fluorescentemente se incubaron con nucleasas Cas9 o nickasas antes de la
electroforesis.

La Fig. 17 muestra la comparacion de la nucleasa Cas9 y el comportamiento de la nickasa. (a) Frecuencias de
mutacién en la diana asociadas con nucleasas Cas9 (WT), nickasas (D10A) y nickasas emparejadas. Se indican
nickasas emparejadas que producirian extremos 5' o extremos 3'. (b) Analisis de los efectos fuera de diana de las
nucleasas Cas9 y las nickasas emparejadas. Se analizaron un total de siete posibles sitios fuera de la diana para
tres ARNsg.

La Fig. 18 muestra las nickasas Cas9 emparejadas probadas en otros loci humanos enddgenos. (a,c) Los sitios
diana de ARNsg en los loci CCR5 y BRCA2 humanos. Las secuencias de PAM estan indicadas en rojo. (b,d) Las
actividades de edicion del genoma en cada sitio diana se detectaron mediante el ensayo T7E1. La reparacion de dos
mellas que producirian extremos 5' condujo a la formacién de inserciones-deleciones mucho mas frecuentemente
que aquellos que producian extremos de 3'.

La Fig. 19 muestra que las nickasas Cas9 emparejadas intervienen en la recombinacion homdloga. (a) Estrategia
para detectar la recombinacion homologa. EI ADN del donante incluia un sitio de la enzima de restriccion Xbal entre
dos brazos de homologia, mientras que el sitio diana enddgeno carecia de este sitio. Se us6 un ensayo de PCR para
detectar secuencias que se habian sometido a recombinacion homéloga. Para evitar la amplificacion del ADN del
donante contaminante, se usaron cebadores especificos para el ADN gendmico. (b) Eficiencia de la recombinacion
homologa. Solo los amplicones de una region en la que se habia producido recombinacion homoéloga podian
digerirse con Xbal; las intensidades de las bandas de division se usaron para medir la eficacia de este método.

La Fig. 20 muestra el corte y empalme de ADN inducido por las nickasas de Cas9 emparejadas. (a) Los sitios diana
de las nickasas emparejadas en el locus AAVS1 humano. Se muestran las distancias entre el sitio AS2 y cada uno
de los ofros sitios. Las flechas indican cebadores de PCR. (b) Eliminaciones gendmicas detectadas mediante PCR.
Los asteriscos indican productos de PCR especificos de eliminacion. (c) Secuencias de ADN de productos de PCR
especificos de delecién obtenidos utilizando ARNsg de AS2 y L1. Las secuencias de PAM del sitio diana se
muestran en recuadro y las secuencias de coincidencia de ARNsg se muestran en letras mayusculas. Las
secuencias de emparejamiento de ARNsg intactas estan subrayadas. (d) Un modelo esquematico de deleciones
cromosomicas mediadas por la nickasa Cas9 emparejadas. Las cadenas de ADN recién sintetizadas se muestran en
recuadro.

La figura 21 muestra que las nickasas de Cas9 emparejadas no inducen translocaciones. (a) Resumen esquematico
de las translocaciones cromosémicas entre los sitios en la diana y fuera de la diana. (b) Amplificacién por PCR para
detectar translocaciones cromosomicas. (c) Translocaciones inducidas por nucleasas Cas9 pero no por el par de la
nickasa.

La Fig. 22 muestra un diagrama conceptual de los ensayos T7E1 y RFLP. (a) Comparacion de las reacciones de
escision del ensayo en cuatro escenarios posibles después del tratamiento con nucleasa modificada en una célula
diploide: (A) natural, (B) una mutacion monoalélica, (C) diferentes mutaciones bialélicas (hetero) y (D) idénticas
mutaciones bialélicas (homo). Las lineas negras representan productos de PCR derivados de cada alelo; los
recuadros con linea discontinua y punteados indican mutaciones de insercion/eliminacion generadas por NHEJ. (b)
Resultados esperados de la digestion de T7E1 y RGEN resueltos por electroforesis.

La Fig. 23 muestra el ensayo de eliminacion in vitro de un plasmido linealizado que contiene el sitio diana C4BPB
que lleva inserciones-deleciones. Secuencias de ADN de sustratos de plasmidos individuales (panel superior). La
secuencia PAM esta subrayada. Las bases insertadas se muestran en la caja. Las flechas (panel inferior) indican las
posiciones esperadas de las bandas de ADN escindidas por el RGEN natural después de la electroforesis.

La Fig. 24 muestra la genotipificacion de mutaciones inducidas por nucleasas modificadas genéticamente en células
mediante RFLP mediado por RGEN. (a) Genotipo de clones de células K562 mutantes de C4BPB. (b) Comparacion
del ensayo de T7E1 sensible al desapareamiento con analisis de RFLP mediado por RGEN. Las flechas negras
indican el producto de escisién por tratamiento de la enzima T7E1 o RGEN.

La Fig. 25 muestra la genotipificacion de mutaciones inducidas por RGEN mediante la técnica RGEN-RFLP. (a)
Analisis de clones modificados con C4BPB usando ensayos RGEN-RFLP y T7E1. Las flechas indican las posiciones
esperadas de las bandas de ADN escindidas por RGEN o T7E1. (b) Comparacioén cuantitativa del analisis de RGEN-
RFLP con ensayos de T7E1. Las muestras de ADN gendmico de células K562 de tipo natural y modificadas con
C4BPB se mezclaron en diversas proporciones y se sometieron a amplificacién por PCR. (c) Genotipificacion de
mutaciones inducidas por RGEN en el gen HLA-B en células HelLa con analisis RFLP y T7E1.

La Fig. 26 muestra la genotipificacion de mutaciones inducidas por nucleasas modificadas genéticamente en
organismos a través de RFLP mediado por RGEN. (a) Genotipo de ratones fundadores del mutante Pibf1. (b)
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Comparacion del ensayo de T7E1 sensible al desapareamiento con analisis de RFLP mediado por RGEN. Las
flechas negras indican el producto de escision por el tratamiento de la enzima T7E1 o RGEN.

La Fig. 27 muestra la genotipificacion mediada por RGEN de mutaciones inducidas por ZFN. El sitio diana de ZFN
se muestra en el recuadro. Las flechas negras indican bandas de ADN escindidas por T7E1.

La Fig. 28 muestra sitios polimérficos en una region del gen HLA-B humano. La secuencia, que rodea el sitio diana
de RGEN, es la de un amplicén de PCR de células Hela. Las posiciones polimérficas se muestran en el recuadro. El
sitio diana RGEN y la secuencia PAM se muestran en cuadro con lineas discontinuas y en negrita, respectivamente.
Las secuencias del cebador estan subrayadas.

La Fig. 29 muestra la genotipificacion de mutaciones oncogénicas mediante analisis de RGEN-RFLP. (a) Una
mutacion recurrente (delecion ¢.133-135 de TCT) en el gen CTNNB1 humano en células HCT116 fue detectada por
RGEN. Las células HelLa se usaron como control negativo. (b) Genotipificacion de la mutacion de sustitucion de
KRAS (c.34 G>A) en la linea celular de cancer A549 con RGEN que contienen ARN guia no coincidentes. Los
nucledtidos mal emparejados se muestran en el recuadro. Las células HeLa se usaron como control negativo. Las
flechas indican bandas de ADN escindidas por RGEN. Se muestran secuencias de ADN confirmadas por
secuenciacion de Sanger.

La Fig. 30 muestra la genotipificacion del alelo CCR5 delta32 en células HEK293T mediante anadlisis de RGEN-
RFLP. (a) ensayos RGEN-RFLP de lineas celulares. Las células K562, SKBR3 y HelLa se usaron como controles
naturales. Las flechas indican bandas de ADN escindidas por RGEN. (b) secuencia de ADN de alelos CCR5 de tipo
natural y delta32. Ambos sitios de RGEN en la diana y fuera de la diana utilizados en el analisis de RFLP estan
subrayados. Un desapareamiento de nucleétido unico entre los dos sitios se muestra en el recuadro. La secuencia
PAM esta subrayada. (c) Eliminacion in vitro de plasmidos que albergan alelos WT o del32 CCR5 usando el RGEN
natural. (d) Confirmacion de la presencia de un sitio fuera de la diana del RGEN especifico de CCR5-delta32 en el
locus CCR5. Ensayos de eliminacion in vitro de plasmidos que albergan secuencias en la diana o fuera de la diana
usando diversas cantidades del RGEN especifico del del32.

La Fig. 31 muestra la genotipificacion de una mutacion puntual de KRAS (c.34 G>A). (a) Analisis RGEN-RFLP de la
mutacion KRAS (c.34 G>A) en lineas celulares de cancer. Los productos de PCR de células HelLa (utilizadas como
control natural) o células A549, que son homocigoéticas para la mutacion puntual, se digirieron con RGEN con un
ARNcr perfectamente emparejado especifico para la secuencia natural o la secuencia mutante. Los genotipos de
KRAS en estas células se confirmaron mediante la secuenciacion de Sanger. (b) Los plasmidos que albergan las
secuencias de KRAS naturales o mutante se digirieron usando RGENs con ARNcr perfectamente emparejados o
ARNCcrs emparejados por una sola base y atenuados. Los ARNcr atenuados que se eligieron para el genotipado se
marcan en un recuadro encima de los geles.

La Fig. 32 muestra la genotipificacion de una mutacion puntual PIK3CA (c.3140 A>G). (a) Analisis de RGEN-RFLP
de la mutacién PIK3CA (c.3140 A>G) en lineas celulares de cancer. Los productos de PCR de células Hela
(utilizadas como control natural) o células HCT116 que son heterocigéticas para la mutacion puntual se digirieron
con RGEN con un ARNcr perfectamente emparejado especifico para la secuencia natural o la secuencia mutante.
Los genotipos PIK3CA en estas células se confirmaron mediante la secuenciacion de Sanger. (b) Los plasmidos que
albergan las secuencias de PIK3CA natural o mutante se digirieron usando RGENs con ARNcrs perfectamente
emparejados o ARNcrs mal emparejados de una sola base o atenuados. Los ARNcr atenuados que se eligieron para
el genotipado se marcan en un recuadro encima de los geles.

La Fig. 33 muestra la genotipificacion de mutaciones puntuales recurrentes en lineas celulares cancerosas. (a)
ensayos RGEN-RFLP de mutaciones puntuales oncogénicas recurrentes en IDH (c.394c> T), (b) PIK3CA (c.3140A>
G), (c) NRAS (c.181C> A), (d) y Genes BRAF (c.1799T> A). Se muestran los genotipos de cada linea celular
confirmada por secuenciacion de Sanger. Los nucleotidos mal emparejados se muestran en el recuadro. Las flechas
negras indican bandas de ADN escindidas por RGEN.

Descripcion detallada

En un aspecto, la presente invenciéon proporciona un sistema o una composicion para escindir el ADN diana en
células eucariotas u organismos, como se define en las reivindicaciones. Ademas, la presente invencion proporciona
un uso del sistema o de la composicion para escindir el ADN diana en células eucariotas u organismos.

En la presente invencion, el sistema o la composicion también se denomina composicion de endonucleasa guiada
por ARN (RGEN).

ZFNs y TALENs permiten la mutagénesis dirigida en células de mamiferos, organismos modelo, plantas y ganado,
pero las frecuencias de mutacion obtenidas con nucleasas individuales son muy diferentes entre si. Ademas,
algunos ZFN y TALEN no muestran las actividades de edicion del genoma. La metilacion del ADN puede limitar la
union de estas nucleasas modificadas a los sitios diana. Ademas, son técnicamente complicadas y lleva mucho
tiempo fabricar nucleasas personalizadas.
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Los presentes inventores han desarrollado una nueva composicion de endonucleasa guiada por ARN basada en la
proteina Cas9 para superar las desventajas de ZFN 'y TALEN.

Antes de la presente invencion, se conocia una actividad endonucleasa de las proteinas Cas. Sin embargo, no se
sabe si la actividad endonucleasa de la proteina Cas funcionaria en una célula eucariota debido a la complejidad del
genoma eucariota. Ademas, hasta ahora, no se ha desarrollado ninguna composicion que comprenda la proteina
Cas o el acido nucleico que codifique la proteina Cas y un ARN guia especifico para que el ADN diana escinda un
ADN diana en células u organismos eucariotas.

En comparacioén con los ZFN y TALEN, la presente composicion de RGEN basada en la proteina Cas9 se puede
personalizar mas facilmente porque solo se reemplaza el componente de ARN guia sintético para formar una nueva
nucleasa de edicion del genoma. No se involucran pasos de subclonacion para hacer endonucleasas guiadas por
ARN personalizadas. Ademas, el tamafo relativamente pequefio del gen Cas (por ejemplo, 4,2 kbp para Cas9) en
comparacion con un par de genes TALEN (~ 6 kbp) proporciona una ventaja para esta composicion de
endonucleasa guiada por ARN en algunas aplicaciones tales como la mediada por la liberacion de genes mediada
por virus. Ademas, esta endonucleasa guiada por ARN no tiene efectos fuera de la diana y, por lo tanto, no induce
mutaciones, deleciones, inversiones y duplicaciones indeseadas. Estas caracteristicas hacen que la presente
composicion de endonucleasa guiada por ARN sea una herramienta escalable, versatil y conveniente para la
ingenieria del genoma en células y organismos eucarioticos. Ademas, RGEN puede disefiarse para reconocer
cualquier secuencia de ADN, casi cualquier polimorfismo de nucleétido simple o insercién/delecion (indel) pequefia
puede analizarse a través de RFLP mediado por RGEN. La especificidad de los RGEN esta determinada por el
componente de ARN que se hibrida con una secuencia de ADN diana de hasta 20 pares de bases (pb) de longitud y
por la proteina Cas9 que reconoce el motivo adyacente de protoespaciador (PAM). Los RGEN se reprograman
facilmente reemplazando el componente de ARN. Por lo tanto, los RGEN proporcionan una plataforma para usar
analisis de RFLP simples y robustos para diversas variaciones de secuencia.

El ADN diana puede ser un ADN endégeno o ADN artificial, preferiblemente, ADN enddgeno.

Como se usa en el presente documento, la expresion "proteina Cas9" se refiere a un componente proteico esencial
en el sistema CRISPR/Cas9, forma una endonucleasa o una nickasa activa cuando se complejan con dos ARN
denominados ARN CRISPR (ARNCcr) y ARNcr transactivo (ARNtracr).

La informacién sobre el gen y la proteina de Cas esta disponible en GenBank del Centro Nacional de Informacion
Biotecnolodgica (NCBI), sin limitacion.

Los genes (cas) asociados a CRISPR que codifican las proteinas Cas a menudo se asocian con matrices
repetidoras espaciadoras CRISPR. Se han descrito mas de cuarenta familias diferentes de proteinas Cas. De estas
familias de proteinas, Cas1 parece ser omnipresente entre diferentes sistemas CRISPR/Cas. Hay tres tipos de
sistema CRISPR-Cas. Entre ellos, el sistema Tipo || CRISPR/Cas que implica la proteina Cas9 y ARNcr y ARNtracr
es representativo y es bien conocido. Se han usado combinaciones particulares de genes cas y estructuras
repetidas para definir 8 subtipos CRISPR (Ecoli, Ypest, Nmeni, Dvulg, Tneap, Hmari, Apern y Mtube).

La proteina Cas puede estar unida a un dominio de transduccion de proteinas. El dominio de transducciéon de
proteinas puede ser poli-arginina o una proteina TAT derivada de VIH, pero no esta limitada a esto.

La presente composicién puede comprender el componente Cas9 en forma de una proteina o en forma de un acido
nucleico que codifica la proteina Cas9.

En la presente invencion, la proteina Cas9 puede ser cualquier proteina Cas9 con la condiciéon de que tenga una
actividad endonucleasa o nickasa cuando forma un complejo con un ARN guia.

La expresion proteina Cas9 puede incluir variantes de la misma.

La variante de la proteina Cas9 puede ser una forma mutante de Cas9 en la que el residuo de aspartato catalitico se
cambia a cualquier otro aminoacido. Preferiblemente, el otro aminoacido puede ser una alanina, pero no esta
limitado a esto.

Ademas, la proteina Cas9 puede ser la aislada de un organismo tal como Streptococcus sp., preferiblemente
Streptococcus pyogenes o una proteina recombinante, pero no se limita a esto.

La proteina Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes puede reconocer el trinucleétido NGG. La proteina Cas9
puede comprender una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 109, pero no esta limitada a la misma.

El término "recombinante”, cuando se utiliza con referencia, por ejemplo, a una célula, acido nucleico, proteina o
vector, indica que la célula, el acido nucleico, la proteina o el vector se han modificado mediante la introduccién de
un acido nucleico o proteina heterdloga o la alteracion de un acido nucleico o proteina nativa, o que la célula se
deriva de una célula asi modificada. De este modo, por ejemplo, se puede generar una proteina Cas9 recombinante
reconstituyendo la secuencia que codifica la proteina Cas9 usando la tabla de codones humanos.
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En cuanto a la presente invencion, el acido nucleico que codifica la proteina Cas9 puede ser una forma de vector, tal
como un plasmido que comprende la secuencia que codifica Cas9 bajo un promotor tal como CMV o CAG. La
secuencia que codifica Cas9 se puede derivar de Streptococcus sp., y, preferiblemente, se deriva de Streptococcus
pyogenes. Por ejemplo, el acido nucleico que codifica Cas9 puede comprender la secuencia de nucledtidos de la
SEQ ID. NO: 1. Ademas, el acido nucleico que codifica Cas9 puede comprender la secuencia de nucledtidos que
tiene una homologia de al menos 50% con la secuencia de SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos 60, 70, 80, 90,
95, 97, 98 0 99% con la SEQ ID NO: 1, pero no esta limitado a esto. El acido nucleico que codifica Cas9 puede
comprender la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NOs. 108, 110, 106 6 107.

Como se usa en el presente documento, la expresion "ARN guia" se refiere a un ARN que es especifico para el ADN
diana y puede formar un complejo con la proteina Cas9 y llevar la proteina Cas9 al ADN diana.

Como se describe en este documento, el ARN guia puede consistir en dos moléculas de ARN, es decir, ARN
CRISPR (ARNcr) y ARNcr transactivador (ARNtracr). En la presente invencion, el ARN guia es un ARN
monocatenario (ARNsg) producido por fusidon de una porcion esencial de ARNcr y ARNtracr.

El ARN guia puede ser un ARN doble que comprenda un ARNc y un ARNtracr.

Si el ARN guia comprende la porcién esencial de ARNcr y ARNtracr y una porcion complementaria de una diana, se
puede usar cualquier ARN guia en la presente invencion.

El ARNcr se puede hibridar con un DNA diana.

El RGEN puede consistir en la proteina Cas9 y ARNsg (fusidon de una porcion esencial del ARNtracr invariable y
ARNcr especifico de la diana), y puede reprogramarse facilmente reemplazando el ARNcr.

El ARN guia comprende ademas uno o mas nucleétidos adicionales en el extremo 5' del ARN guia monocatenario o
el ARNcr del ARN dual.

Preferiblemente, el ARN guia comprende adicionalmente 2 nucleétidos de guanina adicionales en el extremo 5' del
ARN guia monocatenario o el ARNcr del ARN dual.

El ARN guia puede transferirse a una célula o a un organismo en forma de ARN o ADN que codifica el ARN guia. El
ARN guia puede estar en forma de un ARN aislado, ARN incorporado en un vector viral, o esta codificado en un
vector. Preferiblemente, el vector puede ser un vector viral, un vector plasmidico o un vector agrobacteriano, pero no
esta limitado a este.

Un ADN que codifica el ARN guia puede ser un vector que comprenda una secuencia que codifique el ARN guia.
Por ejemplo, el ARN guia puede transferirse a una célula u organismo transfectando la célula u organismo con el
ARN guia o el ADN plasmidico aislado que comprende una secuencia que codifica el ARN guia y un promotor.

Alternativamente, el ARN guia puede transferirse a una célula u organismo usando la administracion génica mediada
por virus.

Cuando el ARN guia se transfecta en forma de un ARN aislado en una célula u organismo, el ARN guia se puede
preparar mediante transcripcion in vitro usando cualquier sistema de transcripcion in vitro conocido en la técnica. El
ARN guia preferiblemente se transfiere a una célula en forma de ARN aislado en lugar de en forma del plasmido que
comprende una secuencia codificante para un ARN guia. Como se usa en el presente documento, la expresion
"ARN aislado" puede ser intercambiable con "ARN desnudo". Esto ahorra costos y tiempo porque no requiere un
paso de clonacion. Sin embargo, no se excluye el uso de ADN plasmidico o liberacion de genes mediada por virus
para la transfeccion del ARN guia.

La presente composicién de RGEN que comprende proteina Cas9 o acido nucleico que codifica la proteina Cas9 y
un ARN guia puede escindir especificamente un ADN diana debido a una especificidad del ARN guia por una diana
y una actividad de endonucleasa o nickasa de la proteina Cas9.

Como se usa en este documento, el término "escision" se refiere a la rotura de la cadena principal covalente de una
molécula de nucleétido.

En la presente invencion, se puede preparar un ARN guia para que sea especifico para cualquier diana que deba
escindirse. Por lo tanto, la presente composicion de RGEN puede escindir cualquier ADN diana manipulando o
genotipificando la porcién especifica de la diana del ARN guia.

El ARN guia y la proteina Cas9 pueden funcionar como un par. Tal como se usa en la presente memoria, la
expresion "Cas9 nickasa emparejada” puede referirse al ARN guia y a la proteina Cas9 que funciona como un par.
El par comprende dos ARN guia. El ARN guia y la proteina Cas9 pueden funcionar como un par e inducir dos mellas
en diferentes cadenas de ADN. Las dos mellas pueden estar separadas por al menos 100 bps, pero no estan
limitadas a esto.
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En los Ejemplos, los presentes inventores confirmaron que la Cas9 nickasa emparejada permite la mutagénesis
dirigida y grandes deleciones de segmentos cromosémicos de hasta 1 kbp en células humanas. De manera
importante, las nickasas emparejadas no indujeron inserciones-deleciones en sitios fuera de la diana en los que sus
correspondientes nucleasas inducen mutaciones. Ademas, a diferencia de las nucleasas, las nickasas apareadas no
promocionaron translocaciones indeseadas asociadas con las divisiones de ADN fuera de la diana. En principio, las
nickasas emparejadas duplican la especificidad de la mutagénesis mediada por Cas9 y ampliaran la utilidad de las
enzimas guiadas por ARN en aplicaciones que requieren la edicidon precisa del genoma, como la terapia génica y
celular.

En la presente invencion, la composicion puede usarse en la genotipificacion de un genoma en células u organismos
eucarioticos in vitro.

En una realizacion especifica, el ARN guia puede comprender la secuencia de nucleétidos de Seq ID. 1, en donde la
porcioén de la posicion de nucleétido 3 ~ 22 es una porcion especifica de la diana y, por lo tanto, la secuencia de esta
porcién puede cambiarse dependiendo de un diana.

Como se usa en el presente documento, una célula u organismo eucariético puede ser levadura, hongo, protozoos,
planta, planta superior, e insectos, o células anfibias, o células de mamiferos tales como CHO, HelLa, HEK293 y
COS-1, por ejemplo, células cultivadas (in vitro), células de injerto y cultivo de células primarias (in vitro y ex vivo), y
células in vivo, y también células de mamifero incluyendo humanos, que se usan comunmente en la técnica, sin
limitacion.

En una realizacion especifica, se descubrié que la proteina Cas9/ARN guia monocatenario podia generar cortes de
doble cadena de ADN especificos del sitio in vitro y en células de mamifero, cuya reparacién espontanea indujo
mutaciones del genoma dirigido a altas frecuencias.

Ademas, se descubrié que podian inducirse ratones con genes silenciados mediante la inyeccién de complejos de
proteina Cas9/ARN guia o ARNm de Cas9/ARN guia en embriones en estadio de una célula y que podian ser
generadas mutaciones transmisibles de la linea germinal por el sistema de Cas9/ARN guia.

El uso de la proteina Cas9 en lugar de un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 para inducir una mutagénesis
dirigida es ventajoso porque el ADN exégeno no se introduce en un organismo. Por lo tanto, la composicién que
comprende la proteina Cas9 y un ARN guia puede usarse para desarrollar productos terapéuticos o cultivos de valor
afiadido, ganado, aves de corral, peces, mascotas, etc.

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona una composicion para inducir mutagénesis dirigida en células u
organismos eucariéticos. Ademas, la presente composicion puede usarse para inducir mutagénesis dirigida en
células u organismos eucarioticos.

Un ARN guia, un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 son como se describe en lo
anterior.

El sistema de la invenciéon puede proporcionarse en un kit para escindir un ADN diana o inducir mutagénesis dirigida
en células u organismos eucariéticos.

Un ARN guia, un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 son como se describe en lo
anterior.

El kit puede comprender un ARN guia y un acido nucleico que codifica una proteina Cas9 o proteina Cas9 como
componentes separados 0 como una composicion.

El presente kit puede comprender algunos componentes adicionales necesarios para transferir el ARN guia y el
componente Cas9 a una célula o un organismo. Por ejemplo, el kit puede comprender un tampén de inyeccion tal
como un tampodn de inyeccion tratado con DEPC, y materiales necesarios para el analisis de la mutacion de un ADN
diana, pero no estan limitados a los mismos.

El sistema de la invencion puede usarse en un método para preparar una célula u organismo eucariético que
comprende la proteina Cas9 y un ARN guia que comprende una etapa de cotransfeccion o transfeccion en serie de
la célula u organismo eucariético con un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9, y un ARN
guia o ADN que codifica el ARN guia.

Un ARN guia, un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 son como se describe en lo
anterior.

En la presente invencion, un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 y un ARN o ADN guia
que codifica el ARN guia pueden transferirse a una célula mediante diversos métodos conocidos en la técnica, tales
como microinyeccion, electroporacion, tratamiento con DEAE-dextrano, lipofeccion, transfeccion mediada por
nanoparticulas, transduccién mediada por dominio de transduccién de proteinas, administracion génica mediada por
virus, y transfeccion mediada por PEG en protoplastos, y similares, pero no se limitan a ellos. Ademas, una proteina

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 690 386 T3

Cas9 que codifica un acido nucleico o proteina Cas9 y un ARN guia pueden transferirse a un organismo por diversos
métodos conocidos en la técnica para administrar un gen o una proteina tal como una inyeccién. Un acido nucleico
que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 se pueden transferir a una célula en forma de complejo con un ARN
guia, o por separado. La proteina Cas9 fusionada a un dominio de transduccion de proteinas tal como Tat también
se puede administrar de manera eficiente en las células.

Preferiblemente, la célula u organismos eucariéticos se cotransfectan o transfectan en serie con una proteina Cas9 y
un ARN guia de la invencion.

La transfeccién en serie se puede realizar por transfeccién con acido nucleico que codifica la proteina Cas9 primero,
seguido de una segunda transfeccion con ARN guia desnudo. Preferiblemente, la segunda transfeccion es después
de 3, 6, 12, 18, 24 horas, pero no esta limitada a esto.

El sistema de la invencion puede comprender una célula u organismo eucariotico.

Las células u organismos eucariotas pueden prepararse transfiriendo la composicion de la invencion en la célula u
organismo.

Las células eucariotas pueden ser levaduras, hongos, protozoos, plantas superiores, € insectos, o células anfibias, o
células de mamiferos tales como CHO, HelLa, HEK293 y COS-1, por ejemplo, células cultivadas (in vitro), células de
injerto y cultivo de células primarias (in vitro y ex vivo), y células in vivo, y también células de mamifero incluyendo
humanas, que se usan cominmente en la técnica, sin limitacion. Ademas, el organismo puede ser una levadura, un
hongo, protozoos, una planta, una planta superior, un insecto, anfibio o mamifero.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método in vitro para escindir un ADN diana o inducir
mutagénesis dirigida en células u organismos eucariéticos, que comprende una etapa de tratar una célula u
organismo que comprende un ADN diana con una composicion de la invencion.

La etapa de tratar una célula u organismo con la composicién puede realizarse transfiriendo la presente composicion
que comprende un ARN guia especifico para el ADN o ADN diana que codifica el ARN guia, y un acido nucleico que
codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 en la célula u organismo.

Como se describe en lo anterior, dicha transferencia puede realizarse por microinyeccion, transfeccion,
electroporacion, etc.

El sistema de la invenciéon puede usarse para proporcionar un embriéon que comprenda un genoma editado por la
presente composicion de RGEN.

Se puede usar cualquier embrién no humano; el embrién puede ser un embrién de un ratén. El embrién puede
producirse inyectando PMSG (gonadotropina de yegua gestante prefiada) y hCG (gonadotropina coriénica humana)
en un ratén hembra de 4 a 7 semanas y el raton hembra superovulado puede acoplarse a machos, y los embriones
fertilizados pueden recogerse de oviductos.

La presente composicién de RGEN introducida en un embrién puede escindir un ADN diana complementario al ARN
guia mediante la accién de la proteina Cas9 y causar una mutacion en el ADN diana. Por lo tanto, el embrién en el
que se ha introducido la presente composicion de RGEN tiene un genoma editado.

Se descubrio que la presente composicion de RGEN podria causar una mutacién en un embrién de ratén y que la
mutacion podia transmitirse a las crias.

Un método para introducir la composiciéon de RGEN en el embridon puede ser cualquier método conocido en la
técnica, tal como microinyeccion, insercion de células madre, insercién de retrovirus, y asi sucesivamente.
Preferiblemente, se puede usar una técnica de microinyeccion.

El sistema de la invencion puede usarse para proporcionar un animal genéticamente modificado obtenido
transfiriendo el embrién que comprende un genoma editado por la presente composicion de RGEN a los oviductos
de un animal.

La expresion "animal modificado con genoma" se refiere a un animal cuyo genoma ha sido modificado en la etapa de
embrion por la presente composicion de RGEN vy el tipo de animal no esta limitado; sin embargo, la expresion no
abarca a seres humanos.

El animal modificado con genoma tiene mutaciones causadas por una mutagénesis dirigida basada en la presente
composicion de RGEN. Las mutaciones pueden ser cualquiera de delecion, insercion, translocacion, inversion. El
sitio de la mutacién depende de la secuencia del ARN guia de la composicién de RGEN.

El animal modificado con genoma que tiene una mutacién de un gen puede usarse para determinar la funcion del
gen.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 690 386 T3

La composicion RGEN de la invencion puede usarse en un método para preparar un animal genéticamente
modificado que comprende una etapa de introduccion de la presente composiciéon de RGEN en un embriéon de un
animal; y un paso de transferir el embrién a un oviducto de madre adoptiva pseudoprefiada para producir un animal
genéticamente modificado.

La etapa de introducir la presente composiciéon de RGEN puede realizarse por cualquier método conocido en la
técnica, tal como microinyeccion, insercion de células madre, insercion retroviral, y asi sucesivamente.

La composiciéon RGEN de la invencion puede usarse para producir una planta regenerada a partir de protoplastos
modificados con genoma preparados mediante el método para células eucariotas que comprende la composicion de
RGEN.

La composicion de la invencion puede usarse para genotipar mutaciones o variaciones en una muestra bioldgica
aislada. La composicion de la invencién también puede usarse para genotipar secuencias de acidos nucleicos en
microorganismos patégenos en una muestra bioldgica aislada.

Un ARN guia, un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 son como se describe en lo
anterior.

Como se usa en el presente documento, el término "genotipado” se refiere al "ensayo de polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP)".

El RFLP puede usarse en 1) la deteccion de inserciones-deleciones en células u organismos inducidos por las
nucleasas modificadas genéticamente, 2) las mutaciones genotipicas que ocurren naturalmente o las variaciones en
células u organismos, o 3) el genotipado del ADN de microorganismos patégenos infectados, incluyendo virus o
bacterias, etc.

Las mutaciones o variaciones pueden ser inducidas por nucleasas modificadas en las células.

La nucleasa modificada por ingenieria genética puede ser una nucleasa de dedo de cinc (ZFN), nucleasas efectoras
de tipo transcriptor de activador de la transcripcion (TALEN) o RGEN, pero no esta limitada a la misma.

Como se usa en este documento, la expresion "muestra biolégica" incluye muestras para analisis, tales como tejidos,
células, sangre completa, suero, plasma, saliva, esputo, fluido cerebroespinal u orina, pero no se limita a estos.

Las mutaciones o variaciones pueden ser mutaciones o variaciones naturales.

Las mutaciones o variaciones son inducidas por los microorganismos patégenos. A saber, las mutaciones o
variaciones ocurren debido a la infeccion de microorganismos patégenos, cuando se detectan los microorganismos
patégenos, la muestra bioldgica se identifica como infectada.

Los microorganismos patégenos pueden ser virus o bacterias, pero no estan limitados a ellos.

Las mutaciones inducidas por nucleasas modificadas se detectan mediante diversos métodos, que incluyen ensayos
de Surveyor o T7 endonucleasa | (T7E1) sensibles al desapareamiento, analisis de RFLP, PCR fluorescente,
analisis de fusién de ADN y secuenciacion profunda. Los ensayos T7E1 y Surveyor son ampliamente utilizados, pero
a menudo subestiman las frecuencias de mutacién porque los ensayos detectan hetero duplex (formados por la
hibridacion de secuencias mutantes y naturales o dos secuencias mutantes diferentes); no pueden detectar
homoduplex formados por la hibridacion de dos secuencias mutantes idénticas. Por lo tanto, estos ensayos no
pueden distinguir clones mutantes bialélicos homocigoéticos de células naturales ni mutantes bialélicos heterocigotos
de mutantes monogénicos heterocigotos (Fig. 22). Ademas, los polimorfismos de secuencia cerca del sitio diana de
nucleasa pueden producir resultados confusos porque las enzimas pueden escindir hetero duplex formados por la
hibridacion de estos alelos naturales diferentes. El analisis de RFLP esta libre de estas limitaciones y, por lo tanto,
es un método de eleccién. De hecho, el analisis de RFLP fue uno de los primeros métodos utilizados para detectar
mutaciones mediadas por nucleasa modificadas genéticamente. Desafortunadamente, sin embargo, esta limitado
por la disponibilidad de sitios de restriccién apropiados.

El sistema de la invencion puede proporcionarse en un kit para genotipar mutaciones o variaciones en una muestra
bioldgica aislada. Ademas, el sistema de la invencién puede proporcionarse en un kit para genotipar secuencias de
acidos nucleicos en microorganismos patdégenos en una muestra bioldgica aislada.

Un ARN guia, un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 son como se describe en lo
anterior.

El sistema de la invencion puede usarse en un método para genotipar mutaciones o variaciones en una muestra
biolégica aislada. Ademas, el sistema de la invencién puede usarse en un método para genotipar secuencias de
acidos nucleicos en microorganismos patdégenos en una muestra bioldgica aislada.
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Un ARN guia, un acido nucleico que codifica la proteina Cas9 o la proteina Cas9 son como se describe en lo
anterior.

Ejemplos

En lo sucesivo en este documento, la presente invencién se describirda con mas detalle con referencia a los
Ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son solo para fines ilustrativos, y la invencion no pretende estar limitada por
estos ejemplos.

Ejemplo 1: Ensayo de edicion de genoma
1-1. Actividad de escision del ADN de la proteina Cas9

En primer lugar, se probd la actividad de escision del ADN de Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes en
presencia o ausencia de un ARN guia quimérico in vitro.

Para este fin, se uso la proteina Cas9 recombinante que se expreso y se purificd a partir de E. coli para escindir un
ADN de plasmido predigerido o circular que contenia la secuencia diana de CCR5 humano de 23 pares de bases
(pb). Una secuencia diana Cas9 consiste en una secuencia de ADN de 20 pb complementaria al ARNcr o un ARN
guia quimérico y el motivo adyacente de protoespaciador (PAM) del trinucledtido (5'-NGG-3') reconocido por la
propia Cas9 (Fig. 1A).

Especificamente, la secuencia que codifica Cas9 (4.104 pb), derivada de la cepa M1 GAS de Streptococcus
pyogenes (NC_002737.1), se reconstituyd usando la tabla de uso de codones humanos y se sintetizé usando
oligonucledtidos. En primer lugar, se ensamblaron segmentos de ADN de 1 kb usando oligonucleétidos solapantes
de ~ 35 meros y polimerasa Phusion (New England Biolabs) y se clonaron en el vector T (SolGent). Se ensamblé
una secuencia de Cas9 de longitud completa usando cuatro segmentos de ADN de 1 kbp mediante PCR solapada.
El segmento de ADN que codifica Cas9 se subclono en p3s, que se derivo de pcDNA3.1 (Invitrogen). En este vector,
se afiadié un marcador de péptido (NH2-GGSGPPKKKRKVYPYDVPDYA-COOH, SEQ ID NO: 2) que contiene el
epitopo HA y una sefal de localizacion nuclear (NLS) al extremo C-terminal de Cas9. La expresion y la localizacion
nuclear de la proteina Cas9 en células HEK 293T se confirmaron mediante transferencia Western usando anticuerpo
anti-HA (Santa Cruz).

Luego, el casete Cas9 se subcloné en pET28-b (+) y se transformé en BL21 (DE3). La expresion de Cas9 se indujo
usando IPTG 0.5 mM durante 4 horas a 25°C. La proteina Cas9 que contiene el marcador His6 en el extremo C se
purificé usando resina de agarosa Ni-NTA (Qiagen) y se dializé frente a HEPES 20 mM (pH 7,5), KCI 150 mM, DTT 1
mM vy glicerol al 10% (1). Se incubd Cas9 purificado (50 nM) con ADN plasmido super enrollado o predigerido (300
ng) y ARN quimérico (50 nM) en un volumen de reaccién de 20 pl en tampén NEB 3 durante 1 hora a 37°C. El ADN
digerido se analizo por electroforesis usando geles de agarosa al 0,8%.

Cas9 escindio el ADN del plasmido eficientemente en la posicién esperada solo en presencia del ARN sintético y no
escindié un plasmido de control que carecia de la secuencia diana (Fig. 1B).

1 -2. Escision de ADN por Cas9/complejo de ARN guia en células humanas

Se us6 un informador RFP-GFP para investigar si el complejo Cas9/RNA guia podia escindir la secuencia diana
incorporada entre las secuencias RFP y GFP en células de mamifero.

En este informador, la secuencia GFP se fusiona con la secuencia RFP fuera de marco (2). La GFP activa se
expresa solo cuando la secuencia diana se escinde mediante nucleasas especificas del sitio, lo que causa pequefias
inserciones o inserciones (inserciones-deleciones) en el marco de la secuencia diana mediante la reparacion de la
recombinacién no homéloga o unién de extremos no homologos (NHEJ) de la rotura del ADN bicatenario (DSB) (Fig
2).

Los plasmidos informadores RFP-GFP utilizados en este estudio se construyeron tal como se describid
anteriormente (2). Los oligonucleétidos correspondientes a los sitios diana (Tabla 1) se sintetizaron (Macrogen) y se
hibridaron. Los oligonucleétidos hibridados se ligaron en un vector informador digerido con EcoRI y BamHI.

Las células HEK 293T se cotransfectaron con un plasmido que codificaba Cas9 (0,8 ug) y el plasmido informador
RFP-GFP (0,2 ug) en una placa de 24 pocillos utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

Mientras tanto, el ARN quimérico transcrito in vitro se habia preparado de la siguiente manera. El ARN se transcribi6
in vitro mediante reacciones de derrame utilizando el kit MEGAshortscript T7 (Ambion) de acuerdo con el manual del
fabricante. Las plantillas para el ARN en la transcripcion in vitro se generaron mediante la hibridacion de dos ADN
complementarios de cadena simple o mediante amplificacion por PCR (Tabla 1). El ARN transcrito se resolvié en un
gel de urea-PAGE desnaturalizante al 8%. La rebanada de gel que contenia ARN se cortd y se transfirio al tampon
de elucion de la sonda. ElI ARN se recuper6 en agua libre de nucleasas seguido de extraccion con fenol:cloroformo,
extraccion con cloroformo y precipitacion con etanol. Los ARN purificados se cuantificaron por espectrometria.
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A las 12 h después de la transfeccion, el ARN quimérico (1 pg) preparado mediante transcripcion in vitro se
transfecté usando Lipofectamina 2000.

En la post - transfeccion 3d, las células transfectadas se sometieron a citometria de flujo y se contaron las células
que expresaban tanto RFP como GFP.

Se encontré que las células que expresaban GFP se obtuvieron solo cuando las células se transfectaron primero
con el plasmido Cas9 y luego con el ARN guia 12 h mas tarde (Fig. 2), demostrando que los RGEN podian
reconocer y escindir la secuencia de ADN diana en células humanas cultivadas. De este modo, las células que
expresaban GFP se obtuvieron mediante transfeccion en serie del plasmido Cas9 y el ARN guia en lugar de la
cotransfeccion.

Tabla 1
Gen Secuencia (de 5' a 3') SEQ ID NO.
Oligonucledtidos utilizados para la construccion del plasmido informador
CCR5 F | AATTCATGACATCAATTATTATACATCGGAGGAG | 3
R | GATCCTCCTCCGATGTATAATAATTGATGTCATG | 4
Cebadores utilizados en el ensayo T7E1
CCR5 F1 | CTCCATGGTGCTATAGAGCA 5
F2 | GAGCCAAGCTCTCCATCTAGT 6
R | GCCCTGTCAAGAGTTGACAC 7
C4BPB F1 | TATTTGGCTGGTTGAAAGGG 8
R1 | AAAGTCATGAAATAAACACACCCA 9
F2 | CTGCATTGATATGGTAGTACCATG 10
R2 | GCTGTTCATTGCAATGGAATG 11
Cebadores utilizados para la amplificacion de sitios fuera de la diana
ADCY5 F1 | GCTCCCACCTTAGTGCTCTG 12
R1 | GGTGGCAGGAACCTGTATGT 13
F2 | GTCATTGGCCAGAGATGTGGA 14
R2 | GTCCCATGACAGGCGTGTAT 15
KCNJ6 F | GCCTGGCCAAGTTTCAGTTA 16
R1 | TGGAGCCATTGGTTTGCATC 17
R2 | CCAGAACTAAGCCGTTTCTGAC 18
CNTNAP2 | F1 | ATCACCGACAACCAGTTTCC 19
F2 | TGCAGTGCAGACTCTTTCCA 20
R | AAGGACACAGGGCAACTGAA 21
N/A Chr.5 | F1 | TGTGGAACGAGTGGTGACAG 22
R1 | GCTGGATTAGGAGGCAGGATTC 23
F2 | GTGCTGAGAACGCTTCATAGAG 24
R2 | GGACCAAACCACATTCTTCTCAC 25
Cebadores utilizados para la deteccién de deleciones cromosémicas

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 690 386 T3

Gen Secuencia (de 5' a 3') SEQ ID NO.
Supresiéon | F CCACATCTCGTTCTCGGTTT 26
R | TCACAAGCCCACAGATATTT 27

1-3. Disrupcion dirigida de genes enddgenos en células de mamiferos por RGEN

Para probar si los RGEN podian usarse para la disrupcion dirigida de genes endogenos en células de mamifero, se
analizaron ADN genoémico aislado de células transfectadas usando T7 endonucleasa | (T7E1), una endonucleasa
sensible al desapareamiento que reconoce y escinde especificamente hetero duplex formados por la hibridacion
natural y las secuencias de ADN mutante (3).

Para introducir DSB en células de mamifero usando RGEN, se transfectaron 2x10° células K562 con 20 ug de
plasmido que codifica Cas9 usando 4D - Nucleofector, SF Cell Line 4D - Nucleofector X Kit, Programa FF - 120
(Lonza) segun el protocolo del fabricante. Para este experimento, se cultivaron células K562 (ATCC, CCL-243) en
RPMI-1640 con 10% de SFB y la mezcla de penicilina/estreptomicina (100 U/ml y 100 pg/ml, respectivamente).

Después de 24 h, se nucleofectaron 10-40 ug de ARN quimérico transcrito in vitro en 1x10° células K562. EI ARN
quimérico transcrito in vitro se prepard como se describe en el Ejemplo 1-2.

Las células se recogieron dos dias después de la transfeccion del ARN y se aislé el ADN gendmico. La region que
incluia el sitio diana se amplificé por PCR usando los cebadores descritos en la Tabla 1. Los amplicones se
sometieron al ensayo T7E1 como se describid previamente (3). Para el analisis de secuenciacion, los productos de
PCR correspondientes a las modificaciones genémicas se purificaron y se clonaron en el vector T-Blunt usando el kit
de clonacion T-Blunt PCR (SolGent). Los productos clonados se secuenciaron usando el cebador M13.

Se descubrié que las mutaciones solo se inducian cuando las células se transfectaban en serie con plasmido que
codificaba Cas9 y luego con ARN guia (Fig. 3). Las frecuencias de mutacion (Inserciones-deleciones (%) en la Fig.
3A) estimadas a partir de las intensidades relativas de la banda de ADN dependian de la dosis de ARN, variando de
1,3% a 5,1%. El analisis de secuenciacion de ADN de los amplicones de PCR corroboré la induccion de mutaciones
mediadas por RGEN en los sitios enddgenos. Las inserciones-deleciones y microhomologias, caracteristicas de
NHEJ propenso a error, se observaron en el sitio diana. La frecuencia de mutaciéon medida por secuenciacion directa
fue del 7,3% (= 7 clones mutantes/96 clones), en el par con los obtenidos con nucleasas de dedos de zinc (ZFN) o
nucleasas efectoras de tipo transcriptor-activador (TALEN).

Se requirid la transfeccion en serie del plasmido Cas9 y el ARN guia para inducir mutaciones en las células. Pero en
el caso de los plasmidos que codifican ARN guia, la transfeccién en serie era innecesaria y las células se
cotransfectaron con el plasmido Cas9 y el plasmido que codifica el ARN guia.

Mientras tanto, tanto ZFN como TALEN se habian desarrollado con éxito para alterar el gen CCR5 humano (3-6),
que codifica un receptor de quimiocina acoplado a proteina G, un co-receptor esencial de la infeccién por VIH. Una
ZFN especifica para CCR5 esta ahora bajo investigacion clinica en los EE.UU. para el tratamiento del SIDA (7).
Estas ZFN y TALEN, sin embargo, tienen efectos fuera de diana, induciendo tanto mutaciones locales en sitios
cuyas secuencias son homologas a la secuencia en la diana (6, 8-10) y reordenamientos del genoma que surgen de
la reparacion de dos DSB simultaneos inducidos en sitios en la diana y fuera de la diana (11-12). Los sitios fuera de
diana mas llamativos asociados con estas nucleasas modificadas especificamente para CCRS5 residen en el locus
CCR2, un homologo cercano de CCRS, localizado 15 kbp aguas arriba de CCR5. Para evitar mutaciones fuera de
diana en el gen CCR2 y deleciones indeseadas, inversiones y duplicaciones del segmento cromosémico de 15 kbp
entre los sitios CCR5 en la diana y CCR2 fuera de la diana, los presentes inventores eligieron intencionadamente el
sitio diana del RGEN especifico de CCR5 para reconocer una region dentro de la secuencia CCR5 que no tiene
homologia aparente con la secuencia CCR2.

Los presentes inventores investigaron si el RGEN especifico de CCR5 tenia efectos fuera de la diana. Con este fin,
se buscaron posibles sitios fuera de la diana en el genoma humano identificando los sitios que son mas homaélogos
con la secuencia diana de 23 pb. Como se esperaba, no se encontraron tales sitios en el gen CCR2. En cambio, se
encontraron cuatro sitios, cada uno de los cuales llevaba apareamientos erréneos de 3 bases con el sitio en la diana
(Fig. 4A). Los ensayos T7E1 mostraron que las mutaciones no se detectaron en estos sitios (sensibilidad del ensayo,
~ 0,5%), lo que demuestra especificidades exquisitas de los RGEN (Fig. 4B). Ademas, se usé PCR para detectar la
induccion de deleciones cromosoémicas en células transfectadas por separado con plasmidos que codificaban ZFN y
RGEN especificos para CCR5. Mientras que ZFN indujo deleciones, RGEN no lo hizo (Fig. 4C).

A continuacion, los RGEN se reprogramaron reemplazando el ARN guia especifico de CCR5 por un ARN recién
sintetizado disefiado para reconocer el gen C4BPB humano, que codifica la cadena beta de proteina de unién a
C4b, un factor de transcripcion. Este RGEN indujo mutaciones en el sitio diana cromosémico en células K562 a altas
frecuencias (Fig. 3B). Las frecuencias de mutacion medidas por el ensayo T7E1 y por secuenciacion directa fueron
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14% y 8,3% (= 4 clones mutantes/48 clones), respectivamente. De cuatro secuencias mutantes, dos clones
contenian una inserciéon de una sola base o dos bases precisamente en el sitio de corte, un patréon que también se
observé en el sitio diana CCR5. Estos resultados indican que los RGEN escinden el ADN diana cromosémico en
posiciones esperadas en las células.

Ejemplo 2: Edicion de genoma mediado por RGEN proteinico

Los RGEN se pueden liberar en las células de muchas formas diferentes. Los RGEN consisten en la proteina Cas9,
ARNcr, y ARNtracr. Los dos ARN se pueden fusionar para formar un ARN guia monocatenario (ARNsg). Un
plasmido que codifica Cas9 bajo un promotor tal como CMV o CAG se puede transfectar en las células. EI ARNcr, el
ARNTtracr o el ARNsg también pueden expresarse en células usando plasmidos que codifican estos RNA. El uso de
plasmidos, sin embargo, a menudo da como resultado la integracién de la totalidad o parte de los plasmidos en el
genoma del huésped. Las secuencias bacterianas incorporadas en el ADN del plasmido pueden provocar una
respuesta inmune no deseada in vivo. Las células transfectadas con plasmidos para terapia celular o animales y
plantas derivadas de células transfectadas con ADN deben someterse a un procedimiento de regulacion costoso y
prolongado antes de la aprobacion del mercado en la mayoria de los paises desarrollados. Ademas, el ADN
plasmidico puede persistir en las células durante varios dias después de la transfeccion, lo que agrava los efectos
fuera de la diana de los RGEN.

En este documento se utiliza la proteina recombinante Cas9 complejada con el ARN guia transcrito in vitro para
inducir la interrupcion dirigida de genes enddgenos en células humanas. La proteina Cas9 recombinante fusionada
con el marcador de hexahistidina se expreso y se purifico a partir de E. coli usando cromatografia de afinidad de Ni
estandar y filtracion en gel. La proteina Cas9 recombinante purificada se concentr6 en tampoén de almacenamiento
(HEPES 20 mM pH 7,5, KCI 150 mM, DTT 1 mM y glicerol al 10%). El complejo de proteina Cas9/ARNsg se
introdujo directamente en las células K562 por nucleofeccion: 1x108 células K562 se transfectaron con 22,5-225 (1,4-
14 uM) de proteina Cas9 mezclada con 100ug (29 uM) de ARNsg transcrito in vitro (0 ARNcr 40 ug y ARNtracr 80
Mg) en una solucién de 100 pl usando el 4D-Nucleofector, SF Cell Line 4D-Nucleofector X Kit, Programa FF-120
(Lonza) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Después de la nucleofeccion, las células se colocaron en medio
de crecimiento en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 48 horas. Cuando se transfectaron 2x10° células K562
con protocolo de escala 1/5, se usaron 4,5-45 ug de proteina Cas9 mezclada con 6-60 pg de ARNsg transcrito in
vitro (0 8 yg de ARNcr y 16 pg de ARNtracr) y se nucleofectaron en una solucion de 20 pl. Las células
nucleofectadas se colocaron luego en medio de crecimiento en placas de 48 pocillos. Después de 48 horas, se
recogieron las células y se aislé el ADN genomico. La region de ADN gendémico que abarca el sitio diana se
amplifico por PCR y se someti6 al ensayo T7E1.

Como se muestra en la Fig. 10, el complejo proteina/ARNsg de Cas9 indujo la mutacioén dirigida en el locus CCR5 a
frecuencias que oscilaron entre 4,8 y 38% en una manera dependiente de la dosis de ARNsg o proteina Cas9, en el
par con la frecuencia obtenida con la transfeccion del plasmido Cas9 (45%). El complejo proteina
Cas9/ARNcr/ARNtracr fue capaz de inducir mutaciones con una frecuencia del 9,4%. La proteina Cas9 sola no logro
inducir mutaciones. Cuando se transfectaron 2x10° células con 1/5 de dosis reducidas de proteina Cas9 y ARNsg,
las frecuencias de mutacion en el locus CCRS variaron de 2,7 a 57% de una manera dependiente de la dosis, mayor
que la obtenida con la cotransfeccién del plasmido Cas9 y el plasmido ARNsg (32%).

También se probd el complejo de proteina Cas9/ARNsg que se dirige al gen ABCC11 y se descubrié que este
complejo inducia inserciones-deleciones a una frecuencia del 35%, lo que demuestra la utilidad general de este
método.

Tabla 2

Secuencias de ARN guia

Diana Tipo Secuencia de ARN (de 5'a 3') Longitud | SEQ ID NO
de
ARN
CCR5 | ARNs | GGUGACAUCAAUUAUUAUACAUGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCA | 104 bp 28
g AGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCA
CCGAGUCGGUGCUUUUUUU
ARNc | GGUGACAUCAAUUAUUAUACAUGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUU | 44 pb 29
r G
ARNtr | GGAACCAUUCAAAACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC | 86 pb 30

acr CGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUUUUU
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Ejemplo 3: Edicion del genoma guiado por ARN en ratones

Para examinar el potencial de reconocimiento génico de los RGEN en embriones de ratén pronuclear (PN), se
usaron el gen de la caja forkhead N1 (Foxn1), que es importante para el desarrollo del timo y la diferenciacion de
queratinocitos (Nehls et al., 1996) y la proteina quinasa, gen activado por ADN, polipéptido catalitico (Prkdc), que
codifica una enzima critica para la reparacion y recombinacion de ADN DSB (Taccioli et al., 1998).

Para evaluar la actividad de edicion del genoma de Foxn1-RGEN, se inyecté ARNm de Cas9 (10 ng/ul de solucion)
con varias dosis de ARNsg (figura 5a) en el citoplasma de embriones de raton en etapa PN, y se llevaron a cabo
Ensayos con T7 endonucleasa | (T7E1) (Kim et al., 2009) usando ADN gendmicos obtenidos de embriones
cultivados in vitro (figura 6a).

Alternativamente, se inyecté directamente el RGEN en forma de proteina Cas9 recombinante (de 0,3 a 30 ng/pl)
formando un complejo con el exceso molar doble del ARNsg especifico de Foxn1 (de 0,14 a 14 ng/ul) en el
citoplasma o pronucleo de embriones de ratdén de una célula, y las mutaciones se analizaron en el gen Foxn1
usando embriones cultivados in vitro (Fig. 7).

Especificamente, se sintetizaron ARNm y ARNsg de Cas9 en moldes de ADN lineal in usando el kit MMESSAGE
mMACHINE T7 Ultra (Ambion) y el kit MEGAshortscript T7 (Ambion), respectivamente, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, y se diluyeron con cantidades apropiadas de pirocarbonato de dietilo (Tampon de
inyeccion tratado con DEPC, Sigma) (EDTA 0,25 mM, Tris 10 mM, pH 7,4). Las plantillas para la sintesis de ARNsg
se generaron usando los oligonucledtidos enumerados en la Tabla 3. La proteina Cas9 recombinante se obtuvo de
ToolGen, Inc.

Tabla 3

Nombre | Direccién | Secuencia (de 5'a 3') SEQ ID
de ARN NO
Foxn1 F GAAATTAATACGACTCACTATAGGCAGTCTGACGTCACACTTCCGTT | 31
n°. 1 TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

ARNsg

Foxn1 F GAAATTAATACGACTCACTATAGGACTTCCAGGCTCCACCCGACGT | 32
n°. 2 TTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

ARNsg

Foxn1 F GAAATTAATACGACTCACTATAGGCCAGGCTCCACCCGACTGGAGT | 33
n°. 3 TTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

ARNsg

Foxn1 F GAAATTAATACGACTCACTATAGGACTGGAGGGCGAACCCCAAGGT | 34
n°. 4 TTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

ARNsg

Foxn1 F GAAATTAATACGACTCACTATAGGACCCCAAGGGGACCTCATGCGT | 35
n°. 5 TTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

ARNsg

PRKDC | F GAAATTAATACGACTCACTATAGGTTAGTTTTTTCCAGAGACTTGTTT | 36
n°. 1 TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

ARNsg

Prkdc n°. | F GAAATTAATACGACTCACTATAGGTTGGTTTGCTTGTGTTTATCGTTT | 37
2 ARNsg TAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

Prkdc n°. | F GAAATTAATACGACTCACTATAGGCACAAGCAAACCAAAGTCTCGTT | 38
3 ARNsg TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

Prkdc n®. | F GAAATTAATACGACTCACTATAGGCCTCAATGCTAAGCGACTTCGTT | 39
4 ARNsg TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con las directrices de la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de Corea (KFDA). Los protocolos fueron revisados y aprobados por los Comités Institucionales de
Cuidado y Uso Animal (IACUC) del Centro de Investigacion de Animales de Laboratorio de la Universidad de Yonsei
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(NUumero de Permiso: 2013-0099). Todos los ratones se mantuvieron en las instalaciones libres de patégenos
especificos del Centro de investigacion de animales de laboratorio de Yonsei. Las cepas de ratén FVB/NTac
(Taconic) e ICR se usaron como donantes de embriones y madres adoptivas, respectivamente. Ratones hembra
FVB/NTac (7-8 semanas de edad) fueron super-ovulados por inyecciones intraperitoneales de 5 Ul de gonadotropina
sérica de yegua prefiada (PMSG, Sigma) y 5 Ul de gonadotropina coriénica humana (hCG, Sigma) a intervalos de
48 horas. Las hembras superévuladas se aparearon con machos FVB/NTac y se recolectaron embriones fertilizados
de los oviductos.

Se inyectaron ARNm y ARNsgs de Cas9 en medio M2 (Sigma) en el citoplasma de huevos fertilizados con
pronucleos bien reconocidos utilizando un micromanipulador piezoeléctrico (Prime Tech).

En el caso de inyeccion de proteina Cas9 recombinante, el complejo de proteina Cas9 recombinante: Foxn1-ARNsg
se diluyéd con tampdn de inyeccion tratado con DEPC (EDTA 0,25 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) y se inyectd en
pronucleos masculinos utilizando un micromanipulador TransferMan NK2 y un microinyector FemtoJet (Eppendorf).

Los embriones manipulados se transfirieron a los oviductos de madres adoptivas pseudoprefiadas para producir
animales vivos, o se cultivaron in vitro para analisis adicionales.

Para cribar ratones FO y embriones de ratén cultivados in vitro con mutaciones inducidas por RGEN, se realizaron
ensayos T7E1 como se describié previamente usando muestras de ADN gendmico de biopsias de cola y lisados de
embriones enteros (Cho et al., 2013).

Brevemente, la regién gendmica que abarca el sitio diana RGEN se amplificé por PCR, se fundié y se re-hibridé para
formar ADN heteroduplex, que se traté con T7 endonucleasa | (New England Biolabs), y luego se analizé6 mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los posibles sitios fuera de la diana se identificaron mediante la busqueda con
bowtie 0.12.9 y también se monitorizaron de forma similar mediante ensayos T7E1. Los pares de cebadores usados
en estos ensayos se enumeraron en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4

Cebadores usados en el ensayo T7E1

Gen Direccion | Secuencia (de 5'a 3') SEQID NO
Foxn1 | F1 GTCTGTCTATCATCTCTTCCCTTCTCTCC 40
F2 TCCCTAATCCGATGGCTAGCTCCAG 41
R1 ACGAGCAGCTGAAGTTAGCATGC 42
R2 CTACTCAATGCTCTTAGAGCTACCAGGCTTGC | 43
Prkdc | F GACTGTTGTGGGGAGGGCCG 44
F2 GGGAGGGCCGAAAGTCTTATTTTG 45
R1 CCTGAAGACTGAAGTTGGCAGAAGTGAG 46
R2 CTTTAGGGCTTCTTCTCTACAATCACG 47
Tabla 5

Cebadores usados para la amplificacion de sitios fuera de la diana

Gen Anotacion | Direccién | Secuencia (de 5'a 3') SEQ ID NO
Foxn1 | off 1 F CTCGGTGTGTAGCCCTGAC 48
R AGACTGGCCTGGAACTCACAG 49
off 2 F CACTAAAGCCTGTCAGGAAGCCG 50
R CTGTGGAGAGCACACAGCAGC 51
off 3 F GCTGCGACCTGAGACCATG 52
R CTTCAATGGCTTCCTGCTTAGGCTAC 53
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Gen Anotacion | Direccién | Secuencia (de 5'a 3') SEQ ID NO
off 4 F GGTTCAGATGAGGCCATCCTTTC 54
R CCTGATCTGCAGGCTTAACCCTTG 55
Prkdc | off 1 F CTCACCTGCACATCACATGTGG 56
R GGCATCCACCCTATGGGGTC 57
off 2 F GCCTTGACCTAGAGCTTAAAGAGCC 58
R GGTCTTGTTAGCAGGAAGGACACTG 59
off 3 F AAAACTCTGCTTGATGGGATATGTGGG 60
R CTCTCACTGGTTATCTGTGCTCCTTC 61
off 4 F GGATCAATAGGTGGTGGGGGATG 62
R GTGAATGACACAATGTGACAGCTTCAG 63
off 5 F CACAAGACAGACCTCTCAACATTCAGTC 64
R GTGCATGCATATAATCCATTCTGAT TGCTCTC | 65
off 6 F1 GGGAGGCAGAGGCAGGT 66
F2 GGATCTCTGTGAGTTTGAGGCCA 67
R1 GCTCCAGAACTCACTCTTAGGCTC 68

Los fundadores mutantes identificados por el ensayo T7E1 se analizaron adicionalmente mediante fPCR. Las
regiones apropiadas de ADN genémico se secuenciaron como se describié previamente (Sung et al., 2013). Para la
genotipificacion por PCR de rutina de progenies F1, se usaron los siguientes pares de cebadores tanto para alelos
mutantes como naturales:

5'-CTACTCCCTCCGCAGTCTGA-3' (SEQ ID NO: 69) y
5'-CCAGGCCTAGGTTCCAGGTA-3' (SEQ ID NO: 70) para el gen Foxn1,
5'-CCCCAGCATTGCAGATTTCC-3' (SEQ ID NO: 71) y
5-AGGGCTTCTTCTCTACAATCACG-3' (SEQ ID NO: 72) para el gen Prkdc.

En el caso de la inyeccion de ARNm de Cas9, las fracciones mutantes (el numero de embriones mutantes/nimero
de embriones totales) fueron dependientes de la dosis, variando desde 33% (1 ng/ul de ARNsg) hasta 91% (100
ng/ul) (Fig. 6b). El analisis de secuencia confirmé las mutaciones en el gen Foxn1; la mayoria de las mutaciones
fueron pequefas deleciones (Fig. 6¢), que recuerdan a las inducidas por ZFN y TALEN (Kim et al., 2013).

En el caso de la inyeccion de la proteina Cas9, estas dosis y métodos de inyecciéon afectaron minimamente la
supervivencia y el desarrollo de los embriones de ratdn in vitro: mas del 70% de los embriones inyectados con
RGEN eclosionaron normalmente en ambos experimentos. De nuevo, las fracciones mutantes obtenidas con la
inyeccion de proteina Cas9 fueron dependientes de la dosis y alcanzaron hasta el 88% en la dosis mas alta
mediante inyeccion de pronucleo y al 71% mediante inyeccion intracitoplasmatica (Figuras 7a y 7b). De forma similar
a los patrones de mutacion inducidos por ARNm de Cas9 mas ARNsg (figura 6c), los inducidos por el complejo
proteina-ARNsg Cas9 eran en su mayoria pequefas deleciones (figura 7c). Estos resultados demuestran claramente
que los RGEN tienen una alta actividad de seleccidon de genes en embriones de ratén.

Alentados por las altas frecuencias mutantes y la baja citotoxicidad inducida por RGEN, se produjeron animales
vivos transfiriendo los embriones de ratén a los oviductos de madres adoptivas pseudoprefiadas.

En particular, las tasas de natalidad fueron muy altas, que oscilaron entre el 58% y el 73%, y no se vieron afectadas
por las crecientes dosis de Foxn1-ARNsg (Tabla 6).
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Tabla 6

Reconocimiento génico mediado por RGEN en ratones FVB/NTac

Gen ARNm + ARNsg | Embriones Embriones Total de recién | Recién Fundadores?®
diana de Cas9 (ng/ul) | inyectados transferidos (%) nacidos (%) ?%;idos vivos* | (%)
Foxn1 10 +1 76 62 (82) 45 (73) 31 (50) 12 (39)
10+ 10 104 90 (87) 52 (58) 58 (64) 33 (57)
10 + 100 100 90 (90) 62 (69) 58 (64) 54 (93)
Total 280 242 (86) 159 (66) 147 (61) 99 (67)
Prkdc 50 + 50 73 58 (79) 35 (60) 33 (57) 11 (33)
50 + 100 79 59 (75) 22 (37) 21 (36) 7 (33)
50 + 250 94 73 (78) 37 (51) 37 (51) 21 (57)
Total 246 190 (77) 94 (49) 91 (48) 39 (43)

De 147 recién nacidos, se obtuvieron 99 ratones mutantes fundadores. De acuerdo con los resultados observados
en embriones cultivados (Fig. 6b), las fracciones mutantes fueron proporcionales a las dosis de Foxn1-ARNsg, y

alcanzaron hasta 93% (100 ng/ul de Foxn1-ARNsg) (Tablas 6 y 7, Fig. 5b).
Tabla 7

Secuencias de ADN de los alelos mutantes de Foxn1 identificados a partir de un subconjunto de fundadores

mutantes positivos con T7E1

ACTTCCAGGCTCCACCCGACTGGAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG | del + | n°. | Ratones

ins fundadores
ACTTCCAGGC --------==m=mmmmmm AACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A19 | 1 20
ACTTCCAGGC -------=--==mm=-- GAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A18 | 1 115
ACTTCCAGGCTCC AGO | 1 19
ACTTCCAGGCTCC N4 |1 108
ACTTCCAGGCTCC -------mmmmmmmemmm- CAAGGGGACCTCATGCAGG A21 1 64
ACTTCCAGGCTCC ------------ TTAGGAGGCGAACCCCAAGGGGACCTCA A16 2 |1 126

+
ACTTCCAGGCTCCACC -----mmm=mmmmmmmmmmmeen e TCATGCAGG A28 | 1 5
ACTTCCAGGCTCCACCC ------mm=mmmmmmmemeam CCAAGGGACCTCATG A241 1 61

+
ACTTCCAGGCTCCACCC -------===-n==m-- AAGGGGACCTCATGCAGG A8 | 2 95, 29
ACTTCCAGGCTCCACCC- ----—--=m===--- CAAGGGGACCTCATGCAGG A7 |7 12, 14, 27,

66, 108, 114,
126

ACTTCCAGGCTCCACCC ---------=---—- ACCCAAGGGGACCTCATGCAG A115 1 32

+
ACTTCCAGGCTCCACCC ---------=---—- CACCCAAGGGGACCTCATGCA A12 5 |1 124

+
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ACTTCCAGGCTCCACCCGACTGGAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG | del + | n°. | Ratones
ins fundadores
ACTTCCAGGCTCCACCC ------------- ACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A13 | 1 32
ACTTCCAGGCTCCACCC-------- GGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A8 1 110
ACTTCCAGGCTCCACCCT ----—=-mmmmmmmmem GGGGACCTCATGCAGG A210 1 29
+
ACTTCCAGGCTCCACCCG ----------- AACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A11 1 111
ACTTCCAGGCTCCACCCGA ----m---mmmmmmmmmmme- ACCTCATGCAGG A22 |1 79
ACTTCCAGGCTCCACCCGA -------nmmmmmmmm- GGGGACCTCATGCAGG A8 | 2 13,127
ACTTCCAGGCTCCACCCCA ------=-=mmmmmmm AGGGGACCTCATGCAGG A7 |1 24
ACTTCCAGGCTCCACCCGA ----------- ACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A11 5 14, 53, 58,
69, 124
ACTTCCAGGCTCCACCCGA ---------- GACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A10 | 1 14
ACTTCCAGGCTCCACCCGA ----- GGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A5 3 53,79, 115
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC -----===m=mmmmmmmmmmenm CTCATGCAGG A23 | 1 108
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC ----------- CCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A11 1 3
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC ----------- GAAGGGCCCCAAGGGGACCTCA A16 1 1 66
+
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC -------- GAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A8 2 3,66
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC ---- GGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG A5 1 27
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC - GTGCTTGAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCA 32 +12 5
ACTTCCAGGCTCCACCCGACT ------ CACTATCTTCTGGGCTCCTCCATGTC A6 + | 2
R
ACTTCCAGGCTCCACCCGACT ---- TGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAG 1A4 + 1 53
ACTTCCAGGCTCCACCCGACT - TGCAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGC §2 + 1 126
ACTTCCAGGCTCCACCCGACTTGGAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAG | +1 15 |3, 5, 12, 19,
29, 55, 56,
61, 66, 68,
81, 108, 111,
124,127
ACTTCCAGGCTCCACCCGACTTTGGAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCA | +2 2 79,120
ACTTCCAGGCTCCACCCGACTGTTGGAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGC | +3 1 55
ACTTCCAGGCTCCACCCGACTGGAG (+455) GGCGAACCCCAAGGGGACCTCC +455 | 1 13

Para generar ratones dirigidos a Prkdc, se aplicé una concentracion 5 veces mayor de ARNm de Cas9 (50 ng/ul) con
dosis crecientes de Prkdc-ARNsg (50, 100 y 250 ng/ul). Una vez mas, las tasas de natalidad fueron muy altas,
variando del 51% al 60%, lo suficiente como para producir un numero suficiente de recién nacidos para el analisis
(Tabla 6). La fraccion mutante fue del 57% (21 fundadores mutantes entre 37 recién nacidos) a la dosis maxima de
Prkdc-ARNsg. Estas tasas de natalidad obtenidas con RGEN fueron aproximadamente de 2 a 10 veces mas altas
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que aquellas con TALEN informadas en el estudio anterior de los inventores (Sung et al., 2013). Estos resultados
demuestran que los RGEN son potentes reactivos dirigidos a genes con toxicidad minima.

Para probar la transmision de la linea germinal de los alelos mutantes, se cruzaron el fundador del mutante Foxn1
n°. 108, un mosaico con cuatro alelos diferentes (Fig. 5¢c y Tabla 8) con ratones naturales, y se monitorearon los

genotipos de la descendencia F1.

Tabla 8

Genotipos de ratones mutantes Foxn1

Fundador n°. | ARNsg (ng/ml) | Resumen de genotipificacion | Alelos detectados
58* 1 no determinado A11

19 100 bi-alélico AB0/+ 1

20 100 bi-alélico AB7/A19

13 100 bi-alélico A18/+ 455

32 10 bialélico (heterocigoto) A13/A15 + 1

115 10 bialélico (heterocigoto) A18/A5

111 10 bialélico (heterocigoto) A11/+ 1

110 10 bialélico (homocigoto) A8/A8

120 10 bi-alélico (homocigoto) + 2/+ 2

81 100 heterocigoto + 1/WT

69 100 homocigoto A11/A11

55 1 mosaico A18/A1/+1/+ 3

56 1 mosaico A127/A41/A2/+1
127 1 mosaico A18/+ 1/WT

53 1 mosaico A11/A5/A4 + 1/WT
27 10 mosaico A17/AS/WT

29 10 mosaico A18/A20 + 1/+ 1

95 10 mosaico A18/A14/A8/A4
108 10 mosaico + 1/A17/A23/A44
114 10 mosaico A17/A8/A6 + 25
124 10 mosaico A11/A15 + 2/+ 1
126 10 mosaico A17/A2 + 3/A12 + 6
12 100 mosaico A30/A28/A17/+ 1

5 100 mosaico A28/A11/A2 + 6/+ 1
14 100 mosaico A17/A11/A10

21 100 mosaico A127/A41/A2/A6 + 25
24 100 mosaico A17/+ 1/WT

64 100 mosaico A31/A21/+ 1/WT
68 100 mosaico A17/A11/+ 1/WT
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Fundador n°. | ARNsg (ng/ml) | Resumen de genotipificacion | Alelos detectados

79 100 mosaico A22/AS/+ 2/WT

61 100 mosaico A21 + 4/A6/+1/+ 9

66™* 100 mosaico A17/A8/A11 + 6/+ 1/WT
3 100 mosaico A11/A8/+ 1

Los alelos subrayados fueron secuenciados.

Alelos en rojo, detectados por secuenciacion, pero no por fPCR.
*solo un clon secuenciado.

**No determinado por fPCR.

Como se esperaba, todas las progenies fueron mutantes heterocigotos que poseian el alelo natural y uno de los
alelos mutantes (Fig. 5d). También se confirmd la transmision de la linea germinal en ratones fundadores
independientes de Foxn1 (Fig. 8) y Prkdc (Fig. 9). Hasta donde se tiene conocimiento, estos resultados proporcionan
la primera evidencia de que los alelos mutantes inducidos por RGEN se transmiten de manera estable a progenies
F1 en animales.

Ejemplo 4: Edicion del genoma guiado por ARN en plantas
4-1. Produccién de la proteina Cas9

La secuencia de codificacion Cas9 (4104 bps), derivada de la cepa M1 GAS de Streptococcus pyogenes
(NC_002737.1), se clond en el plasmido pET28-b (+). Se incluyé una secuencia de reconocimiento nuclear (NLS) en
el extremo N de la proteina para asegurar la localizacién de la proteina en el nucleo. El plasmido pET28-b (+) que
contenia Cas9 ORF se transformé en BL21(DE3). Entonces se indujo Cas9 usando IPTG 0,2 mM durante 16 horas a
18°C y se purificd usando perlas de agarosa Ni-NTA (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La proteina
Cas9 purificada se concentré usando Ultracel - 100K (Millipore).

4-2. Produccion de ARN guia

La secuencia genémica del gen de Arabidopsis que codifica el BRI1 se cribd para detectar la presencia de un motivo
NGG, el llamado protoespaciador de motivo adyacente (PAM), en un exén que se requeria para el reconocimiento
de Cas9. Para romper el gen BRI1 en Arabidopsis, se identificaron dos sitios diana de RGEN en un exdén que
contenian el motivo NGG. Se produjeron ARNsgs in vivo utilizando plantilla de ADN. Cada plantilla de ADN se
generd por extension con dos oligonucledtidos parcialmente superpuestos (Macrogen, Tabla X1) y Phusion
polimerasa (Thermo Scientific) utilizando las siguientes condiciones: 98°C, 30 segundos (98°C, 10 s, 54°C, 20 s,
72°C, 2 min) x 20, 72°C 5 min.

Tabla 9

Oligonucledtidos para la produccién del ADN plantilla para la transcripcion in vitro

Oligonucledtidos | Secuencia (5-3") SEQ ID NO

BRI1 diana 1
(directa)

GAAATTAATACGACTCACTATAGGTTTGAAAGATGGAAGCGCGGGTTTTAGA | 73
GCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

BRI1 diana 2 | GAAATTAATACGACTCACTATAGGTGAAACTAAACTGGTCCACAGTTTTAGA | 74

(directa) GCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG
Universal AAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTT | 75
(inversa) ATTTTAACTTGC

El ADN extendido se purifico y se usé como molde para la produccion in vitro del ARN guia usando el kit
MEGAshortscript T7 (Life Technologies). Los ARN guia se purificaron a continuaciéon mediante extracciéon con
fenol/cloroformo y precipitacion con etanol. Para preparar complejos Cas9/ARNsg, 10 ul de proteina Cas9 purificada
(12 pg/ul) y 4 yl de dos ARNsgs (11 pg/ul) se mezclaron en 20 yl de tampon NEB3 (New England Biolabs) y se
incubaron durante 10 minutos a 37°C.
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4-3. Transfeccion del complejo Cas9/ARNsg a protoplasto

Las hojas de plantulas de Arabidopsis de 4 semanas de edad cultivadas asépticamente en placas de Petri se
digirieron en solucion enzimatica (1% de celulosa R10, 0,5% de macerozima R10, 450 mM de manitol, 20 mM de
MES pH 5,7 y sal de CPW) durante 8 ~ 16 horas a 25°C con 40 rpm agitando en la oscuridad. Las soluciones de
enzimal/protoplasto se filtraron y centrifugaron a 100 X g durante 3 ~ 5 min. Los protoplastos se volvieron a
suspender en una solucion de CPW después de contar las células bajo el microscopio (X100) usando un
hemacitémetro. Finalmente, los protoplastos se volvieron a suspender a 1X108/ml en solucion de MMG (HEPES 4
mM, pH 5,7, manitol 400 mM y MgCl, 15 mM). Para transfectar los protoplastos con el complejo Cas9/ARNsg, 200
ML (200,000 protoplastos) de la suspension de protoplastos se mezclaron suavemente con 3,3 6 10 uL del complejo
Cas9/ARNsg [proteina Cas9 (6 ug/uL) y dos ARNsg (2,2 ug/pL cada uno)] y 200 ul de tampodn de transfeccion de
polietilenglicol al 40% (40% de PEG4000, 200 mM de manitol y 100 mM de CaCl,) en tubos de 2 ml. Después de 5 ~
20 min de incubacién a temperatura ambiente, la transfeccion se detuvo afadiendo tampdn de lavado con soluciéon
de W5 (MES 2 mM, pH 5,7, NaCl 154 mM, CaCl, 125 mM y KCI 5 mM). Los protoplastos se recogieron después por
centrifugacion durante 5 minutos a 100 x g, se lavaron con 1 ml de solucién de W5, se centrifugaron durante otros 5
minutos a 100 x g. La densidad de los protoplastos se ajustdé a 1 X 10%ml y se cultivaron en medio liquido KM 8p
modificado con glucosa 400 mM.

4-4. Deteccion de mutaciones en protoplastos y plantas de Arabidopsis

Después de 24 horas o 72 horas después de la transfeccion, se recogieron los protoplastos y se aislé el ADN
gendmico. La region de ADN gendmica que abarca los dos sitios diana se amplificé por PCR y se someti6 al ensayo
T7E1. Como se muestra en la Figura 11, las inserciones-deleciones fueron inducidas por RGEN a altas frecuencias
que oscilaban entre 50% y 70%. Sorprendentemente, las mutaciones se indujeron 24 horas después de la
transfeccion. Aparentemente, la proteina Cas9 funciona inmediatamente después de la transfeccion. Los productos
PCR se purificaron y se clonaron en el kit T-Blunt PCR Cloning (Solgent). Los plasmidos se purificaron y se
sometieron a secuenciacion de Sanger con cebador M13F. Una secuencia mutante tenia una delecién de 7 pb en un
sitio (Figura 12). Las otras tres secuencias mutantes tenian deleciones de segmentos de ADN de ~220 pb entre los
dos sitios RGEN.

Ejemplo 5: Transduccion de proteina Cas9 usando un péptido penetrante de células o dominio de transduccion de
proteinas

5-1. Construccién del plasmido que codifica His-Cas9

Cas9 con una cisteina en el extremo C-terminal se preparé por amplificacion por PCR usando el plasmido Cas9
previamente descrito {Cho, 2013 n°. 166} como molde y se cloné en el vector pET28-(a) (Novagen, Merk Millipore,
Alemania) que contenia el marcador His en el extremo N-terminal.

5-2. Cultivo de células

Se cultivaron 293T (linea celular de rifidn embrionario humano) y Hela (linea celular de cancer de ovario humano)
en DMEM (GIBCO-BRL Rockville) complementado con 10% de SFB y 1% de penicilina y estreptomicina.

5-3. Expresion y purificacion de la proteina Cas9

Para expresar la proteina Cas9, las células BL21 de E. coli se transformaron con el vector pET28-(a) que codificaba
Cas9 y se colocaron en placas en medio de agar Luria-Bertani (LB) que contenia 50 ug/ml de kanamicina (Amresco,
Solon, OH). Al dia siguiente, se recogié una sola colonia y se cultivd en caldo LB que contenia 50 ug/ml de
kanamicina a 37°C durante la noche. El dia siguiente, este cultivo iniciador a 0,1 OD600 se inocul6 en caldo Luria
que contenia 50 pyg/ml de kanamicina y se incubd durante 2 horas a 37°C hasta que OD600 alcanzé 0,6-0,8. Para
inducir la expresién de la proteina Cas9, las células se cultivaron a 30°C durante la noche después de la adicion de
isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) (Promega, Madison, WI) a la concentracion final de 0,5 mM.

Las células se recogieron por centrifugacion a 4000 rpm durante 15-20 minutos, se resuspendieron en un tampén de
lisis (Tris-Cl 20 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, céctel inhibidor de proteasa 1X, lisozima 1 mg/ml) y se
sometieron a lisis por sonicacion (40% de trabajo, 10 segundos de pulso, 30 segundos de descanso, durante 10
minutos en hielo). La fraccion soluble se separé como el sobrenadante después de la centrifugacién a 15.000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. La proteina Cas9 se purificé a 4°C usando una columna que contenia resina de agarosa
Ni-NTA (QIAGEN) y un instrumento AKTA prime (AKTA prime, GE Healthcare, RU). Durante esta etapa de
cromatografia, las fracciones de proteina soluble se cargaron en una columna de resina de agarosa Ni-NTA (GE
Healthcare, Reino Unido) a un caudal de 1 ml/min. La columna se lavé con un tampén de lavado (Tris-Cl 20 mM, pH
8,0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, coctel de inhibidor de proteasa 1X) y la proteina unida se eluy6 a un caudal de
0,5 ml/min con un tampo6n de elucion (Tris-Cl 20 mM, pH8,0, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, cdctel inhibidor de
proteasa 1X). La fraccion eluida reunida se concentré y se dializé frente a tampon de almacenamiento (Tris-HCI 50
mM, pH 8,0, KCI 200 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM, glicerol al 20%). La concentracién de proteina
se cuantifico mediante el ensayo de Bradford (Biorad, Hercules, CA) y la pureza se analiz6 mediante SDS-PAGE
usando albumina de suero bovino como control.
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5-4. Conjugacion de Cas9 a 9R4L

1 mg de proteina Cas9 diluida en PBS a la concentracion de 1 mg/ml y 50 ug de péptido maleimida-9R4L en 25 pl de
DW (Peptron, Corea) se mezclaron suavemente usando un rotor a temperatura ambiente durante 2 horas y a 4°C
durante la noche. Para eliminar la maleimida-9R4L no conjugada, las muestras se dializaron usando una membrana
de corte de peso molecular de 50 kDa frente a DPBS (pH 7,4) a 4°C durante 24 horas. La proteina Cas9-9R4L se
recogio de la membrana de didlisis y la cantidad de proteina se determin6 usando el ensayo de Bradford.

5-5. Preparacion de ARNsg-9R4L

Se afnadid ARNsg (1 pg) suavemente a diversas cantidades de péptido COR4LC (con una relacién en peso de 1 a
40) en 100 yl de DPBS (pH 7,4). Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos y se diluyé a 10
veces usando agua desionizada libre de ARNasa. El diametro hidrodinamico y el potencial z de las nanoparticulas
formadas se midieron usando dispersion de luz dinamica (Zetasizer-nano analyser ZS, Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido).

5-6. Tratamientos de la proteina Cas9 y ARNsg

Se trataron Cas9-9R4L y ARNsg-C9R4LC con las células de la siguiente manera: se afiadieron 1 uyg de ARNsg y 15
pg de péptido COR4LC a 250 ml de medio OPTIMEM vy se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. 24
horas después de la siembra, las células se lavaron con medio OPTIMEM vy se trataron con el complejo ARNsg-
C9RA4LC durante 4 horas a 37°C. Las células se lavaron nuevamente con medio OPTIMEM y se trataron con Cas9-
9RA4L durante 2 horas a 37°C. Después del tratamiento, los medios de cultivo se reemplazaron por medio completo
que contenia suero y se incubaron a 37°C durante 24 horas antes del siguiente tratamiento. Se sigui6é el mismo
procedimiento para multiples tratamientos de Cas9 y ARNsg durante tres dias consecutivos.

5-7. Cas9-9R4L y ARNsg-9R4L pueden editar genes enddégenos en células de mamiferos cultivadas sin el uso de
herramientas de liberacion adicionales

Para determinar si Cas9-9R4L y ARNsg-9R4L pueden editar genes enddgenos en células de mamiferos cultivadas
sin el uso de herramientas de administracion adicionales, se trataron 293 células con Cas9-9R4L y ARNsg-9R4L
dirigidas al gen CCR5 y se analizé el ADN gendmico. El ensayo T7E1 mostré que el 9% del gen CCR5 se rompia en
las células tratadas tanto con Cas9-9R4L como con ARNsg-9R4L y que la disrupcion del gen CCR5 no se observaba
en las células control, incluidas las no tratadas, las tratadas con Cas9-9R o ARNsg-9R4L, o las tratadas con Cas-9 y
ARNsg no modificadas (Fig. 13), lo que sugiere que el tratamiento con la proteina Cas9-9R4L y el ARNsg conjugado
con 9RA4L, pero no con Cas9 y ARNsg no modificadas, puede conducir a una edicioén eficiente del genoma en células
de mamifero.

Ejemplo 6: Control de la mutacion fuera de la diana segun la estructura del ARN guia

Recientemente, tres grupos informaron que los RGEN tenian efectos fuera de la diana en las células humanas. Para
nuestra sorpresa, los RGEN indujeron mutaciones de manera eficiente en sitios fuera de la diana que diferian en de
3 a 5 nucledtidos de sitios en la diana. Se aprecid, sin embargo, que habia varias diferencias entre los RGEN de los
inventores y los utilizados por otros. En primer lugar, se utilizé ARNdual, que es ARNcr mas ARNtracr, en lugar de
ARN guia sencillo (ARNsg) que se compone de porciones esenciales de ARNcr y ARNtracr. En segundo lugar, se
transfectaron células K562 (pero no células HelLa) con ARNcr sintético en lugar de plasmidos que codificaban
ARNcr. Las células HelLa se transfectaron con plasmidos que codificaban ARNcr. Otros grupos usaron plasmidos
que codificaban ARNsg. En tercer lugar, el ARN guia de los inventores tenia dos nucleétidos de guanina adicionales
en el extremo 5', que son necesarios para la transcripcion eficaz por la polimerasa T7 in vitro. No se incluyeron tales
nucledtidos adicionales en el ARNsg utilizado por otros. Por lo tanto, la secuencia de ARN del ARN guia de los
inventores puede mostrarse como 5-GGXzo, mientras que 5-GX1g, en la que Xz 0 GX19 corresponde a la secuencia
diana de 20 pb, representa la secuencia utilizada por otros. El primer nucleétido de guanina es requerido para la
transcripcion por la ARN polimerasa en las células. Para probar si los efectos RGEN fuera de la diana se pueden
atribuir a estas diferencias, se eligieron cuatro RGEN que indujeron mutaciones fuera de la diana en las células
humanas a altas frecuencias (13). En primer lugar, se compararon el método de los inventores de uso de ARNdual
transcrito in vitro con el método de transfeccion de plasmidos que codificaban ARNsg en células K562 y las
frecuencias de mutacion medidas en los sitios en la diana y fuera de la diana a través del ensayo T7E1. Tres RGEN
mostraron frecuencias de mutacion comparables en sitios en la diana y fuera de la diana, independientemente de la
composicion del ARN guia. Curiosamente, un RGEN (VEFGA sitio 1) no indujo inserciones-deleciones en un sitio
validado fuera de la diana, que difiere en tres nucleétidos del sitio en la diana (denominado OT1-11, Fig. 14), cuando
se utilizd ARNdual sintético. Pero el ARNdual sintético no discrimind el otro sitio validado fuera de la diana (OT1-3),
que diferia en dos nucledtidos del sitio en la diana.

A continuacion, se probd si la adicion de dos nucleotidos de guanina en el extremo 5' de ARNsg podia hacer que los
RGEN fueran mas especificos al comparar ARNsg 5'-GGXzo (0 5-GGGX19) con ARNsg 5'-GXye. Cuatro ARNsg GXig
formaron complejos con inserciones-deleciones inducidas por Cas9 igualmente eficientemente en sitios en la diana y
fuera de la diana, tolerando hasta cuatro desapareamientos de nucleétidos. En marcado contraste, los ARNsg
GGXzo discriminaron los sitios fuera de la diana de manera efectiva. De hecho, el ensayo T7E1 apenas detecto
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inserciones-deleciones inducidas por RGEN en seis de los siete sitios validados fuera de la diana cuando se usaron
los cuatro ARNsg GGXy (Fig. 15). Sin embargo, se observd que dos ARNsg GGXy (VEGFA sitios 1 y 3) fueron
menos activos en los sitios en la diana que los correspondientes ARNsg GXi9. Estos resultados muestran que los
nucledtidos extra en el extremo 5' pueden afectar las frecuencias de mutacién en los sitios en la diana y fuera de la
diana, tal vez alterando la estabilidad del ARN guia, la concentracion o la estructura secundaria.

Estos resultados sugieren que tres factores: el uso de ARN guia sintético en lugar de los plasmidos que codifican
RNA guia, ARNdual en lugar de ARNsg y ARNsg GGXz en lugar de ARNsg GXj9, tienen efectos acumulativos sobre
la discriminacion de sitios fuera de la diana.

Ejemplo 7: Nickasas Cas9 emparejadas

En principio, las roturas monocatenarias (SSB) no pueden repararse mediante NHEJ proclive a errores, pero aun
desencadenan la reparacion dirigida por homologia de alta fidelidad (HDR) o la reparaciéon por escision de base.
Pero la mutagénesis dirigida inducida por nickasa via HDR es mucho menos eficiente que la mutagénesis inducida
por nucleasa. Pensamos que las nickasas Cas9 emparejadas producirian DSB compuestos, que desencadenarian la
reparacion del ADN a través de NHEJ o HDR, lo que llevaria a una mutagénesis eficiente (Fig. 16A). Ademas, las
nickasas emparejadas duplicarian la especificidad de la edicién del genoma basada en Cas9.

Primero se probaron varias nucleasas y nickasas Cas9 disefiadas para sitios diana en el locus AAVS1 (Fig. 16B) in
vitro via electroforesis capilar fluorescente. A diferencia de las nucleasas Cas9 que escindieron ambas cadenas de
sustratos de ADN, las nickasas Cas9 compuestas de ARN guia y una forma mutante de Cas9 en la que un residuo
catalitico de aspartato se cambia a una alanina (D10A Cas9) escindieron solo una cadena, produciendo mellas
especificas del sitio (Fig. 16C,D). Curiosamente, sin embargo, algunas nickasas (AS1, AS2, AS3 y S6 en la Fig. 17A)
indujeron inserciones-deleciones en sitios diana en células humanas, lo que sugiere que las mellas se pueden
convertir a DSB, aunque de forma ineficiente, in vivo. Las nickasas Cas9 emparejadas, que producen dos mellas
adyacentes en cadenas de ADN opuestas, produjeron inserciones-deleciones a frecuencias que variaron de 14% a
91%, comparable a los efectos de las nucleasas emparejadas (Fig. 17A). La reparacion de dos mellas que producian
proyecciones de 5' condujo a la formaciéon de inserciones-deleciones mucho mas frecuentemente que las que
producian proyecciones de 3' en tres loci gendmicos (Fig. 17A y Fig. 18). Ademas, las nickasas emparejadas
permitieron la edicion del genoma dirigida a través de la reparacion dirigida por homologia de manera mas eficiente
que lo hicieron las nickasas individuales (Fig. 19).

Seguidamente, se midieron las frecuencias de mutacién de las nickasas y nucleasas emparejadas en los sitios fuera
de la diana usando la secuenciacion profunda. Las nucleasas Cas9 complejadas con tres ARNsg indujeron
mutaciones fuera de la diana en seis sitios que diferian en uno o dos nucleétidos de sus sitios correspondientes en
la diana con frecuencias que variaban de 0,5% a 10% (Fig. 17B). Por el contrario, las nickasas de Cas9
emparejadas no produjeron inserciones-deleciones por encima del limite de detecciéon del 0,1% en ninguno de los
seis sitios fuera de la diana. El sitio S2 Off-1 que se diferencia por un Unico nucleétido en la primera posicion en el
PAM (es decir, N en NGG) desde su sitio en la diana se puede considerar como otro sitio en la diana. Como era de
esperar, la nucleasa Cas9 complejada con el ARNsg S2 fue igualmente eficiente en este sitio y en el sitio en la
diana. En marcado contraste, D10A Cas9 complejado con ARNsg S2 y AS2 discriminé este sitio del sitio en la diana
en un factor de 270 veces. Esta nickasa emparejada también discrimind los sitios AS2 fuera de la diana (Off-1 y Off-
9 en la Fig. 17B) del sitio en la diana por factores de 160 veces y 990 veces, respectivamente.

Ejemplo 8: Corte y empalme de ADN cromosoémico inducido por las nickasas Cas9 emparejadas

Dos DSB simultaneos producidos por nucleasas modificadas como ZFN y TALEN pueden promover grandes
deleciones de los segmentos cromosomicos intermedios que se han resefiado. Se probd si dos SSB inducidas por
las nickasas Cas9 emparejadas también podian producir deleciones en las células humanas. Se usé la PCR para
detectar eventos de delecion y se encontré6 que siete mellas emparejadas inducian deleciones de segmentos
cromosomicos de hasta 1,1 kbp tan eficientemente como las nucleasas Cas9 emparejadas (Fig. 20A,B). Las
secuencias de ADN de los productos de la PCR confirmaron los eventos de delecion (Fig. 20C). Curiosamente, la
secuencia de coincidencia de ARNsg permanecié intacta en dos de los siete amplicones de PCR especificos de
delecion (subrayados en la Fig. 20C). Por el contrario, los pares de nucleasa Cas9 no produjeron secuencias que
contuvieran sitios diana intactos. Este hallazgo sugiere que las dos mellas distantes no se convirtieron en dos DSB
separados para promover deleciones del segmento cromosémico intermedio. Ademas, es poco probable que dos
mellas separadas por mas de 100 bp puedan producir un DSB compuesto con grandes extremos en condiciones
fisiolégicas debido a que la temperatura de fusiéon es muy alta.

Se propone que dos mellas lejanas se reparan por desplazamiento de cadena en una direccion cabeza a cabeza, lo
que resulta en la formacion de un DSB en el medio, cuya reparacién a través de NHEJ provoca pequefas
deleciones (Fig. 20D). Debido a que los dos sitios diana permanecen intactos durante este proceso, las nickasas
pueden inducir SSB nuevamente, lo que activa el ciclo repetidamente hasta que se eliminan los sitios diana. Este
mecanismo explica por qué dos mellas de compensacion que producen proyecciones de 5' pero no las que producen
proyecciones de 3' inducen inserciones-deleciones eficientemente en tres loci.
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Luego se investigd si las nucleasas y las nickasas de Cas9 podian inducir translocaciones cromosomicas no
deseadas que resultaran de la reparacion de NHEJ de las divisiones de ADN en la diana y fuera de la diana (Fig.
21A). Se pudieron detectar translocaciones inducidas por nucleasas Cas9 usando PCR (Fig. 21B,C). Ninguno de
dichos productos de PCR se amplificaron usando ADN gendmico aislado de células transfectadas con los plasmidos
que codificaban el par de nickasa Cas9 AS2 + S3. Este resultado esta en linea con el hecho de que tanto las
nickasas AS2 como las S3, a diferencia de sus correspondientes nucleasas, no produjeron inserciones-deleciones
en sitios fuera de la diana (Fig. 17B).

Estos resultados sugieren que las mellas conjuntas Cas9 permiten la mutagénesis dirigida y grandes deleciones de
segmentos cromosémicos de hasta 1 kbp en células humanas. De manera importante, las nickasas emparejadas no
indujeron inserciones-deleciones en sitios fuera de la diana en los que sus correspondientes nucleasas inducen
mutaciones. Ademas, a diferencia de las nucleasas, las mellas emparejadas no promovian translocaciones no
deseadas asociadas con las divisiones de ADN fuera de la diana. En principio, las nickasas emparejadas duplican la
especificidad de la mutagénesis mediada por Cas9 y ampliaran la utilidad de las enzimas guiadas por ARN en
aplicaciones que requeriran la edicion precisa del genoma, como la terapia génica y celular. Una advertencia para
este enfoque es que se necesitan dos ARNsg altamente activos para formar un par de nickasa eficiente, lo que limita
los sitios de destino. Como se muestra en este y otros estudios, no todos los ARNsg son igualmente activos. Cuando
se utilizan clones individuales en lugar de poblaciones de células para estudios o aplicaciones adicionales, la
eleccion de ARN guia que representa secuencias Unicas en el genoma y el uso de ARN guia optimizados seria
suficiente para evitar mutaciones fuera de la diana asociadas con nucleasas Cas9. Se propone que tanto las
nucleasas Cas9 como las nickasas emparejadas son opciones potentes que facilitaran la edicion precisa del genoma
en células y organismos.

Ejemplo 9: Genotipado con endonucleasas guiadas por ARN derivadas de CRISPR/Cas

A continuacion, se razoné que los RGEN se pueden utilizar en el analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccion (RFLP), en sustitucion de las enzimas de restriccion convencionales. Las nucleasas modificadas que
incluyen RGEN inducen inserciones-deleciones en los sitios diana, cuando los DSB causados por las nucleasas son
reparados por el sistema de unién al extremo no homoélogo propenso a error (NHEJ). Los RGEN que estan
disefiados para reconocer las secuencias diana no pueden escindir las secuencias mutantes con inserciones-
deleciones, sino que escindiran las secuencias diana naturales de manera eficiente.

9-1. Componentes RGEN

Se prepararon ARNcr y ARNtracr mediante transcripcion in vitro usando el kit MEGAshortcript T7 (Ambion) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ARN transcritos se resolvieron en un gel de urea-PAGE
desnaturalizante al 8%. La rebanada de gel que contenia ARN se cortd y se transfirié a tampon de elucion. EI ARN
se recuperd en agua sin nucleasas seguido de extraccion con fenol:cloroformo, extraccion con cloroformo y
precipitacion con etanol. EI ARN purificado se cuantificé por espectrometria. Las plantillas para ARNcr se prepararon
hibridando un oligonucledtido cuya secuencia se muestra como 5-
GAAATTAATACGACTCACTATAGGX20GTTTTAGAGCTATGCTGTTTTG-3' (SEQ ID NO: 76), en la que Xy es la
secuencia diana y su oligonucleétido complementario. La plantilla para el ARNtracr se sintetizé por extension de los
oligonucledtidos directo e inverso (5-
GAAATTAATACGCATAGACAGGAACCATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG-3' (SEQ ID NO:
77) y 5'-AAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATG-3'
(SEQ ID NO: 78) usando Phusion polimerasa (New England Biolabs).

9-2. Purificacién de la proteina Cas9 recombinante

La construccion de ADN Cas9 usada en el Ejemplo anterior de los inventores, que codifica Cas9 fusionado al
marcador His6 en el extremo C, se insertd en el vector de expresion pET-28a. La proteina Cas9 recombinante se
expreso en la cepa BL21 (DE3) de E. coli cultivada en medio LB a 25°C durante 4 horas después de la induccién con
IPTG 1 mM. Las células se recogieron y se resuspendieron en tampon que contenia Tris 20mM pH 8,0 mM, NaCl
500 mM, imidazol 5 mM y PMSF 1 mM. Las células se congelaron en nitrégeno liquido, se descongelaron a 4°C y se
sonicaron. Después de la centrifugacion, la proteina Cas9 en el lisado se unio a resina de agarosa Ni-NTA (Qiagen),
se lavd con tampon que contenia Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, y se eluyd con tampon que
contenia Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM e imidazol 250 mM. La proteina Cas9 purificada se dializd frente a
HEPES 20 mM (pH 7,5), KCI 150 mM, DTT 1 mM y glicerol al 10% y se analizé6 mediante SDS-PAGE.

9-3. Ensayo T7 endonucleasa |

El ensayo T7E1 se realizd de la siguiente manera. En resumen, los productos de PCR amplificados usando ADN
gendmico se desnaturalizaron a 95°C, se reasociaron a 16°C, y se incubaron con 5 unidades de T7 Endonucleasa |
(New England BioLabs) durante 20 min a 37°C. Los productos de reaccion se resolvieron usando electroforesis en
gel de agarosa de 2 a 2,5%.

9-4. Ensayo RGEN-RFLP
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Los productos de la PCR (100-150 ng) se incubaron durante 60 min a 37°C con concentraciones optimizadas (Tabla
10) de la proteina Cas9, ARNtracr, ARNcr en 10 ul de tampdn NEB 3 (1X). Después de la reaccién de escision, se
afadié RNasa A (4 ug) y la mezcla de reaccion se incubd durante 30 min a 37°C para eliminar el ARN. Las
reacciones se detuvieron con tampoén de solucidon de parada 6X que contenia 30% de glicerol, 1,2% de SDS y 100
mM de EDTA. Los productos se resolvieron con electroforesis en gel de agarosa al 1-2,5% y se visualizaron con

tincion con EtBr.

Tabla 10

Concentracion de componentes de RGEN en ensayos RFLP

Nombre de la diana Cas9 (ng/ul) | ARNcr (ng/pl) | ARNtracr (ng/pul)
C4BPB 100 25 60
PIBF-NGG-RGEN 100 25 60
HLA-B 1,2 0,3 0,7
CCR5-ZFN 100 25 60
CTNNB1 especifico natural 30 10 20
CTNNB1 mutante especifico 30 10 20
CCR5 WT-especifico 100 25 60
CCR5A32 10 2,5 6
KRASWT especifico (wt) 30 10 20
KRAS mutante especifico (m8) 30 10 20
KRAS WT especifico (m6) 30 10 20
KRAS mutante especifico (m6,8) 30 10 20
PIK3CA WT especifico (wt) 100 25 60
PIK3CA mutante especifico (m4) 30 10 20
PIK3CA WT especifico (m7) 100 25 60
PIK3CA mutante especifico (m4,7) | 30 10 20
BRAF WT-especifico 30 10 20
bRAF mutante especifico 100 25 60
NRAS WT especifico 100 25 60
NRAS mutante especifico 30 10 20
IDH WT especifico 30 10 20
IDH mutante especifico 30 10 20
PIBF-NAG-RGEN 30 10 60
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Tabla 11
Cebadores
Gen (sitio) Direccion Secuencia (de 5'a 3') SEQ ID NO
CCR5 F1 CTCCATGGTGCTATAGAGCA 79
(RGEN)
F2 GAGCCAAGCTCTCCATCTAGT 80
R GCCCTGTCAAGAGTTGACAC 81
CCR5 (ZFN) | F GCACAGGGTGGAACAAGATGGA 82
R GCCAGGTACCTATCGATTGTCAGG | 83
CCR5 F GAGCCAAGCTCTCCATCTAGT 84
(del32) R ACTCTGACTGGGTCACCAGC 85
C4BPB F1 TATTTGGCTGGTTGAAAGGG 86
R1 AAAGTCATGAAATAAACACACCCA | 87
F2 CTGCATTGATATGGTAGTACCATG | 88
R2 GCTGTTCATTGCAATGGAATG 89
CTNNB1 F ATGGAGTTGGACATGGCCATGG 90
R ACTCACTATCCACAGTTCAGCATTT | 91
ACC
KRAS F TGGAGATAGCTGTCAGCAACTTT 92
R CAACAAAGCAAAGGTAAAGTTGGT | 93
AATAG
PIK3CA F SGTTTCAGGAGATGTGTTACAAGG 94
R GATTGTGCAATTCCTATGCAATCG | 95
GTC
NRAS F SACTGGGTACTTAATCTGTAGCCT 96
R GGTTCCAAGTCATTCCCAGTAGC 97
IDH1 F CATCACTGCAGTTGTAGGTTATAA | 98
CTATCC
R TTGAAAACCACAGATCTGGTTGAA | 99
cC
BRAF F GGAGTGCCAAGAGAATATCTGG 100
R CTGAAACTGGTTTCAAAATATTCGT | 101
TTTAAGG
PIBF F GCTCTGTATGCCCTGTAGTAGG 102
R TTTGCATCTGACCTTACCTTTG 103

9-5. Ensayo de escision del plasmido

El plasmido linealizado tratado con enzima de restriccion (100 ng) se incubd durante 60 minutos a 37°C con proteina
Cas9 (0,1 ug), ARNtracr (60 ng) y ARNcr (25 ng) en 10 yl de tampon NEB3 (1X). Las reacciones se detuvieron con
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una solucion de parada 6X que contenia 30% de glicerol, 1,2% de SDS y 100 mM de EDTA. Los productos se
resolvieron con electroforesis en gel de agarosa al 1% y se visualizaron con tincién con EtBr.

9-6. Estrategia de RFLP

Se pueden crear facilmente nuevos RGEN con especificidades de ADN deseadas mediante la sustitucién de ARNcr;
no se requiere una purificacion de novo de proteinas personalizadas una vez que esté disponible la proteina Cas9
recombinante. Las nucleasas modificadas genéticamente, que incluyen los RGEN, inducen pequefias inserciones o
deleciones (indels) en los sitios diana cuando los DSB causados por las nucleasas se reparan por union final no
homologa propensa a error (NHEJ). Los RGEN que estan disefiados para reconocer las secuencias diana escinden
las secuencias naturales de manera eficiente pero no pueden escindir las secuencias mutantes con inserciones-
deleciones (Fig. 22).

Primero se probo si los RGEN podian dividir diferencialmente plasmidos que contenian secuencias diana de C4BPB
naturales o modificadas que albergaban inserciones-deleciones de 1 a 3 bases en el sitio de escisién. Ninguno de
los seis plasmidos con estas inserciones-deleciones se escindié por un RGENS5 especifico de C4BPB compuesto por
ARNcr especifico de diana, ARNtracr y proteina Cas9 recombinante (Fig. 23). En contraste, el plasmido con la
secuencia diana intacta se escindio eficientemente por este RGEN.

9-7. Deteccion de mutaciones inducidas por los mismos RGEN usando RFLP mediado por RGEN

A continuacion, para probar la viabilidad de RFLP mediado por RGEN para la deteccién de mutaciones inducidas por
los mismos RGEN, se utilizaron clones de células de cancer humano K562 modificadas genéticamente establecidas
usando un gen C4BPB dirigido a RGEN (Tabla 12).

Tabla 12

Secuencia diana de RGEN usada en este estudio

Gen Secuencia diana SEQ ID NO

C4BPB humana | AATGACCACTACATCCTCAAGGG | 104

Pibf1 de raton AGATGATGTCTCATCATCAGAGG | 105

Los clones mutantes C4BPB utilizados en este estudio tienen diversas mutaciones que varian desde la delecion de
94 pb a la insercion de 67 pb (Fig. 24A). De manera importante, todas las mutaciones ocurridas en los clones
mutantes dieron como resultado la pérdida del sitio diana de RGEN. Entre los 6 clones C4BPB analizados, 4 clones
tienen alelos mutantes y naturales (+/-) y 2 clones solo tienen alelos mutantes (-/-).

Los productos de PCR que abarcan el sitio diana de RGEN amplificado a partir de ADN genémico de K562 natural
se digirieron completamente mediante el RGEN compuesto de ARNc especifico de diana, ARNtracr y proteina Cas9
recombinante expresada en y purificada a partir de E. coli (Fig. 24B/Carril 1). Cuando los clones mutantes de C4BPB
se sometieron a analisis de RFLP usando RGEN, los amplicones de PCR de clones +/- que contenian tanto alelos
mutantes como naturales se digirieron parcialmente, y los de los clones -/- que no contenian el alelo natural no se
digirieron del todo, no produciendo los productos de escision correspondientes a la secuencia natural (Fig. 24B).
Incluso una insercién de una sola base en el sitio diana bloqued la digestion (clones n. ° 12 y n. ° 28) de los alelos
mutantes amplificados por el C4BPB RGEN, lo que demuestra la alta especificidad del RFLP mediado por RGEN.
Se sometieron los amplicones de PCR al ensayo T7E1 sensible al desapareamiento en paralelo (Fig. 24B).
Notablemente, el ensayo T7E1 no fue capaz de distinguir los clones -/- de los clones +/-. Para empeorar las cosas, €l
ensayo T7E1 no puede distinguir clones mutantes homocigotos que contienen la misma secuencia mutante de los
clones naturales, porque la hibridaciéon de la misma secuencia mutante formara un homoduplex. Por lo tanto, el
RFLP mediado por RGEN tiene una ventaja critica sobre el ensayo de nucleasa sensible a desapareamientos
convencional en el andlisis de clones mutantes inducidos por nucleasas modificadas incluyendo ZFN, TALEN y
RGEN.

9-8. Ensayo cuantitativo para el analisis RGEN-RFLP

También se investigo si el analisis RGEN-RFLP es un método cuantitativo. Las muestras de ADN genémico aisladas
del clon nulo C4BPB vy las células naturales se mezclaron en diversas proporciones y se usaron para amplificaciones
por PCR. Los productos de PCR se sometieron a genotipado de RGEN y el ensayo de T7E1 en paralelo (figura 25b).
Como se esperaba, la escision del ADN por el RGEN fue proporcional a la relacién natural a mutante. En contraste,
los resultados del ensayo T7E1 se correlacionaron mal con las frecuencias de mutacion inferidas a partir de las
relaciones y fueron inexactos, especialmente en el alto % de mutante, una situacién en la que las secuencias
mutantes complementarias pueden hibridar entre si para formar el homoduplex.

9-9. Analisis de los fundadores de ratones mutantes usando un genotipo RFLP mediado por RGEN
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También se aplicd el genotipado de RFLP mediado por RGEN (genotipo RGEN en resumen) al analisis de los
fundadores de ratones mutantes que se habian establecido mediante la inyeccion de TALEN en embriones de una
célula de raton (Fig. 26A). Se disefio y se usdé un RGEN que reconocia el sitio diana TALEN en el gen Pibf1 (Tabla
10). EI ADN genodmico se aislé de un raton natural y ratones mutantes y se sometioé a genotipado de RGEN después
de la amplificacion por PCR. La genotipificacion de RGEN detectd con éxito varias mutaciones, que variaron de las
deleciones de una a 27 pb (Fig. 26B). A diferencia del ensayo T7E1, el genotipado de RGEN permitié la deteccion
diferencial de los fundadores +/-y -/-.

9-10. Deteccion de mutaciones inducidas en células humanas por un ZFN especifico de CCRS utilizando RGEN

Ademas, se usaron RGEN para detectar mutaciones inducidas en células humanas por un ZFN especifico de CCR5,
que representa otra clase mas de nucleasas modificadas (Fig. 27). Estos resultados muestran que los RGEN
pueden detectar mutaciones inducidas por nucleasas distintas de RGEN. De hecho, se espera que los RGEN
puedan disefiarse para detectar mutaciones inducidas por la mayoria, sino todas, de las nucleasas modificadas
genéticamente. La Unica limitacion en el disefio de un ensayo de genotipado de RGEN es el requisito para el
dinucledtido GG o AG (CC o CT en la cadena complementaria) en la secuencia PAM reconocida por la proteina
Cas9, que ocurre una vez por 4 pb en promedio. Las inserciones-deleciones inducidas en cualquier lugar dentro de
la region de la semilla de varias bases en el ARNcr y los nucledtidos PAM se espera que rompan la escision del
ADN catalizada por RGEN. De hecho, se identificé al menos un sitio RGEN en la mayoria (98%) de los sitios ZFN y
TALEN.

9-11. Deteccion de polimorfismos o variaciones usando RGEN

A continuacién, se disefio y prob6é un nuevo RGEN que reconocia un locus altamente polimérfico, HLA-B, que
codificaba el antigeno leucocitario humano B (a.k.a. Proteina MHC clase ) (Fig. 28). Las células Hela se
transfectaron con plasmidos RGEN, y el ADN gendémico se sometié a analisis T7TE1 y RGEN-RFLP en paralelo.
T7E1 produjo bandas positivas falsas que resultaron de polimorfismos de secuencia cerca del sitio diana (Fig. 25c).
Como se esperaba, sin embargo, el mismo RGEN utilizado para la interrupcién génica escindié productos de PCR
de células naturales completamente, pero los de las células transfectadas con RGEN parcialmente, lo que indica la
presencia de inserciones-deleciones inducidas por RGEN en el sitio diana. Este resultado muestra que el analisis
RGEN-RFLP tiene una clara ventaja sobre el ensayo T7E1, especialmente cuando no se sabe si los genes diana
tienen polimorfismos o variaciones en las células de interés.

9-12. Deteccion de mutaciones recurrentes encontradas en el cancer y polimorfismos naturales a través del analisis
RGEN-RFLP

El analisis RGEN-RFLP tiene aplicaciones mas alla del genotipado de mutaciones inducidas por nucleasa
modificada genéticamente. Se intent6 usar el genotipado de RGEN para detectar mutaciones recurrentes que se
encuentran en el cancer y polimorfismos naturales. Se prefirid la linea celular de cancer colorrectal humano,
HCT116, que lleva una delecion de 3 pb con ganancia de funcién en el gen oncogénico CTNNB1 que codifica la
beta-catenina. Los productos de PCR amplificados a partir del ADN genémico de HCT116 se escindieron
parcialmente tanto por RGEN especificos naturales como por especificos de mutante, en linea con el genotipo
heterocigético en células HCT116 (figura 29a). En marcado contraste, los productos de PCR amplificados a partir de
ADN de células HelLa que albergaban solo alelos naturales fueron digeridos completamente por el RGEN naturales y
no se escindieron en absoluto por el RGEN especifico de la mutacion.

También se observé que las células HEK293 albergaban la delecion de 32 pb (del32) en el gen CCRS5, que codifica
un correceptor esencial de la infeccion por VIH: los portadores del32 CCR5 homocigéticos son inmunes a la
infeccion por VIH. Se disefid un RGEN especifico para el alelo del32 y el otro para el alelo natural. Como se
esperaba, el RGEN natural escindi6 los productos de PCR obtenidos de las células K562, SKBR3 o Hela (utilizados
como controles naturales) por completo, pero los de las células HEK293 parcialmente (Fig. 30a), confirmando la
presencia de los alelos del32 no escindibles en células HEK293. Inesperadamente, sin embargo, el RGEN
especifico de del32 escindié los productos de PCR de las células naturales tan eficientemente como los de las
células HEK293. Curiosamente, este RGEN tenia un sitio fuera de la diana con una falta de coincidencia de una sola
base inmediatamente cadena abajo del sitio en la diana (Fig. 30). Estos resultados sugieren que los RGEN pueden
usarse para detectar inserciones-deleciones de origen natural pero no pueden distinguir secuencias con
polimorfismos de un solo nucleétido o mutaciones puntuales debido a sus efectos fuera de la diana.

Para genotipificar las variaciones oncogénicas de un solo nucleétido usando RGEN, se atenu¢ la actividad de RGEN
empleando un ARN guia mal emparejado de una Unica base en lugar de un ARN perfectamente combinado. Los
RGEN que contenian el ARN guia perfectamente combinado especifico para la secuencia natural o la secuencia
mutante escindieron ambas secuencias (Figuras 31a y 32a). Por el contrario, los RGEN que contenian un ARN guia
mal emparejado de una uUnica base distinguieron las dos secuencias, permitiendo el genotipado de tres mutaciones
puntuales oncogénicas recurrentes en los genes KRAS, PIK3CA e IDH1 en lineas de células cancerosas humanas
(Fig. 29b y Figs. 33a,b) Ademas, se pudieron detectar mutaciones puntuales en los genes BRAF y NRAS utilizando
RGEN que reconocia la secuencia NAG PAM (figuras 33c,d). Se cree que se puede usar RGEN-RFLP para
genotipar casi todas, si no todas, las mutaciones o polimorfismos en el ser humano y otros genomas.
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Los datos anteriores proponen que RGEN proporciona una plataforma para usar analisis de RFLP simples y
robustos para diversas variaciones de secuencia. Con una gran flexibilidad en la secuencia diana de
reprogramacion, los RGEN pueden usarse para detectar diversas variaciones genéticas (variaciones de nucleétidos
Unicos, pequefias inserciones/deleciones, variaciones estructurales) tales como mutaciones recurrentes
relacionadas con la enfermedad, genotipos relacionados con la respuesta del farmaco por un paciente y también
mutaciones inducidas por nucleasas modificadas en las células. En esta invencion, se utilizé el genotipado RGEN
para detectar mutaciones inducidas por nucleasas modificadas en células y animales. En principio, también se
podrian usar RGEN que detecten y rompan especificamente las variaciones y mutaciones que se producen de
manera natural.
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cccctgatceg
gccaccgtge
cagaccggcg
gcccgcaaga
tacagcgtge
aaggagctgce
ttcetggagg
tacagcctgt
cagaagggca
cactacgaga
cagcacaagc
atcctggeeg
cccateegeg
cccgecgect
gaggtgctgg
gacctgagcece
<210>2

<211> 21
<212> PRT

gcgactteeg
cccacgacgce
tggagagcga
agagcgagca
acttcttcaa
agaccaacgg
gcaaggtgcet
gcttcagcaa
aggactggga
tggtggtgge
tgggcatcac
ccaagggcta
tcgagctgga
acgagctggce
agctgaaggg
actacctgga
acgccaacct
agcaggccga
tcaagtactt
acgccaccct

agctgggcgg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> marca de péptido

<400> 2

caaggacttc
ctacctgaac
gttcgtgtac
ggagatcggce
gaccgagatc
cgagaccggc
gagcatgccc
ggagagcatc
ccccaagaag
caaggtggag
catcatggag
caaggaggtg
gaacggccge
cctgceccage
cagccccgag
cgagatcatc
ggacaaggtg
gaacatcatc
cgacaccacc
gatccaccag

cgactaa

ES 2 690 386 T3

cagttctaca
gcegtggtgg
ggcgactaca
aaggccaccg
accctggcecca
gagatcgtgt
caggtgaaca
ctgcccaage
tacggcggcet
aagggcaaga
cgcagcagct
aagaaggacc
aagcgcatge
aagtacgtga
gacaacgagc
gagcagatca
ctgagcgect
cacctgttca
atcgaccgeca

agcatcaccg

aggtgcgcga
gcaccgcecect
aggtgtacga
ccaagtactt
acggcgagat
gggacaaggg
tcgtgaagaa
gcaacagcga
tcgacagcece
gcaagaagct
tcgagaagaa
tgatcatcaa
tggccagege
acttcctgta
agaagcagct
gcgagttcag
acaacaagca
ccctgaccaa
agcgctacac

gtctgtacga

gatcaacaac
gatcaagaag
cgtgcgcaag
cttctacagc
ccgcaagcgce
ccgcgactte
gaccgaggtg
caagctgatc
caccgtggece
gaagagcgtg
ccccatcgac
gctgcccaag
cggcgagcetg
cctggccage
gttcgtggag
caagcgcgtg
ccgcegacaag
cctgggegece
cagcaccaag

gacccgcatc

Gly Gly Ser Gly Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Tyr Pro Tyr Asp

1

5

Val Pro Asp Tyr Ala

<210>3
<211> 34
<212> ADN

20

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador F para CCR5

<400> 3

aattcatgac atcaattatt atacatcgga ggag

<210> 4
<211> 34

10

34

35

15

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4107
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para CCR5

<400> 4
gatcctccte cgatgtataa taattgatgt catg 34

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador F1 para CCR5

<400> 5
ctccatggtg ctatagagca 20

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para CCR5

<400> 6
gagccaagct ctccatctag t 21

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador R para CCR5

<400> 7
gccctgtcaa gagttgacac 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F1 para C4BPB

<400> 8
tatttggctg gttgaaaggg 20

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R1 para C4BPB

<400> 9
aaagtcatga aataaacaca ccca 24

<210> 10
<211> 24

36
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para C4BPB

<400> 10
ctgcattgat atggtagtac catg 24

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador R2 para C4BPB

<400> 11
gctgttcatt gcaatggaat g 21

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F1 para ADCY5

<400> 12
gctcccacct tagtgctctg 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador R1 para ADCY5

<400> 13
ggtggcagga acctgtatgt 20

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para ADCY5

<400> 14
gtcattggcc agagatgtgg a 21

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R2 para ADCY5

<400> 15
gtcccatgac aggcegtgtapt 20

<210> 16
<211> 20

37
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para KCNJ6

<400> 16
gcctggccaa gtttcagtta 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador R1 para KCNJ6

<400> 17
tggagccatt ggtttgcatc 20

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R2 para KCNJ6

<400> 18
ccagaactaa gccgtttctg ac 22

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador F1 para CNTNAP2

<400> 19
atcaccgaca accagtttcc 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para CNTNAP2

<400> 20
tgcagtgcag actctttcca 20

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para CNTNAP2

<400> 21
aaggacacag ggcaactgaa 20

<210> 22
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F1 para N/A Chr. 5

<400> 22
tgtggaacga gtggtgacag 20

<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador R1 para N/A Chr. 5

<400> 23
gctggattag gaggcaggat tc 22

<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para N/A Chr. 5

<400> 24
gtgctgagaa cgcttcatag ag 22

<210> 25

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador R2 para N/A Chr. 5

<400> 25
ggaccaaacc acattcttct cac 23

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para delecién

<400> 26
ccacatctcg ttcteggttt 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para deleciéon

<400> 27
tcacaagccc acagatattt 20

<210> 28
<211> 105

39
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<212> ARN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ARNsg para CCR5

<400> 28
ggugacauca auuauuauac auguuuuaga gcuagaaaua gcaaguuaaa auaaggcuag

uccguuauca acuugaaaaa guggcaccga gucggugcuu uuuuu

<210> 29

<211> 44

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ARNcr para CCR5

<400> 29
ggugacauca auuauuauac auguuuuaga gcuaugcugu uuug 44

<210> 30

<211> 86

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ARNItracr para CCR5

<400> 30
ggaaccauuc aaaacagcau agcaaguuaa aauaaggcua guccguuauc aacuugaaaa

aguggcaccg agucggugcu uuuuuu

<210> 31

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Foxn1 n°1 ARNsg

<400> 31
gaaattaata cgactcacta taggcagtct gacgtcacac ttccgtttta gagectagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 32

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Foxn1 n°2 ARNsg

<400> 32
gaaattaata cgactcacta taggacttcc aggctccacc cgacgtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 33

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

40
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<220>
<223> Foxn1 n°3 ARNsg

<400> 33
gaaattaata cgactcacta taggccaggc tccacccgac tggagtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 34

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Foxn1 n°4 ARNsg

<400> 34
gaaattaata cgactcacta taggactgga gggcgaaccc caaggtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 35

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Foxn1 n°5 ARNsg

<400> 35
gaaattaata cgactcacta taggacccca aggggacctc atgcegtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 36

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Prkdc n°1 ARNsg

<400> 36
gaaattaata cgactcacta taggttagtt ttttccagag acttgtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 37

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Prkdc n°2 ARNsg

<400> 37
gaaattaata cgactcacta taggttggtt tgcttgtgtt tatcgtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 38

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Prkdc n°3 ARNsg
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<400> 38

gaaattaata cgactcacta taggcacaag caaaccaaag tctcgtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 39

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Prkdc n°4 ARNsg

<400> 39

gaaattaata cgactcacta taggcctcaa tgctaagcga cttcgtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 40

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F1 para Foxn1

<400> 40
gtctgtctat catctcttce cttctctce 29

<210> 41

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para Foxn1

<400> 41
tcectaatce gatggctage tecag 25

<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R1 para Foxn1

<400> 42
acgagcagct gaagttagca tgc 23

<210> 43

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R2 para Foxn1

<400> 43
ctactcaatg ctcttagagc taccaggctt gc

<210> 44
<211> 20
<212> ADN

32

ES 2 690 386 T3
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para Prkdc

<400> 44
gactgttgtg gggagggcecg 20

<210> 45

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para Prkdc

<400> 45
gggagggccg aaagtcttat tttg 24

<210> 46

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R1 para Prkdc

<400> 46
cctgaagact gaagttggca gaagtgag 28

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R2 para Prkdc

<400> 47
ctttagggct tcttctctac aatcacg 27

<210> 48

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador F para Foxn1

<400> 48
ctcggtgtgt agcectgacc tcggtgtgta gecctgac

<210> 49

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Foxn1

<400> 49
agactggcct ggaactcaca g 21

<210> 50
<211> 23
<212> ADN

ES 2 690 386 T3
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para Foxn1

<400> 50
cactaaagcc tgtcaggaag ccg 23

<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Foxn1

<400> 51
ctgtggagag cacacagcag c 21

<210> 52

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para Foxn1

<400> 52
gctgcgacct gagaccatg 19

<210> 53

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Foxn1

<400> 53
cttcaatggc ttcctgcetta ggctac 26

<210> 54

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador F para Foxn1

<400> 54
ggttcagatg aggccatcct ttc 23

<210> 55

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Foxn1

<400> 55
cctgatctge aggcttaacc cttg 24

<210> 56

<211> 22
<212> ADN

44
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para Prkdc

<400> 56
ctcacctgca catcacatgt gg

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Prkdc

<400> 57

ggcatccacc ctatggggtc 20

<210> 58

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para Prkdc

<400> 58
gccttgacct agagcttaaa gagcc

<210> 59

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Prkdc

<400> 59
ggtcttgtta gcaggaagga cactg

<210> 60

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador F para Prkdc

<400> 60
aaaactctgc ttgatgggat atgtggg

<210> 61

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Prkdc

<400> 61
ctctcactgg ttatctgtgc tecttc

<210> 62
<211> 23
<212> ADN

ES 2 690 386 T3
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para Prkdc

<400> 62
ggatcaatag gtggtggggg atg

<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Prkdc

<400> 63
gtgaatgaca caatgtgaca gcttcag

<210> 64

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F para Prkdc

<400> 64
cacaagacag acctctcaac attcagtc

<210> 65

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R para Prkdc

<400> 65
gtgcatgcat ataatccatt ctgattgctc tc

<210> 66

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador F1 para Prkdc

<400> 66
gggaggcaga ggcaggt 17

<210> 67

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador F2 para Prkdc

<400> 67

ggatctctgt gagtttgagg cca 23

<210> 68
<211> 24
<212> ADN

ES 2 690 386 T3
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador R1 para Prkdc

<400> 68
gctccagaac tcactcttag getc 24

<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para Foxn1

<400> 69
ctactccctc cgcagtctga 20

<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para Foxn1

<400> 70
ccaggcctag gttccaggta 20

<210> 71

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para Prkdc

<400> 71
ccccagcatt gcagatttcc 20

<210>72

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador para Prkdc

<400> 72
agggcttctt ctctacaatc acg 23

<210>73

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> BRI diana 1

<400> 73

gaaattaata cgactcacta taggtttgaa agatggaagc gcgggtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 74

ES 2 690 386 T3
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<211> 86
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> BRI1 diana 2

<400> 74
gaaattaata cgactcacta taggtgaaac taaactggtc cacagtttta gagctagaaa

tagcaagtta aaataaggct agtccg

<210> 75

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Universal

<400> 75
aaaaaagcac cgactcggtg ccactttttc aagttgataa cggactagcc ttattttaac

ttge

<210> 76

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Plantillas para ARNcr

<400> 76
gaaattaata cgactcacta taggnnnnnn nnnnnnnnnn nnnngtttta gagctatget

gtttt

<210> 77

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ARNtracr

<400> 77
gaaattaata cgactcacta taggaaccat tcaaaacagc atagcaagtt aaaataaggc

tagtccg

<210> 78

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ARNtracr

<400> 78
aaaaaaagca ccgactcggt gccacttttt caagttgata acggactagc cttattttaa

cttgctatg
<210>79

<211> 20
<212> ADN

48

60

86

60

64

60

65

60

67

60

69



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 690 386 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 79
ctccatggtg ctatagagca 20

<210> 80

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 80
gagccaagct ctccatctag t 21

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 81
gccctgtcaa gagttgacac 20

<210> 82

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 82
gcacagggtg gaacaagatg ga 22

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 83
gccaggtacc tatcgattgt cagg 24

<210> 84

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 84
gagccaagct ctccatctag t 21

<210> 85

<211> 20
<212> ADN

49
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 85
actctgactg ggtcaccagce 20

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 86
tatttggctg gttgaaaggg 20

<210> 87

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 87
aaagtcatga aataaacaca ccca 24

<210> 88

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 88
ctgcattgat atggtagtac catg 24

<210> 89

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 89
gctgttcatt gcaatggaat g 21

<210> 90

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 90
atggagttgg acatggccat gg 22

<210> 91

<211> 28
<212> ADN

50
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 91
actcactatc cacagttcag catttacc

<210> 92

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 92
tggagatagc tgtcagcaac ttt 23

<210> 93

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 93
caacaaagca aaggtaaagt tggtaatag

<210> 94

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 94

28

ggtttcagga gatgtgttac aaggc 25

<210> 95

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 95

gattgtgcaa ttcctatgca atcggtc 27

<210> 96

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 96
cactgggtac ttaatctgta gcctc 25

<210> 97
<211> 23
<212> ADN

29

ES 2 690 386 T3
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 97
ggttccaagt cattcccagt age 23

<210> 98

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 98
catcactgca gttgtaggtt ataactatcc

<210> 99

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 99
ttgaaaacca cagatctggt tgaacc

<210> 100

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 100
ggagtgccaa gagaatatct gg 22

<210> 101

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 101
ctgaaactgg tttcaaaata ttcgttttaa gg

<210> 102

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 102
gctctgtatg ccctgtagta gg 22

<210> 103
<211> 22
<212> ADN

26

30

32

ES 2 690 386 T3

52



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 690 386 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 103
tttgcatctg accttacctt tg 22

<210> 104

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia diana de RGEN

<400> 104
aatgaccact acatcctcaa ggg 23

<210> 105

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia diana de RGEN

<400> 105
agatgatgtc tcatcatcag agg 23

<210> 106

<211> 4170

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia que codifica Cas9 en p3s-Cas9HC (humanizado, marcado en el extremo C, experimentos con

células humanas)

<400> 106
atggacaaga agtacagcat cggcctggac atcggtacca acagegtggg ctgggecegtg 60
atcaccgacg agtacaaggt gcccagcaag aagttcaagg tgctgggcaa caccgaccge 120

53



cacagcatca
gccacccgcece
tacctgecagg
ctggaggaga
aacatcgtgg

aagctggtgg
atgatcaagt
gtggacaagc
atcaacgcca
cgcctggaga
ctgatcgeee
gacgccaagce
cagatcggcg
ctgctgageg
atgatcaagc
cagcagctge
ggctacatcg
gagaagatgg
aagcagcgca
gccatecetge
gagaagatcc
cgcttcgect
gtggtggaca
aacctgceccca
tacaacgagc
agcggcgagce
gtgaagcagc
agcggegtgg
atcaaggaca
ctgaccctga
cacctgtteg

cgecectgagece

agaagaacct
tgaagcgcac
agatcttcag
gcttectggt
acgaggtggc
acagcaccga
tccgeggeca
tgttcatcca
gcggegtgga
acctgatcgc
tgagectggg
tgcagctgag
accagtacgc
acatcctgceg
gctacgacga
ccgagaagta
acggcggcege
acggcaccga
ccttegacaa
gccgcecagga
tgacctteceg
ggatgacccg
agggcgccag
acgagaaggt
tgaccaaggt
agaagaaggc
tgaaggagga
aggaccgcett
aggacttcct
ccectgttega
acgacaaggt

gcaagcttat

gatcggegece
cgcecgecge
caacgagatg
ggaggaggac
ctaccacgag
caaggccgac
cttectgatce
gctggtgeag
cgccaaggcce
ccagctgccece
cctgacceee
caaggacacc
cgacctgttc
cgtgaacacc
gcaccaccag
caaggagatc
cagccaggag
ggagctgctg
cggcagcatce
ggacttctac
catccectac
caagagcgag
cgcccagagce
gctgeccaag
gaagtacgtg
catcgtggac
ctacttcaag
caacgccagce
ggacaacgag
ggaccgcgag
gatgaagcag

caacggcatc
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ctgetgtteg
cgctacaccce
gccaaggtgg
aagaagcacg
aagtacccca
ctgcgcectga
gagggcgacc
acctacaacc
atcctgageg
ggcgagaaga
aacttcaaga
tacgacgacg
ctggccgeca
gagatcacca
gacctgaccce
ttcttegace
gagttctaca
gtgaagctga
ccccaccaga
cccttectga
tacgtgggcce
gagaccatca
ttcatcgage
cacagccectge
accgagggca
ctgctgttca
aagatcgagt
ctgggcacct
gagaacgagg
atgatcgagg
ctgaagcgcece

cgcgacaagce

acagcggcga
gccgcaagaa
acgacagctt
agcgccacce
ccatctacca
tctacctgge
tgaaccccga
agctgttega
ccecgectgag
agaacggcct
gcaacttecga
acctggacaa
agaacctgag
aggcccccect
tgctgaagge
agagcaagaa
agttcatcaa
accgcgagga
tccacctggg
aggacaaccg
ccetggeceg
ccccectggaa
gcatgaccaa
tgtacgagta
tgcgcaagcce
agaccaaccg
gcttcgacag
accacgacct
acatcctgga
agcgcctgaa
gcegcetacac

agagcggcaa

54

gaccgccgag
ccgcatctge
cttecacege
catcttegge
cctgcgcaag
cctggcceccac
caacagcgac
ggagaaccce
caagagccgce
gttcggcaac
cctggecgag
cctgetggec
cgacgccatc
gagcgccagce
cctggtgege
cggctacgece
gcccatcecctg
cctgctgege
cgagctgcac
cgagaagatc
cggcaacagc
cttcgaggag
cttcgacaag
cttcaccgtg
cgccttectg
caaggtgacc
cgtggagatc
gctgaagatc
ggacatcgtg
gacctacgece
cggetgggge

gaccatcctg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



gacttcctga
agcctgacct
cacgagcaca
gtgaaggtgg
atcgagatgg
atgaagcgca
gtggagaaca
gacatgtacg
atcgtgcccce
gacaagaacc
aactactggc
accaaggccg
ctggtggaga
accaagtacg
aagctggtga
taccaccacg
taccccaage
atgatcgcca
aacatcatga
ccecctgateg
gccacegtge
cagaccggcg
gcccgcaaga
tacagcgtgce
aaggagctgce
ttcctggagg
tacagccetgt
cagaagggca
cactacgaga
cagcacaagc
atcctggeeg
cccatcegeg
ccecgecgect
gaggtgctgg
gacctgagcce
tacccctacg

<210> 107

agagcgacgg
tcaaggagga
tcgeccaacct
tggacgagct
cccgcgagaa
tcgaggaggg
cccagetgea
tggaccagga
agagcttcct
gcggcaagag
gccagctget
agcegeggcegg
cccgecagat
acgagaacga
gcgactteeg
cccacgacgce
tggagagcga
agagcgagca
acttcttcaa
agaccaacgg
gcaaggtgct
gcttcagcaa
aggactggga
tggtggtgge
tgggcatcac
ccaagggcta
tcgagctgga
acgagctgge
agctgaaggg
actacctgga
acgccaacct
agcaggccga
tcaagtactt
acgccaccct
agctgggcgg

acgtgccecga

cttecgecaac
catccagaag
ggccggeage
ggtgaaggtg
ccagaccace
catcaaggag
gaacgagaag
gctggacatce
gaaggacgac
cgacaacgtg
gaacgccaag
cctgagecgag
caccaagcac
caagctgatc
caaggacttc
ctacctgaac
gttcgtgtac
ggagatcgge
gaccgagatc
cgagaccggce
gagcatgccce
ggagagcatc
ccccaagaag
caaggtggag
catcatggag
caaggaggtg
gaacggccge
cctgececage
cagccccgag
cgagatcatc
ggacaaggtg
gaacatcatc
cgacaccacc
gatccaccag
cgacggcggce

ctacgcctaa
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cgcaacttca
gcccaggtga
cccgccatca
atgggccegece
cagaagggcce
ctgggcagcce
ctgtacctgt
aaccgcectga
agcatcgaca
cccagcgagg
ctgatcaccc
ctggacaagg
gtggcccaga
cgcgaggtga
cagttctaca
gcegtggtgg
ggcgactaca
aaggccaccg
accctggcca
gagatcgtgt
caggtgaaca
ctgcccaagce
tacggcggcet
aagggcaaga
cgcagcagct
aagaaggacc
aagcgcatgce
aagtacgtga
gacaacgagc
gagcagatca

ctgagcgcect

cacctgttca ccctgaccaa cctgggegec
atcgaccgca agcgctacac cagcaccaag
agcatcaccg gtctgtacga gacccgcatc

tccggacctce caaagaaaaa gagaaaagta

tgcagctgat
gcggecaggg
agaagggcat
acaagcccga
agaagaacag
agatcctgaa
actacctgca
gcgactacga
acaaggtgct
aggtggtgaa
agcgcaagtt
ccggettcat
tcctggacag
aggtgatcac
aggtgcgcga
gcaccgcecct
aggtgtacga
ccaagtactt
acggcgagat
gggacaaggg
tcgtgaagaa
gcaacagcga
tcgacagccec
gcaagaagct
tcgagaagaa
tgatcatcaa
tggccagege
acttcctgta
agaagcagct
gcgagttcag

acaacaagca

55

ccacgacgac
cgacagcctg
cctgcagacc
gaacatcgtg
ccgcgagegce
ggagcaccece
gaacggccgce
cgtggaccac
gacccgcagce
gaagatgaag
cgacaacctg
caagcgccag
ccgcatgaac
cctgaagagce
gatcaacaac
gatcaagaag
cgtgcgcaag
cttctacage
ccgcaagcgce
ccgegactte
gaccgaggtg
caagctgatc
caccgtggcece
gaagagcgtg
ccccategac
gctgcccaag
cggcgagctg
cctggccage
gttegtggag
caagcgegtg

ccgcgacaag

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

4170



10

<211> 4194
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia que codifica Cas9 en p3s-Cas9HN (coddn humanizado, marcado en el extremo N (subrayado),

experimentos con células humanas)

<400> 107
atggtgtacc

gtagggatcc
ggtaccaaca
ttcaaggtge
ctgttcgaca
tacacccgcece
aaggtggacg
aagcacgagc
taccccacca
cgcctgatct
ggcgacctga
tacaaccagce
ctgagecgecece
gagaagaaga
ttcaagagca
gacgacgacc
gccgccaaga
atcaccaagg
ctgaccctge
ttcgaccaga

ttctacaagt

cctacgacgt
gaattccecgg
gcgtgggctg
tgggcaacac
gcggcgagac
gcaagaaccg
acagcttctt
gccaccccat
tctaccacct
acctggcect
accccgacaa
tgttcgagga
gcctgagcaa
acggcctgtt
acttcgacct
tggacaacct
acctgagcga
cceceectgag
tgaaggccct
gcaagaacgg

tcatcaagcce

gccegactac
ggaaaaaccg
ggcegtgatce
cgaccgecac
cgccgaggcec
catctgctac
ccaccgectg
cttcggcaac
gcgcaagaag
ggcccacatg
cagcgacgtg
gaaccccatce
gagccgecge
cggcaacctg
ggccgaggac
gctggcccag
cgccatcctg
cgccagcatg
ggtgcgccag
ctacgccgge

catcctggag
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gccgaattge
gacaagaagt
accgacgagt
agcatcaaga
acccgectga
ctgcaggaga
gaggagagct
atcgtggacg
ctggtggaca
atcaagttcc
gacaagctgt
aacgccagcg
ctggagaacc
atcgcecctga
gccaagcetge
atcggcgacc
ctgagcgaca
atcaagcgcet
cagctgceceg
tacatcgacg

aagatggacg

ctccaaaaaa
acagcatcgg
acaaggtgcc
agaacctgat
agcgcaccgce
tcttcagcaa
tcctggtgga
aggtggccta
gcaccgacaa
gcggceccactt
tcatccagcet
gcgtggacge
tgatcgecceca
gcectgggect
agctgagcaa
agtacgccga
tcectgegegt
acgacgagca
agaagtacaa
gcggcgecag

gcaccgagga

56

gaagagaaag
cctggacatc
cagcaagaag
cggegecetyg
ccgecgecge
cgagatggcc
ggaggacaag
ccacgagaag
ggccgacctg
cctgatcgag
ggtgcagacc
caaggccatc
gctgececegge
gacccccaac
ggacacctac
cctgttectg
gaacaccgag
ccaccaggac
ggagatcttc
ccaggaggag

gctgetggtyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



aagctgaacc
caccagatcc
ttcctgaagg
gtgggccccce
accatcaccce
atcgagcgca
agcctgetgt
gagggcatge
ctgttcaaga
atcgagtgcet
ggcacctacc
aacgaggaca
atcgaggagce
aagcgccgcece
gacaagcaga
aacttcatge
caggtgagcg
gccatcaaga
ggccgccaca
aagggccaga
ggcagccaga
tacctgtact
cgcctgageg
atcgacaaca
agcgaggagg
atcacccagce
gacaaggccg
gcccagatcee
gaggtgaagg
ttctacaagg

gtggtgggca

gcgaggacct
acctgggcega
acaaccgcga
tggceegegg
cctggaactt
tgaccaactt
acgagtactt
gcaagcccgce
ccaaccgcaa
tcgacagegt
acgacctgct
tcctggagga
gcctgaagac
gctacaccgg
gcggcaagac
agctgatcca
gccagggcga
agggcatcct
agcccgagaa
agaacagccg
tecctgaagga
acctgcagaa
actacgacgt
aggtgctgac
tggtgaagaa
gcaagttcga
gcttcatcaa
tggacagccg
tgatcaccct
tgcgcegagat

ccgeecctgat

gctgegcaag
gctgcacgee
gaagatcgag
caacagccgc
cgaggaggtg
cgacaagaac
caccgtgtac
cttectgage
ggtgaccgtg
ggagatcagce
gaagatcatc
catcgtgcetg
ctacgcccac
ctggggecge
catcctggac
cgacgacagc
cagcctgcecac
gcagaccgtg
catcgtgatc
cgagcgcatg
gcacccegtg
cggccgegac
ggaccacatc
ccgcagcegac
gatgaagaac
caacctgacc
gcgccagetg
catgaacacc
gaagagcaag
caacaactac

caagaagtac
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cagcgcacct
atcctgegece
aagatcctga
ttcgectgga
gtggacaagg
ctgcccaacg
aacgagctga
ggcgagcaga
aagcagctga
ggcgtggagyg
aaggacaagg
accctgaccce
ctgttcgacg
ctgagccgca
ttcctgaaga
ctgaccttca
gagcacatcg
aaggtggtgg
gagatggccc
aagcgcatcg
gagaacaccc
atgtacgtgg
gtgcecccaga
aagaaccgcg
tactggegece
aaggccgagce
gtggagaccc
aagtacgacg
ctggtgageg
caccacgccc

cccaagcetgg

tcgacaacgg
gccaggagga
ccttcecgecat
tgacccgcaa
gcgccagege
agaaggtgct
ccaaggtgaa
agaaggccat
aggaggacta
accgcttcaa
acttcctgga
tgttcgagga
acaaggtgat
agcttatcaa
gcgacggcett
aggaggacat
ccaacctggce
acgagctggt
gcgagaacca
aggagggcat
agctgcagaa
accaggagct
gcttcctgaa
gcaagagcga
agctgctgaa
gcggeggect
gccagatcac
agaacgacaa
acttccgcaa
acgacgccta

agagcgagtt

57

cagcatccecce
cttctaccce
ccectactac
gagcgaggag
ccagagctte
gcccaagcac
gtacgtgacc
cgtggacctg
cttcaagaag
cgccagcectg
caacgaggag
ccgcgagatg
gaagcagctg
cggcatcege
cgccaaccgce
ccagaaggcc
cggcagcccce
gaaggtgatg
gaccacccag
caaggagctg
cgagaagctg
ggacatcaac
ggacgacagc
caacgtgccce
cgccaagctg
gagcgagctg
caagcacgtg
gctgatcege
ggacttccag
cctgaacgee

cgtgtacgge

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
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gactacaagg
gccaccgceca
ctggccaacg
atcgtgtggg
gtgaacatcg
cccaagcgcea
ggcggetteg
ggcaagagca
agcagcttcg
aaggacctga
cgcatgctgg
tacgtgaact
aacgagcaga
cagatcagcg
agcgcctaca
ctgttcaccc
gaccgcaagce
atcaccggtce

<210> 108
<211> 4107
<212> ADN

tgtacgacgt
agtacttctt
gcgagatceg
acaagggccg
tgaagaagac
acagcgacaa
acagccccac
agaagctgaa
agaagaaccc
tcatcaagct
ccagcgccgg
tcctgtacct
agcagctgtt
agttcagcaa
acaagcaccg
tgaccaacct
gctacaccag

tgtacgagac

<213> Secuencia Artificial

<220>

gcgcaagatg
ctacagcaac
caagcgcccc
cgacttcgec
cgaggtgcag
gctgatcgec
cgtggecctac
gagcgtgaag
catcgacttc
gcccaagtac
cgagctgcag
ggccagccac
cgtggagcag
gcgegtgate
cgacaagccc
gggcgcccce
caccaaggag

ccgcatcgac
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atcgccaaga
atcatgaact
ctgatcgaga
accgtgcgcea
accggcggcet
cgcaagaagg
agcgtgetgg
gagctgctgg
ctggaggcca
agcctgtteg
aagggcaacg
tacgagaagc
cacaagcact
ctggccgacg
atccgcgage
gccgecttceca
gtgctggacg

ctgagccage

gcgagcagga
tcttcaagac
ccaacggcga
aggtgctgag
tcagcaagga
actgggaccc
tggtggccaa
gcatcaccat
agggctacaa
agctggagaa
agctggccct
tgaagggcag
acctggacga
ccaacctgga
aggccgagaa
agtacttcga
ccaccctgat

tgggcggcga

<223> Secuencia que codifica Cas9 en Streptococcus pyogenes

<400> 108
atggataaga

atcactgatg
cacagtatca
gcgactcegte
tatctacagg
cttgaagagt
aatatagtag

aaattggtag

aatactcaat
aatataaggt
aaaaaaatct
tcaaacggac
agattttttc
cttttttggt
atgaagttgc

attctactga

aggcttagat
tcegtctaaa
tataggggct
agctcgtaga
aaatgagatg
ggaagaagac
ttatcatgag

taaagcggat

atcggcacaa
aagttcaagg
cttttatttg
aggtatacac
gcgaaagtag
aagaagcatg
aaatatccaa

ttgcgcettaa

atagcgtcgg
ttectgggaaa
acagtggaga
gtcggaagaa
atgatagttt
aacgtcatcce
ctatctatca

tctatttgge

58

gatcggcaag
cgagatcacc
gaccggcgag
catgccccag
gagcatcctg
caagaagtac
ggtggagaag
catggagcgce
ggaggtgaag
cggccgcaag
gcccagcaag
ccccgaggac
gatcatcgag
caaggtgctg
catcatccac
caccaccatc
ccaccagagc

ctaa

atgggcggtg
tacagaccgce
gacagcggaa
tcgtatttgt
ctttcatcga
tatttttgga
tctgcgaaaa

cttagcgcecat

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4194

60

120

180

240

300

360

420

480



atgattaagt
gtggacaaac
attaacgcaa
cgattagaaa
ctcattgett
gatgctaaat
caaattggag
ttactttcag
atgattaaac
caacaacttc
ggttatattg
gaaaaaatgg
aagcaacgga
gctattttga
gaaaaaatct
cgttttgecat
gttgtcgata
aatcttccaa
tataacgaat
tcaggtgaac
gttaagcaat
tcaggagttg
attaaagata
ttaacattga
cacctctttg
cgtttgtcte
gattttttga
agtttgacat
catgaacata
gtaaaagttg
attgaaatgg

atgaaacgaa

ttegtggtca
tatttatcca
gtggagtaga
atctcattge
tgtcattggg
tacagctttc
atcaatatgc
atatcctaag
gctacgatga
cagaaaagta
atgggggagc
atggtactga
cctttgacaa
gaagacaaga
tgactttteg
ggatgactcg
aaggtgcttc
atgaaaaagt
tgacaaaggt
agaagaaagc
taaaagaaga
aagatagatt
aagatttttt
ccttatttga
atgataaggt
gaaaattgat
aatcagatgg
ttaaagaaga
ttgcaaattt
ttgatgaatt
cacgtgaaaa

tcgaagaagg

ttttttgatt
gttggtacaa
tgctaaageg
tcagecteecece
tttgacccect
aaaagatact
tgatttgttt
agtaaatact
acatcatcaa
taaagaaatc
tagccaagaa
ggaattattg
cggctctatt
agacttttat
aattccttat
gaagtctgaa
agctcaatca
actaccaaaa
caaatatgtt
cattgttgat
ttatttcaaa
taatgcttca
ggataatgaa
agatagggag
gatgaaacag
taatggtatt
ttttgccaat
cattcaaaaa
agctggtagce
ggtcaaagta
tcagacaact

tatcaaagaa

ES 2 690 386 T3

gagggagatt
acctacaatc
attctttetg
ggtgagaaga
aattttaaat
tacgatgatg
ttggcagcta
gaaataacta
gacttgactc
ttttttgatc
gaattttata
gtgaaactaa
ccccatcaaa
ccatttttaa
tatgttggtc
gaaacaatta
tttattgaac
catagtttgc
actgaaggaa
ttactcttca
aaaatagaat
ttaggtacct
gaaaatgaag
atgattgagg
cttaaacgtc
agggataagc
cgcaatttta
gcacaagtgt
cctgctatta
atggggcggce
caaaagggcc

ttaggaagtc

taaatcctga
aattatttga
cacgattgag
aaaatggcett
caaattttga
atttagataa
agaatttatc
aggctccect
ttttaaaagc
aatcaaaaaa
aatttatcaa
atcgtgaaga
ttcacttggg
aagacaatcg
cattggcgeg
ccccatggaa
gcatgacaaa
tttatgagta
tgcgaaaacc
aaacaaatcg
gttttgatag
accatgattt
atatcttaga
aaagacttaa
gccgttatac
aatctggcaa
tgcagctgat
ctggacaagg
aaaaaggtat
ataagccaga
agaaaaattc

agattcttaa

59

taatagtgat
agaaaaccct
taaatcaaga
atttgggaat
tttggcagaa
tttattggceg
agatgctatt
atcagcettca
tttagttcga
cggatatgca
accaatttta
tttgetgege
tgagctgcat
tgagaagatt
tggcaatagt
ttttgaagaa
ctttgataaa
ttttacggtt
agcatttcett
aaaagtaacc
tgttgaaatt
gctaaaaatt
ggatattgtt
aacatatget
tggttgggga
aacaatatta
ccatgatgat
cgatagttta
tttacagact
aaatatcgtt
gcgagagcegt

agagcatcct

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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gttgaaaata
gacatgtatg
attgttccac
gataaaaatc
aactattgga
acgaaagctg
ttggttgaaa
actaaatacg
aaattagttt
taccatcatg
tatccaaaac
atgattgcta
aatatcatga
cctctaatceg
gccacagtgce
cagacaggcg
gctcgtaaaa
tattcagtcce
aaagagttac
tttttagaag
tatagtcttt
caaaaaggaa
cattatgaaa
cagcataagc
attttagcag
ccaatacgtg
cccgetgett
gaagttttag
gatttgagtc

<210> 109
<211> 1368
<212> PRT

ctcaattgca
tggaccaaga
aaagtttcct
gtggtaaatc
gacaacttct
aacgtggagg
ctcgceccaaat
atgaaaatga
ctgacttceg
cccatgatge
ttgaatcgga
agtctgagca
acttcttcaa
aaactaatgg
gcaaagtatt
gattctccaa
aagactggga
tagtggttgce
tagggatcac
ctaaaggata
ttgagttaga
atgagctgge
agttgaaggg
attatttaga
atgccaattt
aacaagcaga
ttaaatattt
atgccactct

agctaggagg

<213> Secuencia Artificial

<220>

aaatgaaaag
attagatatt
taaagacgat
ggataacgtt
aaacgccaag
tttgagtgaa
cactaagcat
taaacttatt
aaaagatttc
gtatctaaat
gtttgtctat
agaaataggc
aacagaaatt
ggaaactgga
gtccatgccce
ggagtcaatt
tccaaaaaaa
taaggtggaa
aattatggaa
taaggaagtt
aaacggtcgt
tctgeccaage
tagtccagaa
tgagattatt
agataaagtt
aaatattatt
tgatacaaca
tatccatcaa

tgactaa

ES 2 690 386 T3

ctctatctcet
aatcgtttaa
tcaatagaca
ccaagtgaag
ttaatcactc
cttgataaag
gtggcacaaa
cgagaggtta
caattctata
gcegtegttg
ggtgattata
aaagcaaccg
acacttgcaa
gaaattgtct
caagtcaata
ttaccaaaaa
tatggtggtt
aaagggaaat
agaagttcct
aaaaaagact
aaacggatgce
aaatatgtga
gataacgaac
gagcaaatca
cttagtgcat
catttattta
attgatcgta

tccatcactg

attatctcca
gtgattatga
ataaggtctt
aagtagtcaa
aacgtaagtt
ctggttttat
ttttggatag
aagtgattac
aagtacgtga
gaactgcttt
aagtttatga
caaaatattt
atggagagat
gggataaagg
ttgtcaagaa
gaaattcgga
ttgatagtcc
cgaagaagtt
ttgaaaaaaa
taatcattaa
tggctagtge
attttttata
aaaaacaatt
gtgaattttc
ataacaaaca
cgttgacgaa
aacgatatac

gtctttatga

<223> Secuencia de aminoacidos de Cas9 de S.pyogenes

<400> 109

60

aaatggaaga
tgtcgatcac
aacgcgttcect
aaagatgaaa
tgataattta
caaacgccaa
tcgecatgaat
cttaaaatct
gattaacaat
gattaagaaa
tgttcgtaaa
cttttactct
tcgcaaacge
gcgagatttt
aacagaagta
caagcttatt
aacggtagct
aaaatccgtt
tccgattgac
actacctaaa
cggagaatta
tttagctagt
gtttgtggag
taagcgtgtt
tagagacaaa
tcttggagcet
gtctacaaaa

aacacgcatt

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

4107



Met

Gly

Lys

Gly

Lys

65

Tyr

Phe

His

His

Ser

145

Met

Asp

Asn

Lys

Leu

225

Leu

Asp

Asp

Leu

Asp

Trp

Vval

Ala

50

Arg

Leu

Phe

Glu

Glu

130

Thr

Ile

Asn

Gln

Ala

210

Ile

Ile

Leu

Asp

Phe
290

Lys

Ala

Leu

35

Leu

Thr

Gln

His

Arg

115

Lys

Asp

Lys

Ser

Leu

195

Ile

Ala

Ala

Ala

Leu

275

Leu

Lys

Val

20

Gly

Leu

Ala

Glu

Arg

100

His

Tyr

Lys

Phe

Asp

180

Phe

Leu

Gln

Leu

Glu

260

Asp

Ala

Tyr

Ile

Asn

Phe

Arg

Ile

85

Leu

Pro

Pro

Ala

Arg

165

Val

Glu

Ser

Leu

Ser

245

Asp

Asn

Ala

Ser

Thr

Thr

Asp

Arg

70

Phe

Glu

Ile

Thr

Asp

150

Gly

Asp

Glu

Ala

Pro

230

Leu

Ala

Leu

Lys

Ile

Asp

Asp

Ser

55

Arg

Ser

Glu

Phe

Ile

135

Leu

His

Lys

Asn

Arg

215

Gly

Gly

Lys

Leu

Asn
295

Gly

Glu

Arg

40

Gly

Tyr

Asn

Ser

Gly

120

Tyr

Arg

Phe

Leu

Pro

200

Leu

Glu

Leu

Leu

Ala

280

Leu

ES 2 690 386 T3

Leu

Tyr

25

His

Glu

Thr

Glu

Phe

105

Asn

His

Leu

Leu

Phe

185

Ile

Ser

Lys

Thr

Gln

265

Gln

Ser

Asp

10

Lys

Ser

Thr

Arg

Met

Leu

Ile

Leu

Ile

Ile

170

Ile

Asn

Lys

Lys

Pro

250

Leu

Ile

Asp

Ile

Val

Ile

Ala

Arg

75

Ala

val

Val

Arg

Tyr

155

Glu

Gln

Ala

Ser

Asn

235

Asn

Ser

Gly

Ala

Gly

Pro

Lys

Glu

60

Lys

Lys

Glu

Asp

Lys

140

Leu

Gly

Leu

Ser

Arg

220

Gly

Phe

Lys

Asp

Ile
300

61

Thr

Ser

Lys

45

Ala

Asn

val

Glu

Glu

125

Lys

Ala

Asp

val

Gly

205

Arg

Leu

Lys

Asp

Gln

285

Leu

Asn

Lys

30

Asn

Thr

Arg

Asp

Asp

110

Val

Leu

Leu

Leu

Gln

190

Val

Leu

Phe

Ser

Thr

270

Tyr

Leu

Ser

15

Lys

Leu

Arg

Ile

Asp

95

Lys

Ala

Val

Ala

Asn

175

Thr

Asp

Glu

Gly

Asn

255

Tyr

Ala

Ser

val

Phe

Ile

Leu

Cys

80

Ser

Lys

Tyr

Asp

His

160

Pro

Tyr

Ala

Asn

Asn

240

Phe

Asp

Asp

Asp



Ile

305

Met

Ala

Asp

Gln

Gly

385

Lys

Gly

Leu

Pro

Met

465

vVal

Asn

Leu

Tyr

Lys

545

Vval

Ser

Thr

Asn

Leu
625

Leu

Ile

Leu

Gln

Glu

370

Thr

Gln

Glu

Lys

Tyr

450

Thr

val

Phe

Leu

Val

530

Lys

Lys

Val

Tyr

Glu

610

Phe

Arg

Lys

val

Ser

355

Glu

Glu

Arg

Leu

Asp

435

Tyr

Arg

Asp

Asp

Tyr

515

Thr

Ala

Gln

Glu

His

595

Glu

Glu

val

Arg

Arg

340

Lys

Phe

Glu

Thr

His

420

Asn

val

Lys

Lys

Lys

500

Glu

Glu

Ile

Leu

Ile

580

Asp

Asn

Asp

Asn

Tyr

325

Gln

Asn

Tyr

Leu

Phe

405

Ala

Arg

Gly

Ser

Gly

485

Asn

Tyr

Gly

Val

Lys

565

Ser

Leu

Glu

Arg

Thr

310

Asp

Gln

Gly

Lys

Leu

390

Asp

Ile

Glu

Pro

Glu

470

Ala

Leu

Phe

Met

Asp

550

Glu

Gly

Leu

Asp

Glu
630

Glu

Glu

Leu

Tyr

Phe

375

val

Asn

Leu

Lys

Leu

455

Glu

Ser

Pro

Thr

Arg

535

Leu

Asp

Val

Lys

Ile

615

Met

Ile

His

Pro

Ala

360

Ile

Lys

Gly

Arg

Ile

440

Ala

Thr

Ala

Asn

Val

520

Lys

Leu

Tyr

Glu

Ile

600

Leu

Ile

Thr

His

Glu

345

Gly

Lys

Leu

Ser

Arg

425

Glu

Arg

Ile

Gln

Glu

505

Tyr

Pro

Phe

Phe

Asp

585

Ile

Glu

Glu
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Lys

Gln

330

Lys

Tyr

Pro

Asn

Ile

410

Gln

Lys

Gly

Thr

Ser

490

Lys

Asn

Ala

Lys

Lys

570

Arg

Lys

Asp

Glu

Ala

315

Asp

Tyr

Ile

Ile

Arg

395

Pro

Glu

Ile

Asn

Pro

475

Phe

Val

Glu

Phe

Thr

555

Lys

Phe

Asp

Ile

Arg
635

Pro

Leu

Lys

Asp

Leu

380

Glu

His

Asp

Leu

Ser

460

Trp

Ile

Leu

Leu

Leu

540

Asn

Ile

Asn

Lys

Val

620

Leu

62

Leu

Thr

Glu

Gly

365

Glu

Asp

Gln

Phe

Thr

445

Arg

Asn

Glu

Pro

Thr

525

Ser

Arg

Glu

Ala

Asp

605

Leu

Lys

Ser

Leu

Ile

350

Gly

Lys

Leu

Ile

Tyr

430

Phe

Phe

Phe

Arg

Lys

510

Lys

Gly

Lys

Cys

Ser

590

Phe

Thr

Thr

Ala

Leu

335

Phe

Ala

Met

Leu

His

415

Pro

Arg

Ala

Glu

Met

495

His

val

Glu

Vval

Phe

575

Leu

Leu

Leu

Tyr

Ser

320

Lys

Phe

Ser

Asp

Arg

400

Leu

Phe

Ile

Trp

Glu

480

Thr

Ser

Lys

Gln

Thr

560

Asp

Gly

Asp

Thr

Ala
640



His

Thr

Lys

Ala

Lys

705

His

Ile

Arg

Thr

Glu

785

Val

Gln

Leu

Asp

Gly

865

Asn

Phe

Lys

Lys

Glu

945

Lys

Leu

Gly

Gln

Asn

690

Glu

Glu

Leu

His

Thr

770

Glu

Glu

Asn

Ser

Asp

850

Lys

Tyr

Asp

Ala

His

830

Asn

Leu

Phe

Trp

Ser

675

Arg

Asp

His

Gln

Lys

755

Gln

Gly

Asn

Gly

Asp

835

Ser

Ser

Trp

Asn

Gly

915

Val

Asp

val

Asp

Gly

660

Gly

Asn

Ile

Ile

Thr

740

Pro

Lys

Ile

Thr

Arg

820

Tyr

Ile

Asp

Arg

Leu

900

Phe

Ala

Lys

Ser

Asp

645

Arg

Lys

Phe

Gln

Ala

725

Val

Glu

Gly

Lys

Gln

805

Asp

Asp

Asp

Asn

Gln

885

Thr

Ile

Gln

Leu

Asp
965

Lys

Leu

Thr

Met

Lys

710

Asn

Lys

Asn

Gln

Glu

790

Leu

Met

Val

Asn

Val

870

Leu

Lys

Lys

Ile

Ile

950

Phe

Val

Ser

Ile

Gln

695

Ala

Leu

Val

Ile

Lys

775

Leu

Gln

Tyr

Asp

Lys

855

Pro

Leu

Ala

Arg

Leu

935

Arg

Arg

Met

Arg

Leu

680

Leu

Gln

Ala

Val

Val

760

Asn

Gly

Asn

vVal

His

840

Val

Ser

Asn

Glu

Gln

920

Asp

Glu

Lys

Lys

Lys

665

Asp

Ile

val

Gly

Asp

745

Ile

Ser

Ser

Glu

Asp

825

Ile

Leu

Glu

Ala

Arg

905

Leu

Ser

Val

Asp

ES 2 690 386 T3

Gln

650

Leu

Phe

His

Ser

Ser

730

Glu

Glu

Arg

Gln

Lys

810

Gln

Val

Thr

Glu

Lys

890

Gly

Val

Arg

Lys

Phe
970

Leu

Ile

Leu

Asp

Gly

715

Pro

Leu

Met

Glu

Ile

795

Leu

Glu

Pro

Arg

Vval

875

Leu

Gly

Glu

Met

Val

955

Gln

Lys

Asn

Lys

Asp

700

Gln

Ala

Val

Ala

Arg

780

Leu

Tyr

Leu

Gln

Ser

860

Val

Ile

Leu

Thr

Asn

940

Ile

Phe

63

Arg

Gly

Ser

685

Ser

Gly

Ile

Lys

Arg

765

Met

Lys

Leu

Asp

Ser

845

Asp

Lys

Thr

Ser

Arg

925

Thr

Thr

Tyr

Arg

Ile

670

Asp

Leu

Asp

Lys

Val

750

Glu

Lys

Glu

Tyr

Ile

830

Phe

Lys

Lys

Gln

Glu

910

Gln

Lys

Leu

Lys

Arg

655

Arg

Gly

Thr

Ser

Lys

735

Met

Asn

Arg

His

Tyr

815

Asn

Leu

Asn

Met

Arg

895

Leu

Ile

Tyr

Lys

val
975

Tyr

Asp

Phe

Phe

Leu

720

Gly

Gly

Gln

Ile

Pro

800

Leu

Arg

Lys

Arg

Lys

880

Lys

Asp

Thr

Asp

Ser

960

Arg
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Glu Ile Asn Asn Tyr His His Ala His Asp Ala Tyr Leu Asn Ala Val
980 985 990

Val Gly Thr Ala Leu Ile Lys Lys Tyr Pro Lys Leu Glu Ser Glu Phe
995 1000 1005

Val Tyr Gly Asp Tyr Lys Val Tyr Asp Val Arg Lys Met Ile Ala Lys
1010 1015 1020

Ser Glu Gln Glu Ile Gly Lys Ala Thr Ala Lys Tyr Phe Phe Tyr Ser
1025 1030 1035 1040

Asn Ile Met Asn Phe Phe Lys Thr Glu Ile Thr Leu Ala Asn Gly Glu
1045 1050 1055

Ile Arg Lys Arg Pro Leu Ile Glu Thr Asn Gly Glu Thr Gly Glu Ile
1060 1065 1070

Val Trp Asp Lys Gly Arg Asp Phe Ala Thr Val Arg Lys Val Leu Ser
1075 1080 1085

Met Pro Gln Val Asn Ile Val Lys Lys Thr Glu Val Gln Thr Gly Gly
1090 1095 1100

Phe Ser Lys Glu Ser Ile Leu Pro Lys Arg Asn Ser Asp Lys Leu Ile
1105 1110 1115 1120

Ala Arg Lys Lys Asp Trp Asp Pro Lys Lys Tyr Gly Gly Phe Asp Ser
1125 1130 1135

Pro Thr Val Ala Tyr Ser Val Leu Val Val Ala Lys Val Glu Lys Gly
1140 1145 1150

Lys Ser Lys Lys Leu Lys Ser Val Lys Glu Leu Leu Gly Ile Thr Ile
1155 1160 1165

Met Glu Arg Ser Ser Phe Glu Lys Asn Pro Ile Asp Phe Leu Glu Ala
1170 1175 1180

Lys Gly Tyr Lys Glu Val Lys Lys Asp Leu Ile Ile Lys Leu Pro Lys
1185 1190 1195 1200

Tyr Ser Leu Phe Glu Leu Glu Asn Gly Arg Lys Arg Met Leu Ala Ser
1205 1210 1215

Ala Gly Glu Leu Gln Lys Gly Asn Glu Leu Ala Leu Pro Ser Lys Tyr
1220 1225 1230

Val Asn Phe Leu Tyr Leu Ala Ser His Tyr Glu Lys Leu Lys Gly Ser
1235 1240 1245

Pro Glu Asp Asn Glu Gln Lys Gln Leu Phe Val Glu Gln His Lys His
1250 1255 1260

Tyr Leu Asp Glu Ile Ile Glu Gln Ile Ser Glu Phe Ser Lys Arg Val
1265 1270 1275 1280

Ile Leu Ala Asp Ala Asn Leu Asp Lys Val Leu Ser Ala Tyr Asn Lys
1285 1290 1295

His Arg Asp Lys Pro Ile Arg Glu Gln Ala Glu Asn Ile Ile His Leu
1300 1305 1310

Phe Thr Leu Thr Asn Leu Gly Ala Pro Ala Ala Phe Lys Tyr Phe Asp
1315 1320 1325

Thr Thr Ile Asp Arg Lys Arg Tyr Thr Ser Thr Lys Glu Val Leu Asp
1330 1335 1340

Ala Thr Leu Ile His Gln Ser Ile Thr Gly Leu Tyr Glu Thr Arg Ile
1345 1350 1355 1360

Asp Leu Ser Gln Leu Gly Gly Asp
1365

64
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<210> 110
<211> 4221
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia que codifica Cas9 en pET-Cas9ON3T para la produccién de proteina Cas9 recombinante en E. coli

ES 2 690 386 T3

(codén humanizado; marca hexa-His y sefal de localizacion nuclear en el extremo N)

<400> 110
atgggcagca

gaattgcctce
aagaagtaca
gacgagtaca
atcaagaaga
cgcctgaage
caggagatct
gagagcttcce
gtggacgagg
gtggacagca
aagttccgeg
aagctgttca
gccagceggceg
gagaacctga
gccctgagece
aagctgcagce
ggcgaccagt
agcgacatcc

aagcgctacg

gccatcatca
caaaaaagaa
gcatcggcect
aggtgcccag
acctgatecgg
gcaccgcccg
tcagcaacga
tggtggagga
tggcctacca
ccgacaaggce
gccacttcct
tccagectggt
tggacgccaa
tcgeccaget
tgggcctgac
tgagcaagga
acgccgacct
tgcgecgtgaa

acgagcacca

tcatcatcat
gagaaaggta
ggacatcggt
caagaagttc
cgcectgetg
ccgecgcetac
gatggccaag
ggacaagaag
cgagaagtac
cgacctgcge
gatcgaggge
gcagacctac
ggccatcctg
gcecggegag
ccccaactte
cacctacgac
gttcctggece
caccgagatc

ccaggacctg

gtgtacccct
gggatcgaga
accaacagcg
aaggtgctgg
ttcgacagceg
acccgccgca
gtggacgaca
cacgagcgcce
cccaccatct
ctgatctacc
gacctgaacc
aaccagctgt
agcgcccgcece
aagaagaacg
aagagcaact
gacgacctgg
gccaagaacc
accaaggccce

accctgcetga

acgacgtgcce
acctgtactt
tgggctggge
gcaacaccga
gcgagaccge
agaaccgcat
gcttetteca
accccatctt
accacctgeg
tggcecctgge
ccgacaacag
tcgaggagaa
tgagcaagag
gcectgttegg
tcgacctgge
acaacctgct
tgagcgacgce
ccctgagege

aggcccectggt

65

cgactacgce
ccagggcgac
cgtgatcacc
ccgccacage
cgaggccace
ctgctacctg
ccgectggag
cggcaacatc
caagaagctg
ccacatgatc
cgacgtggac
ccccatcaac
ccgecgectg
caacctgatc
cgaggacgcc
ggcccagatc
catcctgcetg
cagcatgatc

gcgccagcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ctgcecegaga
atcgacggceg
atggacggca
cgcaccttceg
ctgegeegee
atcctgacct
gcctggatga
gacaagggcg
cccaacgaga
gagctgacca
gagcagaaga
cagctgaagg
gtggaggacc
gacaaggact
ctgaccctgt
ttcgacgaca
agccgcaagce
ctgaagagcg
accttcaagg
cacatcgcca
gtggtggacg
atggcccgeg
cgcatcgagg
aacacccagc
tacgtggacc
ccccagagct
aaccgcggcea
tggcgecage
gccgagegeg
gagacccgcec

tacgacgaga

agtacaagga
gcgccagceca
ccgaggagct
acaacggcag
aggaggactt
tcecgecatece
cccgcaagag
ccagcgccca
aggtgctgece
aggtgaagta
aggccatcgt
aggactactt
gcttcaacge
tcctggacaa
tcgaggaccg
aggtgatgaa
ttatcaacgg
acggcttcge
aggacatcca
acctggeegg
agctggtgaa
agaaccagac
agggcatcaa
tgcagaacga
aggagctgga
tcctgaagga
agagcgacaa
tgctgaacge
gcggectgag
agatcaccaa

acgacaagct

gatcttectte
ggaggagttc
gctggtgaag
catcccccac
ctacccecctte
ctactacgtg
cgaggagacc
gagcttcate
caagcacagc
cgtgaccgag
ggacctgctg
caagaagatc
cagcctggge
cgaggagaac
cgagatgatc
gcagctgaag
catccgegac
caaccgcaac
gaaggcccag
cagccccgec
ggtgatggge
cacccagaag
ggagctggge
gaagctgtac
catcaaccge
cgacagcatc
cgtgeccage
caagctgatc
cgagctggac
gcacgtggce

gatcecgegag
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gaccagagca
tacaagttca
ctgaaccgcg
cagatccacc
ctgaaggaca
ggcccectgg
atcaccccecct
gagcgcatga
ctgctgtacg
ggcatgcgca
ttcaagacca
gagtgcttcg
acctaccacg
gaggacatcc
gaggagcgcc
cgccgecget
aagcagagcg
ttcatgcagce
gtgagcggcc
atcaagaagg
cgccacaagc
ggccagaaga
agccagatcce
ctgtactacc
ctgagcgact
gacaacaagg
gaggaggtgg
acccagcgca
aaggccggcet
cagatcctgg

gtgaaggtga

agaacggcta
tcaagcccat
aggacctgct
tgggcgagcet
accgcgagaa
cccgeggcaa
ggaacttcga
ccaacttcga
agtacttcac
agcccgectt
accgcaaggt
acagcgtgga
acctgctgaa
tggaggacat
tgaagaccta
acaccggcetg
gcaagaccat
tgatccacga
agggcgacag
gcatcctgceca
ccgagaacat
acagccgcga
tgaaggagca
tgcagaacgg
acgacgtgga
tgctgacceg
tgaagaagat
agttcgacaa
tcatcaagceg
acagccgcat

tcaccctgaa

66

cgeccggctac
cctggagaag
gcgcaagcag
gcacgccatce
gatcgagaag
cagccgcette
ggaggtggtg
caagaacctg
cgtgtacaac
cctgagegge
gaccgtgaag
gatcagecgge
gatcatcaag
cgtgctgacce
cgcccacctg
gggcegectg
cctggactte
cgacagcctg
cctgcacgag
gaccgtgaag
cgtgatecgag
gcgcatgaag
cceccgtggag
ccgcgacatg
ccacatecgtg
cagcgacaag
gaagaactac
cctgaccaag
ccagctggtg
gaacaccaag

gagcaagctg

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
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gtgagcgact
cacgcccacg
aagctggaga
gccaagagcg
atgaacttct
atcgagacca
gtgcgcaagg
ggcggcttca
aagaaggact
gtgctggtgg
ctgctgggea
gaggccaagg
ctgttecgage
ggcaacgagc
gagaagctga
aagcactacc
gccgacgceca
cgcgagcagg
gccttcaagt
ctggacgcca
agccagctgg

<210> 111
<211> 1406
<212> PRT

tccgcaagga
acgcctacct
gcgagttcegt
agcaggagat
tcaagaccga
acggcgagac
tgctgagcat
gcaaggagag
gggaccccaa
tggccaaggt
tcaccatcat
gctacaagga
tggagaacgg
tggccctgee
agggcagccc
tggacgagat
acctggacaa
ccgagaacat
acttcgacac
ccctgatceca

gcggcgacta

<213> Secuencia Artificial

<220>

ctteccagttc
gaacgccgtg
gtacggcgac
cggcaaggcc
gatcaccctg
cggcgagatc
gccccaggtg
catcctgeece
gaagtacggce
ggagaagggc
ggagcgcagc
ggtgaagaag
ccgcaagege
cagcaagtac
cgaggacaac
catcgagcag
ggtgctgage
catccacctg
caccatcgac
ccagagcatc

a
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tacaaggtgc
gtgggcaccg
tacaaggtgt
accgccaagt
gccaacggcg
gtgtgggaca
aacatcgtga
aagcgcaaca
ggcttcgaca
aagagcaaga
agcttcgaga
gacctgatca
atgctggcca
gtgaacttcc
gagcagaagc
atcagcgagt
gcctacaaca
ttcaccctga
cgcaagcgct

accggtctgt

gcgagatcaa
ccctgatcaa
acgacgtgcg
acttcttcta
agatccgcaa
agggccgcega
agaagaccga
gcgacaagct
gccccaccgt
agctgaagag
agaaccccat
tcaagctgee
gcgecggega
tgtacctgge
agctgttcgt
tcagcaagcg
agcaccgcga
ccaacctggg
acaccagcac

acgagacccg

<223> Secuencia de aminoacidos de Cas9 (pET-Cas9N3T)

<400> 111

caactaccac
gaagtacccc
caagatgatc
cagcaacatc
gcgeccectg
cttcgecacce
ggtgcagacc
gatcgcecge
ggcctacage
cgtgaaggag
cgacttcctg
caagtacagc
gctgcagaag
cagccactac
ggagcagcac
cgtgatcctg
caagcccatce
cgcccecgec
caaggaggtg

catcgacctg

Met Gly Ser Ser His His His His His His Val Tyr Pro Tyr Asp Val

1

Pro Asp Tyr Ala

Glu Asn Leu Tyr
35

Ile Gly Thr Asn

5

20

40

10

25

15

Glu Leu Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Gly Ile

30

45

67

Phe Gln Gly Asp Lys Lys Tyr Ser Ile Gly Leu Asp

Ser Val Gly Trp Ala Val Ile Thr Asp Glu Tyr Lys

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4221



Val

65

Ile

Ala

Arg

Ala

Val

145

val

Arg

Tyr

Glu

Gln

225

Ala

Ser

Asn

Asn

Ser

305

Gly

Ala

Ala

Asp

Tyr

50

Pro

Lys

Glu

Lys

Lys

130

Glu

Asp

Lys

Leu

Gly

210

Leu

Ser

Arg

Gly

Phe

290

Lys

Asp

Ile

Pro

Leu

370

Lys

Ser

Lys

Ala

Asn

115

Val

Glu

Glu

Lys

Ala

195

Asp

val

Gly

Arg

Leu

275

Lys

Asp

Gln

Leu

Leu

355

Thr

Glu

Lys

Asn

Thr

100

Arg

Asp

Asp

val

Leu

180

Leu

Leu

Gln

Vval

Leu

260

Phe

Ser

Thr

Tyr

Leu

340

Ser

Leu

Ile

Lys

Leu

85

Arg

Ile

Asp

Lys

Ala

165

vVal

Ala

Asn

Thr

Asp

245

Glu

Gly

Asn

Tyr

Ala

325

Ser

Ala

Leu

Phe

Phe

70

Ile

Leu

Cys

Ser

Lys

150

Tyr

Asp

His

Pro

Tyr

230

Ala

Asn

Asn

Phe

Asp

310

Asp

Asp

Ser

Lys

Phe

55

Lys

Gly

Lys

Tyr

Phe

135

His

His

Ser

Met

Asp

215

Asn

Lys

Leu

Leu

Asp

295

Asp

Leu

Ile

Met

Ala

375

Asp

Val

Ala

Arg

Leu

120

Phe

Glu

Glu

Thr

Ile

200

Asn

Gln

Ala

Ile

Ile

280

Leu

Asp

Phe

Leu

Ile

360

Leu

Gln

Leu

Leu

Thr

105

Gln

His

Arg

Lys

Asp

185

Lys

Ser

Leu

Ile

Ala

265

Ala

Ala

Leu

Leu

Arg

345

Lys

vVal

Ser
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Gly

Leu

90

Ala

Glu

Arg

His

Tyr

170

Lys

Phe

Asp

Phe

Leu

250

Gln

Leu

Glu

Asp

Ala

330

Val

Arg

Arg

Lys

Asn

75

Phe

Arg

Ile

Leu

Pro

155

Pro

Ala

Arg

val

Glu

235

Ser

Leu

Ser

Asp

Asn

315

Ala

Asn

Tyr

Gln

Asn

60

Thr

Asp

Arg

Phe

Glu

140

Ile

Thr

Asp

Gly

Asp

220

Glu

Ala

Pro

Leu

Ala

300

Leu

Lys

Thr

Asp

Gln

380

Gly

68

Asp

Ser

Arg

Ser

125

Glu

Phe

Ile

Leu

His

205

Lys

Asn

Arg

Gly

Gly

285

Lys

Leu

Asn

Glu

Glu

365

Leu

Tyr

Arg

Gly

Tyr

110

Asn

Ser

Gly

Tyr

Arg

190

Phe

Leu

Pro

Leu

Glu

270

Leu

Leu

Ala

Leu

Ile

350

His

Pro

Ala

His

Glu

95

Thr

Glu

Phe

Asn

His

175

Leu

Leu

Phe

Ile

Ser

255

Lys

Thr

Gln

Gln

Ser

335

Thr

His

Glu

Gly

Ser

80

Thr

Arg

Met

Leu

Ile

160

Leu

Ile

Ile

Ile

Asn

240

Lys

Lys

Pro

Leu

Ile

320

Asp

Lys

Gln

Lys

Tyr



385

Ile

Ile

Arg

Pro

Glu

465

Ile

Asn

Pro

Phe

Val

545

Glu

Phe

Thr

Lys

Phe

625

Asp

Ile

Arg

Leu

Ile

705

Leu

Asp

Leu

Glu

His

450

Asp

Leu

Ser

Trp

Ile

530

Leu

Leu

Leu

Asn

Ile

610

Asn

Lys

val

Leu

Lys

630

Asn

Lys

Gly

Glu

Asp

435

Gln

Phe

Thr

Arg

Asn

515

Glu

Pro

Thr

Ser

Arg

595

Glu

Ala

Asp

Leu

Lys

675

Arg

Gly

Ser

Gly

Lys

420

Leu

Ile

Tyr

Phe

Phe

500

Phe

Arg

Lys

Lys

Gly

580

Lys

Cys

Ser

Phe

Thr

660

Thr

Arg

Ile

Asp

Ala

405

Met

Leu

His

Pro

Arg

485

Ala

Glu

Met

His

val

565

Glu

Val

Phe

Leu

Leu

645

Leu

Tyr

Arg

Arg

Gly

390

Ser

Asp

Arg

Leu

Phe

470

Ile

Trp

Glu

Thr

Ser

550

Lys

Gln

Thr

Asp

Gly

630

Asp

Thr

Ala

Tyr

Asp

710

Phe

Gln

Gly

Lys

Gly

455

Leu

Pro

Met

Val

Asn

535

Leu

Tyr

Lys

Vval

Ser

615

Thr

Asn

Leu

His

Thr

€95

Lys

Ala

Glu

Thr

Gln

440

Glu

Lys

Tyr

Thr

Val

520

Phe

Leu

Val

Lys

Lys

600

Val

Tyr

Glu

Phe

Leu

680

Gly

Gln

Asn

Glu

Glu

425

Arg

Leu

Asp

Tyr

Arg

505

Asp

Asp

Tyr

Thr

Ala

585

Gln

Glu

His

Glu

Glu

665

Phe

Trp

Ser

Arg
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Phe

410

Glu

Thr

His

Asn

Val

490

Lys

Lys

Lys

Glu

Glu

570

Ile

Leu

Ile

Asp

Asn

650

Asp

Asp

Gly

Gly

Asn

395

Tyr

Leu

Phe

Ala

Arg

475

Gly

Ser

Gly

Asn

Tyr

555

Gly

val

Lys

Ser

Leu

635

Glu

Arg

Asp

Arg

Lys

715

Phe

Lys

Leu

Asp

Ile

460

Glu

Pro

Glu

Ala

Leu

540

Phe

Met

Asp

Glu

Gly

620

Leu

Asp

Glu

Lys

Leu

700

Thr

Met

69

Phe

Val

Asn

445

Leu

Lys

Leu

Glu

Ser

525

Pro

Thr

Arg

Leu

Asp

605

val

Lys

Ile

Met

Val

685

Ser

Ile

Gln

Ile

Lys

430

Gly

Arg

Ile

Ala

Thr

510

Ala

Asn

Val

Lys

Leu

590

Tyr

Glu

Ile

Leu

Ile

670

Met

Arg

Leu

Leu

Lys

415

Leu

Ser

Arg

Glu

Arg

495

Ile

Gln

Glu

Tyr

Pro

575

Phe

Phe

Asp

Ile

Glu

655

Glu

Lys

Lys

Asp

Ile

Pro

Asn

Ile

Gln

Lys

480

Gly

Thr

Ser

Lys

Asn

560

Ala

Lys

Lys

Arg

Lys

640

Asp

Glu

Gln

Leu

Phe

720

His



Asp

Gly

Pro

Leu

785

Met

Glu

Ile

Leu

Glu

865

Pro

Arg

val

Leu

Gly

945

Glu

Met

Val

Gln

Ala

1025

Lys

Arg

Asp

Gln

Ala

770

val

Ala

Arg

Leu

Tyr

850

Leu

Gln

Ser

val

Ile

930

Leu

Thr

Asn

Ile

Phe

1010

Tyr

Leu

Lys

Ser

Gly

755

Ile

Lys

Arg

Met

Lys

835

Leu

Asp

Ser

Asp

Lys

915

Thr

Ser

Arg

Thr

Thr

995

Tyr

Leu

Glu

Met

Leu

740

Asp

Lys

val

Glu

Lys

820

Glu

Tyr

Ile

Phe

Lys

900

Lys

Gln

Glu

Gln

Lys

980

Leu

Lys

Asn

725

Thr Phe

Ser Leu

Lys Gly

Met Gly
790

Asn Gln
805

Arg Ile

His Pro

Tyr Leu

Asn Arg
870

Leu Lys
885

Asn Arg

Met Lys

Arg Lys

Leu Asp

950

ITle Thr
965

Tyr Asp

Lys Ser

Lys

His

Ile

775

Arg

Thr

Glu

vVal

Gln

855

Leu

Asp

Gly

Asn

Phe

935

Lys

Lys

Glu

Lys

Glu

Glu

760

Leu

His

Thr

Glu

Glu

840

Asn

Ser

Asp

Lys

Tyr

920

Asp

Ala

His

Asn

Leu
1000

Val Arg Glu Ile

1015

Ala Val Val Gly

1030

Ser Glu Phe Val Tyr

1045

Ile Ala Lys Ser Glu

Asp

745

His

Gln

Lys

Gln

Gly

825

Asn

Gly

Asp

Ser

Ser
905

Trp

Asn

Gly

Val

Asp

985

val

Asn

Thr
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730

Ile

Ile

Thr

Pro

Lys

810

Ile

Thr

Arg

Tyr

Ile

830

Asp

Arg

Leu

Phe

Ala

970

Lys

Ser

Asn

Gln

Ala

val

Glu

795

Gly

Lys

Gln

Asp

Asp

875

Asp

Asn

Gln

Thr

Ile

955

Gln

Leu

Asp

Lys

Asn

Lys

780

Asn

Gln

Glu

Leu

Met

860

Val

Asn

val

Leu

Lys

940

Lys

Ile

Ile

Phe
1

Ala

Leu

765

Vval

Ile

Lys

Leu

Gln

845

Tyr

Asp

Lys

Pro

Leu

925

Ala

Arg

Leu

Arg

Arg
005

Tyr His His

1020

Ala Leu Ile Lys

1035

Gly Asp Tyr Lys Val

1050

Gln Glu Ile Gly Lys

70

Gln

750

Ala

Val

Val

Asn

Gly

830

Asn

Val

His

Val

Ser

910

Asn

Glu

Gln

Asp

Glu

990

Lys

Ala

Lys

735

Val

Gly

Asp

Ile

Ser

815

Ser

Glu

Asp

Ile

Leu

895

Glu

Ala

Arg

Leu

Ser

975

Val

Asp

His

Tyr

Ser

Ser

Glu

Glu

800

Arg

Gln

Lys

Gln

val

880

Thr

Glu

Lys

Gly

Val

960

Arg

Lys

Phe

Asp

Pro

1040

Tyr Asp Val

1055

Ala Thr Ala
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1060 1065

Lys Tyr Phe Phe Tyr Ser Asn Ile Met Asn Phe
1075 1080

Thr Leu Ala Asn Gly Glu Ile Arg Lys Arg Pro
1080 1095

Gly Glu Thr Gly Glu Ile Val Trp Asp Lys Gly
1105 1110 1115

Val Arg Lys Val Leu Ser Met Pro Gln Val Asn
1125 1130

Glu Val Gln Thr Gly Gly Phe Ser Lys Glu Ser
1140 1145

Asn Ser Asp Lys Leu Ile Ala Arg Lys Lys Asp
1155 1160

Tyr Gly Gly Phe Asp Ser Pro Thr Val Ala Tyr
1170 1175

Ala Lys Val Glu Lys Gly Lys Ser Lys Lys Leu
1185 1190 1195

Leu Leu Gly Ile Thr Ile Met Glu Arg Ser Ser
1205 1210

Ile Asp Phe Leu Glu Ala Lys Gly Tyr Lys Glu
1220 1225

Ile Tle Lys Leu Pro Lys Tyr Ser Leu Phe Glu
1235 1240

Lys Arg Met Leu Ala Ser Ala Gly Glu Leu Gln
1250 1255

Ala Leu Pro Ser Lys Tyr Val Asn Phe Leu Tyr
1265 1270 1275

Glu Lys Leu Lys Gly Ser Pro Glu Asp Asn Glu
1285 1290

Val Glu Gln His Lys His Tyr Leu Asp Glu Ile
1300 1305

Glu Phe Ser Lys Arg Val Ile Leu Ala Asp Ala
1315 1320

Leu Ser Ala Tyr Asn Lys His Arg Asp Lys Pro
1330 1335

Glu Asn Ile Ile His Leu Phe Thr Leu Thr Asn
1345 1350 1355

Ala Phe Lys Tyr Phe Asp Thr Thr Ile Asp Arg
1365 1370

Thr Lys Glu Val Leu Asp Ala Thr Leu Ile His
1380 1385

Leu Tyr Glu Thr Arg Ile Asp Leu Ser Gln Leu

1395 1400 1

1070

Phe Lys Thr Glu Ile
1085

Leu Ile Glu Thr Asn
1100

Arg Asp Phe Ala Thr
1120

Ile Val Lys Lys Thr
1135

Ile Leu Pro Lys Arg
1150

Trp Asp Pro Lys Lys
1165

Ser Val Leu Val Val
1180

Lys Ser Val Lys Glu
1200

Phe Glu Lys Asn Pro
1215

Val Lys Lys Asp Leu
1230

Leu Glu Asn Gly Arg
1245

Lys Gly Asn Glu Leu
1260

Leu Ala Ser His Tyr
1280

Gln Lys Gln Leu Phe
1295

Ile Glu Gln Ile Ser
1310

Asn Leu Asp Lys Val
1325

Ile Arg Glu Gln Ala
1340

Leu Gly Ala Pro Ala
1360

Lys Arg Tyr Thr Ser
1375

Gln Ser Ile Thr Gly
1390

Gly Gly Asp

405

71
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de repeticiones palindromicas cortas interespaciadas agrupadas regularmente tipo Il (CRISPR)/proteina
asociada CRISPR 9 (Cas9) para introducir roturas bicatenarias en una secuencia de ADN diana en una célula de
mamifero, en la que el sistema CRISPR/Cas9 de tipo || comprende:

a. una proteina Cas9 con una sefal de localizacion nuclear (NLS), en la que el NLS esta en el extremo C, o un acido
nucleico que codifica la proteina Cas9; y

b. un ARN guia monocatenario que comprende una porcion de ARN CRISPR (ARNcr) fusionada a una porcion
ARNCcr trans-activadora (ARNtracr).

2. El sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il de la reivindicacion 1, en el que la proteina Cas9 es de Streptococcus
pyogenes.

3. El sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il de la reivindicacion 1 6 2, en el que el ARN guia monocatenario es un ARN
transcrito in vitro.

4. El sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la secuencia del ADN
diana es una secuencia genodmica localizada en su sitio endégeno en el genoma de la célula de mamifero.

5. El sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la célula de mamifero es
una célula humana.

6. El sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el acido nucleico que
codifica la proteina Cas9 esta optimizado por codén para la expresion en células humanas.

7. El sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la secuencia de ADN
diana consiste en 20 nucledtidos complementarios a la porcion ARNcr del ARN guia monocatenario y un
trinucledtido motivo adyacente de protoespaciador (PAM), y en donde PAM consiste en el trinucledtido 5'-NGG-3'.

8. Un sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para su uso en
la escision de un ADN diana en una célula de mamifero.

9. Un sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para su uso en
terapia génica.

10. Un método in vitro para introducir una rotura bicatenaria especifica de sitio en una secuencia de ADN diana en
una célula de mamifero, comprendiendo el método introducir en la célula de mamifero el sistema CRISPR/Cas9 Tipo
Il de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

11. Un método in vitro para introducir una ruptura de cadena doble especifica de sitio en una secuencia de ADN
diana en una célula de mamifero, comprendiendo el método introducir en la célula de mamifero:

a. una proteina Cas9 con una sefial de localizacion nuclear (NLS), en la que la NLS esta en el extremo C, o un acido
nucleico que codifica la proteina Cas9; y

b. un ARN guia monocatenario que comprende una porcion de ARN CRISPR (ARNcr) fusionada a una porcion
ARNCcr trans-activadora (ARNtracr).

12. El método de la reivindicacion 11, en el que el acido nucleico que codifica la proteina Cas9 se introduce en la
célula de mamifero antes de introducir el ARN guia monocatenario en la célula de mamifero.

13. El método de las reivindicaciones 10, 11 6 12, en el que la célula de mamifero es una célula humana.
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[Fig. 1b]

sitio de
diana

Kan®

Cas9: - + - + - + - 4
ARN guia: - - + + - - + +
secuencia diana: - - - - + + + +

mellado:

g P linealizado:
+—— super-enrrollado:

circular : h
O e B9 e WY oy

'W'-r'" "--M’ W E&M Hﬂd ‘:*i"w! tn* e «—— 5.4 kbp
linealizado +—— 3.7 kbp
«—— 1.7kbp
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[Fig. 2a]
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[Fig. 2b|
Solo informador Informador + ARN guia
y ,_ et RSt
10+ / 00% 105, ;/’ 0.0%
{ / 1

102 _
2100100 105 102 10°__ 104 10°
eGFP eGFP
~ Informador + Cas9 Informador + Cas9 + ARN gma

107105 q0* 10 e 100 10° 108
eGFP eGFP
[Fig. 3a]
CCRS5
ADN plasmidico: Vacio Cas9
ARN guia

Inserciones-deleciones (%) 13 39 51

7,3% (7/96) mutado

CGGAGCCCIG\.CML CiRa WT

CAaAT CIA["' A:;L: CAATTA
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[Fig. 3b]

C4BPB

ADN plasmidico: Vacio Cas9

ARN guia: - -

Inserciones-deleciones (%)

14

8,3% (4/48) mutado

v

TRIGTGORATGACCACTACATCCT --CAAGOGCAGCART

CGGAGCCAG  WT

TATGTGURATGACCACTACAT O -LAAGACAGCARTCGGAGCCAG 41

TATGTGUAATGACCACTRCATCCTCTLARGACAGCARTCOGAGCCAG  +2
B GAGCCAG -30
TATGTGUEET A~ mee 180 bp=mmmmmmme———e—————- -180
[Fig. 4a]
ank

TGACATCBATTATTATACATCGG CCRS5
TGACATCRATTATTATAGATgGa ADCY5S
TGACATCACTTATTATGCATGGG KCNJ6
TGACATaAATTATTCTACATGGG CNTNAP2
TGAaATCAATTATCATAGATCGG Chr.5 N/A
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[Fig. 4¢c]
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[Fig. 5a]
Foxn1
M | “EXUI'I 2 F

Cebador Cebador

- (T6... ccm&mcucccrsncr'ae[ -3
3-GAC... GGTCCGAGGTGGECTGACCTCCC -5

TS

SgRNA 5. GGCCAGGCUCCACCCGACUGGAGUUUUAGAGCUAGA

S THEA

GAGccncesusmmeuxmuwusccusnucewumw caay”
Nl e e

UCGGUGCULUUULLY- 3 L emy

[Fig. 5b]

WT 2104 2105 #106 2108 #1090 #110 #111 #112 #144
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[Fig. 5c¢]
WT ¥
ACTTCCAGGCTCCACCCGACT GGAGGGCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG
#108 .
ACTTCCAGGCTCC-==evmnen ==a-- 44bp ----------------------- -44 (X6)
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC ===mmmmsmmmmmmcancnnns CTCATGCAGG -23 (X2)
ACTTCCAGGCTCCACCC- === =mmmmmcmcan CAAGGGGACCTCATGCAGG -17 (Xl)
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC'@GAﬁﬁ_ﬁgCGAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG (X1)
N
ACTTCEAGGCTCCACCCGAC]':-LYEGA@__G@CGMCCCCAAGGGGAECTCATGEAGG i+ (X2)
ACTTCCAGGCTCCACCCG===vemunn== AACCCCAAGGGGACCTCATGCAGGG -11 (X6)
#114 ;
ACTTCCAGGCTCCACCCGACT == ===+ CACTATCTTCTGGGLTCCTCCATGIK -6 (25 (X3)
ACTTCCAGGCTCCACCC-=== =mmmmmcnnnaa- CAAGGGGACCTCATGCAGG -17 (X6)
ACTTCCAGGCTCCACCCGAC =wwmw=- GAACCCCAAGGGGACCTCATGCAGG -8 (X1)
[Fig. 5d]
Parenteral
Wro#8 1 2 3 4 5 & 7 8
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[Fig. 6]
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[Fig. 7a]

Inyeccidon pronuclear
WT #0 #10 #11#12 #13 #14 #1656 #16 17 M8

1

proteina Cas9 ARNSsg Embriones Mutantes
(nM) (n) analizados (%)
2 4 20 3 (15%)
20 40 15 5 (33%)
200 400 17 | 15 (88%)
[Fig. 7b]
Inyeccién intra—citoplésmica

_WT #
W}"iﬁf;."-'h\‘-'-_':::.-\.".-'-"'-..-.- 2R

proteina Cas9 ARNsg Embriones Mutantes
(nM) (nM) analizados (%)

2 - 18 1 (6%)

20 40 19 8 (32%)

200 400 14 10 (71%)
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[Fig. 7¢]

92 Te30%
T 921V  OYDOIWDIIOYIODINYIODIYYIDIIIY = = o e o e e
T 8TV  OWODIWDL -~ -~ === mmmmmmm e DOYDDIDOIYIDLLOY
4 GV OYIOINWDIIOVOOOONYD0DINYIH0 - - -~ YOD0IEDIIDOINIILIOY
T 9V OYDOIYDIIOVODOINYDODIVYIII- -~ - ~¥O000EIDIDNITIDLLOY

01 T+ ¥DOIL¥DLOOYO00OWYID0OVYOI0SOWIOLLIOVOI0IYIDIDNOYIILLOY
1 T+  WOOLVDIOONO99OWYI00OVYIDIOIN OO0 L OV 200D IDOOYIIL IOV
T IV OYDOINDIOOVIOOINYIODIVYIOIOOY -~ LOVOO0O¥IOIOOONIOLIOY
1 [+€V  ¥DOIYDIOOYO099¥YI00INYIN00OWIN- - FHD00IEIDI0DNIILLIY
€ IV OYIOIYDIOOVO09ONYINIIN -~~~ -~ - -~ ~¥D0D¥IDIDONIDLIOY
T LIV D¥IOIVILIIYO0DIYYD- === m e D0IWDDLIDNIILIOY
T 61V  D0D9IVDIIOVODINY ~~~ == === === = == = == = OO DIDOONIIL IOV
1 027  OVDOIEDLIOVIDIOTY == = o mm e e OYDDIDOMNIILLIOY
A 81V OYIOIDLOOVIOONY ==~ m === mm = mm e D0DOVYIOONIILLOY

IM  OYDIOIVDLOOYOOOINYO0DOVYONS OO LOYD 000D DIOOINDOLIOY
U uoHquy  sauoldglap BIO2UaN2ag

-S9U01043SU|

84



ES 2 690 386 T3

[Fig. 8]
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[Fig
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[Fig. 10a]
CCR5#4

ARNSsg . 100(28) 10(28) 30(88) 100(298) 50(15) g (UM)
Proteina Cas9 225(14) . 225(14) 75(45) 225(14) - b (UM)

Plasmido Cas9 . . . . ) g

48 18 38 47 insercion-delecion (%)

ARNsg - 100(29) 50(15)  wo(uM)
Proteina Cas9 225(14) - 225(14) 75(45) 225(14) - bg (M)

Plasmido Cas9

12 30 33 43 insercion-delecion (%)

ARNcr . 40(29) 20(15) g (M)

ARNtracr . 80(29) 40(1%) g (uM)

Proteina Cas9 275(14) . 225(14) - 1a (M)
Plasmido Cas9 - : - 5 Hg

a4 42 insercién-delecion (%)
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[Fig. 10b]
CCR5#
Proteina Cas9 45(14) - 15(45) - g (M)
ARNsg - 60(87) 13(19) 32(48) B(12) 20(28) 50(73) - MO(uM)
plasmido ARNsg . . - . - - - i g
plasmido Cas9 . . . . . . . 1 1g
insercion-delecién (%) 27 B3 33 51 57 32
Proteina Cas9  45(14) .  45(14) 1545) vo(M)
ARNsg . BO(67) B(BT) 20(29) yg(uM)

insercién-delecion (%) N 51
[Fig. 10c]
CCRS
Y

CAATCTATGACATCAATTATTATA-CATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAA WT
CAATCTATGACATCAATTATTAT <= =~ ~ CGGAGCCCTGCCAAAAAATCAA -4
CAATCTATGACATCAATTAT - - - - -CATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAA -4
CAATCTATGACATCAATTAT -~~~ -=- CGGAGCCCTGCCAAAAAATCAA -7
CAATCTATGACATCAATTATTAT - ~-CATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAA -1
CAATCTATCACATCAATTATTATAACATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAA +1
CAATCTATGACAA-~- -~ ~-=mcnmvn-nn GAGCCCTGCCAAAAAATCAA  ~17,+1

[Fig. 10d]

ABCC11

Proteina Cas9 - 15(45) Mg (uM)

ARNsg - 20(28)  pg(uM)

insercion-delecion (%) 35
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[Fig. 10e]
ABCC11
v
TTCTCAAGGCAGCATCATACTTCCCCCACGGTGGGACAGCTGCCCTCCCTGG  WT
TTCTCAAGGCAGCATCATACTTCC- - - - - CTGGGACAGCTGCCCTCCCTGE -6
TTCTCAAGGCAGCATCATACTTC- - -CACGGTGGGACAGCTGCCCTCCCTGE -3
TTCTCAAGGCAGC= == == == =mmvmem e mmmeenmanns TGCCCTCCCTGE  -29
TTCTCAAGGCAGCATCATACTT === = = mmwmmm e mmmemea CCCTCCCTGGE  -20
TTCTCAAGGCAGCATCATACTT =~ e mmamms mmmm e CCCTCCCTGE  -20
TTCTC=n=n eenenmsnmenecsenmanunnanuuennnaneanmananns -256
[Fig. 11]
T7E1: ) +)

Proteina Cas9 : (=) 20 60 (=) 20 60 (ug)

24 hrs

70 50 INSERCION-DELECION (%)

72hrs
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[Fig. 12]
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[Fig. 13]
Cas9 — + = = = + =
Cas9-9R4L — — + — — — +
ARNsg = - = P - -
sgRNA-9R4L - o — o— o+ — +
CCR5

Insercion-Delecién (%) 9
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[Fig. 14a]
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[Fig. 15a]
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[Fig. 16a]

[Fig. 16b]
AAVSTlocus

A A A
AS1 AS2 AS3
[Fig. 16¢]
v o _
@. T 3 Corte de cadena inferior Corte de cadena superior
e | —_—
3- {50

A @_—__@

Ambos cortes de cadena
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[Fig. 16d]
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[Fig. 17a]
% Plasmido vacio ®(Cas9-D10A ®ECasO-WT

’3-301 G-gl 0:1 1 10 1?0 Inserciones-deleciones (%)

GAACCTGAGCTGCTCTGACGLGG

e P e )

TTGGCAGGGGGTGGGAGGGARGE

R BN e S T I

S e GGGAGGGAGAGCTTGGCAGGEGE
SN TE—— — GATGGAGCCAGAGAGGATCCLGE.

R B e CCTGCCAAGCTCTCCCTCCCaGG
ST

S6 e e g e, CTCCCTCCCAGGATCCTCTCLGE

AST P CCTCTAAGGTTTGCTTACGALGG

AS2 G6GTTCTGGCAAGGAGAGAGALGG

AS3 mEEROnEE TCTAACCCCCACCTCCTGTT2GG

S1+AS2 EEnE

S1+AS3

R T A e eE . Saliente 5’

SRS R P

e R e O

S3+AS2

S5+AS2

Saliente 3’

S6+AS? EEmEmmE
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[Fig. 17b]
©Plasmido vacio MCas¢-D10A+S2+AS2  #Casd-WT + 52

Inserciones-deleciones (%) 0.001 0.01 0.1 1 10 100

TTGGCAGGGGGTGGGAGGGA_&_GE
TTGGCAGGGGGTGGGAGGGAL GG
TTGATAGGGGGTGGGAGGGAL GG
0001 001 0. 1 10 100
GGGAGGGAGAGCTTGGCAGGEGE
GGGAHGAIEAGCTTGGCAGGEGE
GATRAATHAGAGCTTGGCAGGLEE.
i Plasmido vacio ECas3-D10A + S2+ AS2
§Cas0-D10A + S3 + AS2 Casd-WT +AS2
0.001 001 0.1 1 10 100
i —_ LR S SR P
SIS :‘ o

CTCCCTCCCAGGATCCTCTCEEG ON

CTCCCTCCCAGGATCCTqCRacG  AS20f:1 |
[drcdaiedoaceaTcCTCTCacE  AS201H6

crecdiecafbrectercacs As2ono i
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[Fig. 18a
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[Fig. 18b]
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[Fig. 18¢]
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[Fig. 18d]

Cas9-D10A

AS1+51

S1

AS51+81 AS1

51

vacio

AS1

-

Inserciones-deleciones (%)

102



ES 2 690 386 T3

[Fig. 19]
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[Fig. 20
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[Fig. 20b]
Cas9-WT

AS2
Vector
S2 L7 L6 L5 L4 L3 L2 L1 vacio

Cas9-D10A

AS2

Vector

vacio S2 L7 L6 L5 L4 L3 L2 L1
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[Fig. 20d]
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[Fig. 21a]

(1140 W/N)
¢-¢Q euelp ap e1an4

(61142 LSAYY)
euelp ug

(9140 Lsayw)
L-€S euelp ap eian4

(Z13Y2 9OHMT 1)
L-H0O ZSV sonis

107



ES 2 690 386 T3

[Fig. 21b]
F ACTIVO
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.é..........
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[Fig. 21c]
AS2 off-1 (ARNsg AS2 + S3)

Cas9-WT  Cas9-D10A Vacio

FF RR FF RR FF RR

Translocacién

Control internol

S3 off-1 (ARNsg AS2 + S3)

Cas9-WT Cas8-D10A Vacio
FF RR FF RR FF RR

Translocacion

Control interno

S3 off-3 (ARNsg AS2 + S3)

Cas9-WT Cas9-D10A Vacio
FF RR FF RR FF RR

Translocacioén

Control interno -
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[Fig. 22a]
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[Fig. 22b]
A B C D
L e T
T7E1
A B8 C D
BTN, SN
RGEN-
RFLP
[Fig. 23]

Secuencia diana del plasmido
AATGACCACTACATCCT---CAAGGG WT
AATGACCACTACATCCTIL - JCAAGGG 11
AATGACCACTACATCCTL T-|CAAGGG 12
AATGACCACTACATCCT[LTTICAAGGG I3
AATGACCACTACATCCT----AAGGG D1
AATGACCACTACATCCT ==~~~ AGGG D2
AATGACCACTACATCCT-----~ GGG D3

D3

e SO
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[Fig. 24a]
1 i+ -
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#2 (+-)
TATGTGC m?:;‘c:nv“:ﬁ::‘::‘ﬂ:;lsmcw TCGGAG  WT
TATCTCCPATCACCATTACAT Ce m o me cwn S BATOGEAG =12
#5 (+1-) v
TATGIGORATCACCACTACATCOTCASBOGCASCAATCGEAS WY
TATGTGCRATGACCACTACAT - =~ =~ =jo=~CAGCRATCGEAG -9
HO {+/.) v
TATCIGCOAATSACCACTACATCCTCAAGOOCAGCARICSEGAG WY
TATGIGERATCACCACTACAT Lo e Junn=AGCARTCGGAG -8
#12 (1)
e e e e wmmCRGCARTCGE  ~36

_**:ca::;.':-mcaz (< fs?bp@cmﬁca:ﬁcm +67

#28 (1)
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Py ¥ (e icte 1Y (ot Toler Toy g Toh ' 1 IONUR— ~94
[Fig. 24b]
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[Fig. 25a]
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" RGEN-RFLP
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[Fig. 25b]
0 5§ 10 20 40 80 100 ADN del clon mutante %

Insercion-delecion (%) 3 6 17 45 90 100

@ RGEN-RFLP

Insercion-delecion (%) 3 7 12 18 21 18

[Fig. 25¢]
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[Fig. 26b]
Fundador n°.

1 3 4 5 6 8 1

B B e S TR A
= .ttgc.‘i:}:fl ?Q;y'& i -;'*-.I.-lﬁi.;-s,; ot

oy

(Fig. 27]
CCRS-ZFN GTCATCCTCATCLTGATRAACTGCAAAAGGCTGA

Sitio diana-RGEN-RFLP

RGEN-RFLP T7E1
- + - + CCRS-ZFN

P

Insercion-delecion (%) 11 12
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[Fig. 28]
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[Fig. 29a]
HelLa HCT116
RFLP con ARN

especifico de WT

RFLP con ARN
especifico de mutante

Hela
ACTACCACAGCTCCTTCTCTGAGTGG tipo natural

HCT116

ACTACCACAGCTCCTTCTCTGAGTIGG tipo natural
ACTACCACAGCTCCT---CTGAGTGG ¢.133-135 del TCT
[Fig. 29b]

Hela A549

RFLP con ARN
especifico de WT
GTAGTTGGAGCTGHCEGCGTAGG

RFLP con ARN
especifico de mutante
GTAGTTGGAGCT@EEEGCGT@

Hela
GTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGG wild-type

A549
GTAGTTGGAGCTEGTGGCGTAGG c.34G>A
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[Fig. 30a]
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[Fig. 30b]
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[Fig. 30c]
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Fig. 30d]
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[Fig. 31a]
KRAS

HelLa
GTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGG Tipo natural

A549
GTAGTTGGAGCTaGTGGCGTAGG ¢.34G>A

HelLa A549
RFLP con ARN '
especifico de WT

GTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGG

RFLP con ARN
especifico de mutante

GTAGTTGGAGCTEGTGGCGTAGG
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[Fig. 31b]

e o S

gy gow fow] guw

Pl

YNYLoRL/6Se)

wopm o owow -

VYNY0EL/6SED

8
8
8
8

€

(1

4

[

v W
S uw
9 w
"
g w

S
o
Lui

99V 19D 19EL)OVI9LLIOVLD

.

9OV 1929FILOEILIOVIOLLOVLD
99V 19)99PPELIOVIDLLOVLD

e e

99V 19299.1F81)9v991 19V 19

s =

(V<OPE D) SYHM NYV euelq

95V 19J¥P199139V99L1OYV1D

—

99Y19399.[FD1I9V99L1OVLD

i o

59Y19399199139Y99L19VLD

(LM) LMSVY¥M NYV euelq

122



ES 2 690 386 T3

[Fig. 32a]
PIK3CA

Hel.a
CAAATGAATGATGCACATCATGG Tipo natural

HCT116
CAAATGAATGATGCACATCATGG Tipo natural
CAAATGAATGATGCACETCATGG C.3140A>G

Hela HCT116

RFLP con ARN
especifico de WT

CAAATGAATGATGCACATCATGG

RFLP con ARN
especifico de mutante

CAAATGAATGATGCACgTCATGG
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[Fig. 32b]
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[Fig. 33a]
IDH1

Hela
ATCATAGGTCGTCATGCTTATGG Tipo natural

HT1080

ATCATAGGTCGTCATGCTTATGG Tipo natural
ATCATAGGTERTCATGCTTATGG ¢.394C>T

HeLa HT1080

PCR

RFLP con ARN
especifico de WT

ATCATAGGTCGTACTGCTTATGE — wsmms wemome <—

S—

RFLP con ARN
especifico de mutante

ATCATAGGTEIGTATTGCTTATGG - <—
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[Fig. 33b]
PIK3CA

Hel.a
CAAATGAATGATGCACATCATGG Tipo natural

HCT116
CAAATGAATGATGCACATCATGG Tipo natural
CAAATGAATGATGCA(ETCATGG C.3140A>G

HeLa HCT116

PCR

RFLP con ARN
especifico de WT

CAAATGAATGATGTACATCATGG

RFLP con ARN
especifico de mutante

CAAATGAATGATC@TCALG_G

126



ES 2 690 386 T3

[Fig. 33¢]

NRAS

HelLa
CTGGACAAGAAGAGTACAGTGCC Tipo natural

HT1080

CTGGACAAGAAGAGTACAGTGCC Tipo natural
CTGGAZAAGAAGAGTACAGTGCC ¢.181C>A

HeLa HT1080

PCR

RFLP con ARN
especifico de WT

CTGGACAAGAAGAGTACAGTGCC

RFLP con ARN
especifico de mutante

CTGGA2AAGAAGAGTACAGTGCC
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[Fig. 33d]
BRAF

Hela
ACTCCATCGAGATTTCACTGTAG Tipo natural

HT29

ACTCCATCGAGATTTALLTGTAG (c.1799T>A)

HelLa HT29
PCR

RFLP con ARN
especifico de WT

ACTCCATCGAGATTTCACTGTAG

RFLP con ARN
especifico de mutante

ACTCCATCGAGATTTALLTGTAG
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