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DESCRIPCION
Proteinas de unién a ADN inducibles y herramientas de perturbacion genémica y aplicaciones de las mismas
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad a reivindica beneficio de las solicitudes de patente provisionales de Estados Unidos
n.2 61/675778 presentada el 25 de julio de 2012, 61/721283 presentada el 1 de noviembre de 2012, 61/736465
presentada el 12 de diciembre de 2012, 61/794458 presentada el 15 de marzo de 2013 y 61/835973 presentada el 17
de junio de 2013 tituladas INDUCIBLE DNA BINDING PROTEINS AND GENOME PERTURBATION TOOLS AND
APPLICATIONS THEREOF.

También se hace referencia a la solicitud provisional de Estados Unidos n.2 61/565171 presentada el 30 de noviembre
de 2011 y las solicitudes de Estados Unidos n.° 13/554922 presentada el 30 de julio de 2012 y 13/604945 presentada
el 6 de septiembre de 2012, tituladas NUCLEOTIDE-SPECIFIC RECOGNITION SEQUENCES FOR DESIGNER TAL
EFFECTORS.

También se hace referencia a las solicitudes provisionales de Estados Unidos n.? 61/736527 presentada el 12 de
diciembre de 2012; 61/748427 presentada el 2 de enero de 2013; 61/757972 presentada el 29 de enero de 2013,
61/768959 presentada el 25 de febrero de 2013 y 61/791409 presentada el 15 de marzo de 2013, tituladas SYSTEMS
METHODS AND COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATION.

También se hace referencia a las solicitudes provisionales de Estados Unidos n.? 61/758468 presentada el 30 de
enero de 2013 y 61/769046 presentada el 15 marzo de 2013, tituladas ENGINEERING AND OPTIMIZATION OF
SYSTEMS, METHODS AND COMPOSITIONS FOR SEQUENCE MANIPULATION.

También se hace referencia a las solicitudes provisionales de Estados Unidos n.? 61/835931; 61/835936; 61/836080;
61/836101; 61/836123 y 61/836127 presentadas el 17 de junio de 2013.

También se hace referencia a la solicitud provisional de Estados Unidos n.2 61/842322 presentada el 2 de julio de
2013, titulada CRISPR-CAS SYSTEMS AND METHODS FOR ALTERING EXPRESSION OF GENE PRODUCTS y la
solicitud provisional de Estados Unidos n.2 61/847537, presentada el 17 de julio de 2013, titulada DELIVERY,
ENGINEERING AND OPTIMIZATION OF SYSTEMS, METHODS AND COMPOSITIONS FOR SEQUENCE
MANIPULATION AND APPLICATIONS.

Las solicitudes anteriores, y todos los documentos citados en los mismos o durante su proceso ("documentos citados
en la solicitud") y todos los documentos citados o0 mencionados en los documentos citados en la solicitud, y todos los
documentos citados o mencionados en este documento ("documentos citados en este documento") y todos los
documentos citados o0 mencionados en los documentos citados de este documento, junto con cualquier instruccién del
fabricante, descripcion, especificaciones de producto y fichas técnicas para cualquier producto mencionado en este
documento pueden emplearse en la practica de la invencion.

Campo de la invencion
La presente invencién se refiere en general a complejos de CRISPR-Cas, sistemas y usos relacionados.
Leyenda federal de financiacion

Esta invencion se realizé con el apoyo gubernamental segin RO1INS073124 y el Premio Pioneer 1DP1MH100706
otorgado por los National Institutes of Health. El gobierno tiene determinados derechos en la invencién.

Antecedentes de la invencién

Se necesitan tecnologias dirigidas al genoma precisas y eficaces para posibilitar la genomanipulacion inversa
sistematica de variaciones genéticas causales permitiendo la perturbacion selectiva de elementos genéticos
individuales. Aunque las tecnologias de edicién gendmica tales como dedos de cinc de disefio (ZF) (M. H. Porteus, D.
Baltimore, Chimeric nucleases stimulate gene targeting in human cells. Science 300, 763 (2 de mayo de 2003); J. C.
Miller et al., An improved zinc-finger nuclease architecture for highly specific genome editing. Nat Biotechnol 25, 778
(julio de 2007); J. D. Sander et al., Selection-free zinc-finger-nuclease engineering by context-dependent assembly
(CoDA). Nat Methods 8, 67 (enero de 2011) y A. J. Wood et al., Targeted genome editing across species using ZFNs
and TALENSs. Science 333, 307 (15 de julio de 2011)), efectores de tipo activador de la transcripcion (TALE) (A. J.
Wood et al., Targeted genome editing across species using ZFNs and TALENs. Science 333, 307 (15 de julio de 2011);
M. Christian et al., Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector nucleases. Genetics 186, 757 (octubre de
2010); F. Zhang et al., Efficient construction of sequence-specific TAL effectors for modulating mammalian
transcription. Nat Biotechnol 29, 149 (febrero de 2011); J. C. Miller et al., A TALE nuclease architecture for efficient
genome editing. Nat Biotechnol 29, 143 (febrero de 2011); D. Reyon et al, FLASH assembly of TALENs for



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757623 T3

high-throughput genome editing. Nat Biotechnol 30, 460 (mayo de 2012); J. Boch et al., Breaking the code of DNA
binding specificity of TAL-type Ill effectors. Science 326, 1509 (11 de diciembre de 2009) y M. J. Moscou, A. J.
Bogdanove, A simple cipher governs DNA recognition by TAL effectors. Science 326, 1501 (11 de diciembre de 2009)),
y meganucleasas de asentamiento (B. L. Stoddard, Homing endonuclease structure and function. Quarterly reviews of
biophysics 38, 49 (febrero de 2005)) han empezado a posibilitar modificaciones genémicas dirigidas, sigue habiendo
una necesidad de nuevas tecnologias que se puedan cambiar de escala, se puedan producir y sean faciles de disefiar.
Aqui, los solicitantes informan del desarrollo de una nueva clase de herramientas de manipulacion genémica de
precision basadas en la nucleasa Cas9 guiada por ARN (M. Jinek et al., A programmable dual-RNA-guided DNA
endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337, 816 (17 de agosto de 2012); G. Gasiunas, R. Barrangou,
P. Horvath, V. Siksnys, Cas9-crRNA ribonucleoprotein complex mediates specific DNA cleavage for adaptive immunity
in bacteria. Proc Natl Acad Sci USA 109, E2579 (25 de septiembre de 2012) y J. E. Garneau et al., The CRISPR/Cas
bacterial immune system cleaves bacteriophage and plasmid DNA. Nature 468, 67 (4 de noviembre de 2010)) de un
sistema inmunitario adaptativo de CRISPR procariota de tipo Il (H. Deveau, J. E. Garneau, S. Moineau, CRISPR/Cas
system and its role in phage-bacteria interactions. Annual review of microbiology 64, 475 (2010); P. Horvath, R.
Barrangou, CRISPR/Cas, the immune system of bacteria and archaea. Science 327, 167 (8 de enero de 2010); K. S.
Makarova et al., Evolution and classification of the CRISPR-Cas systems. Nat Rev Microbiol 9, 467 (junio de 2011) y
D. Bhaya, M. Davison, R. Barrangou, CRISPR-Cas systems in bacteria and archaea: versatile small RNAs for adaptive
defense and regulation. Annu Rev Genet 45, 273 (2011)).

La mencién o identificacién de cualquier documento en esta solicitud no es una admisiéon de que dicho documento
esté disponible como técnica anterior a la presente invencion.

Sumario de la invencién y de la presente divulgacién

La presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. A continuacion, se describen aspectos de la
presente invencioén y/o presente divulgacion. Los aspectos de la presente divulgacion también pueden pertenecer a la
invencion como se define en las reivindicaciones adjuntas.

En particular, la presente invencién proporciona un complejo de repeticiones palindrémicas cortas intercaladas de
forma regular agrupadas (CRISPR)-Cas, que comprende:

- una Cas9, en la que la Cas9 tiene dos o mas sefales de localizacion nuclear;
- una secuencia de guia unida a una secuencia de acoplamiento tracr, y
- una secuencia tracr hibridable con la totalidad o una parte de la secuencia de acoplamiento tracr;

en el que la secuencia de guia se disefia para que tenga complementariedad con una secuencia diana en una célula
eucariota y pueda dirigir la union especifica de secuencia del complejo de CRISPR a la secuencia diana en la célula
eucariota.

La invencion también proporciona un sistema de vector de repeticiones palindromicas cortas intercaladas de forma
regular agrupadas (CRISPR)-Cas, que comprende:

un primer elemento regulador unido de forma funcional a una o mas secuencias que codifican (1) una secuencia de
guia unida a una secuencia de acoplamiento tracr, y (2) una secuencia tracr hibridable con la totalidad o una parte de
la secuencia de acoplamiento tracr;

un segundo elemento regulador unido de forma funcional a una secuencia que codifica una Cas9, en la que la Cas9
tiene dos 0 més senales de localizacién nuclear;

en el que los componentes (a) y (b) estan ubicados en el mismo o en diferentes vectores del sistema y en el que la
secuencia de guia se disefa para que tenga complementariedad con una secuencia diana en una célula eucariota.

La invencion también proporciona el complejo de CRISPR-Cas de acuerdo con la invencién o el sistema de vector de
CRISPR-Cas de la invencion para su uso en tratamiento.

Se divulga ademas el uso del complejo de CRISPR de acuerdo con la invencién o el sistema de vector de CRISPR-Cas
de acuerdo con la invencién para manipulacion genémica, en el que dicho uso no es un método de tratamiento del
organismo animal o humano por tratamiento, y en el que dicho uso no es un proceso para modificar la identidad
genética de la linea germinal de los seres humanos.

Aspectos adicionales de la divulgacion proporcionan sistemas y métodos como se describe en este documento en los
que el sistema de CRISPR puede comprender un sistema de vector que comprende: a) un primer elemento regulador
unido de forma funcional ligado a un ARN de guia del sistema de CRISPR-Cas dirigido a un locus de interés, b) un
segundo elemento inducible regulador unido de forma funcional a una proteina Cas, en el que los componentes (a) y
(b) pueden estar ubicados en el mismo o en diferentes vectores del sistema, en el que el ARN de guia esta dirigido a
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ADN del locus de interés, en el que la proteina Cas y el ARN de guia no se producen de forma natural juntos. La
proteina Cas es una enzima Cas9.

La invencion también proporciona el vector que es un AAV o un lentivirus.

Un aspecto adicional de la divulgacion es una manipulacion genémica multiple inducible usando sistema de CRISPR
(repeticiones palindromicas cortas intercaladas de forma regular agrupadas)/Cas9

La presente invencién también se refiere a acido nucleico que codifica los polipéptidos de la presente invencién el
acido nucleico puede comprender un promotor, ventajosamente el promotor de sinapsina | humana (hSyn). En una
realizacién particularmente ventajosa, el acido nucleico puede empaquetarse en un vector de virus adenoasociado
(AAV).

La invencién también se refiere ademas a métodos de tratamiento o terapia que engloban los métodos vy
composiciones descritos en este documento.

Esta y otras realizaciones se divulgan y estan englobadas por la siguiente descripcion detallada.
Breve descripcion de los dibujos

La siguiente descripcién detallada, dada a modo de ejemplo, pero no destinada a limitar la invencién, Gnicamente a
las realizaciones especificas descritas, puede entenderse mejor junto con los dibujos adjuntos.

Las figuras 1A-E representan un locus de CRISPR de tipo Il de Streptococcus pyogenes SF370 que puede
reconstituirse en células de mamifero para facilitar DSB dirigidas de ADN. (A) La manipulaciéon de SpCas9 y
SpRNasa Il con NLS posibilita la importacion al nacleo de mamifero. (B) La expresion en mamifero de SpCas9 y
SpRNasa Il esta dirigida por el promotor EF1a, mientras que la matriz de ARNtracr y preARNcr
(DR-espaciador-DR) estan dirigidos por el promotor U6. Se usa un protoespaciador (resaltado en azul) del locus
EMX1 humano con PAM como molde para el espaciador en la matriz de preARNcr. (C) Representacion
esquematica de emparejamiento de bases en el locus diana y el ARNcr dirigido a EMX71. La flecha roja indica el
supuesto sitio de escisién. (D) Ensayo SURVEYOR para indels mediadas por SpCas9. (E) Un cromatograma
ejemplar que muestra una microeliminacion, asi como secuencias representativas de alelos mutados identificados
de 187 amplicones clonales. Guiones rojos, bases eliminadas; bases rojas, inserciones o mutaciones. Barra de
escala=10 pm.

Las figuras 2A-C representan que una SpCas9 puede programarse para que se dirija a multiples locus genémicos
en células de mamifero. (A) Esquema del locus EMX7 humano que muestra la ubicacién de cinco
protoespaciadores, indicados por lineas azules con el correspondiente PAM en magenta. (B) Esquema del
complejo de preARNcr:ARNtracr (parte superior) que muestra hibridacion entre la region de repeticion directa (gris)
del preARNcr y ARNtracr. Esquema de un disefio de ARN quimérico (M. Jinek et al., A programmable dual-RNA-
guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337, 816 (17 de agosto de 2012)) (parte inferior).
La secuencia de ARNtracr se muestra en rojo y la secuencia espaciadora de 20 pb en azul. (C) Ensayo
SURVEYOR que compara la eficacia de escision mediada por Cas9 en cinco protoespaciadores en el locus EMX1
humano. Cada protoespaciador se dirige usando el complejo procesado de preARNcr:ARNtracr (ARNcr) o ARN
quimérico (ARNqui).

Las figuras 3A-D representan una evaluacion de la especificidad de SpCas9 y la comparacién de la eficacia con
TALEN. (A) Se generaron ARNcr quiméricos dirigidos a EMX1 con mutaciones puntuales individuales para evaluar
los efectos de emparejamientos incorrectos de espaciador-protoespaciador. (B) Ensayo SURVEYOR que compara
la eficacia de escisiéon de diferentes ARN quiméricos mutantes. (C) Esquema que muestra el disefio de TALEN
dirigidas a EMX1. (D) Gel SURVEYOR que compara la eficacia de TALEN y SpCas9 (N=3).

Las figuras 4A-G representan aplicaciones de Cas9 para recombinacién homéloga y manipulacion gendémica
multiple. (A) La mutacién del dominio RuvC | convierte Cas9 en una enzima melladora (SpCas9n). (B) La
coexpresion del ARN quimérico dirigido a EMX71 con SpCas9 da lugar a indels, mientras que SpCas9n no (N=3).
(C) Representaciéon esquematica de la estrategia de recombinacion. Se disefia un molde de reparacion para
insertar sitios de restriccion en el locus EMX1. Los cebadores usados para amplificar la regién modificada se
muestran como flechas rojas. (D) Andlisis en gel de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién. Las
flechas indican los fragmentos generados por la digestién con Hindlll. (E) Cromatograma ejemplar que muestra
recombinacion satisfactoria. (F) SpCas9 puede facilitar la modificacion genémica multiple usando una matriz de
ARNCcr que contiene dos espaciadores dirigidos a EMX1y PVALB. Esquema que muestra el disefio de la matriz
de ARNCcr (parte superior). Ambos espaciadores median la escision eficaz de protoespaciador (parte inferior. (G)
SpCas9 puede usarse para conseguir eliminacion genémica precisa. Dos espaciadores dirigidos a EMX1 (parte
superior) mediaron una eliminaciéon genémica de 118 pb (parte inferior).
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La figura 5 representa un esquema de la rotura bicatenaria de ADN mediada por CRISPR de tipo Il. El locus de
CRISPR de tipo Il de Streptococcus pyogenes SF370 contiene un grupo de cuatro genes Cas9, Casl, Cas2, y
Csn1, asi como dos elementos de ARN no codificantes, ARNtracr y una matriz caracteristica de secuencias
repetitivas (repeticiones directas) intercaladas por tramos cortos de secuencias no repetitivas (espaciadores, 30 pb
cada uno) (15-18, 30, 31). Cada espaciador se obtiene tipicamente de material genético exdgeno (protoespaciador)
y dirige la especificidad de la escision de acido nucleico mediada por CRISPR. En el &cido nucleico diana, cada
protoespaciador esta asociado con un motivo adyacente a protoespaciador (PAM) cuyo reconocimiento es
especifico para sistemas de CRISPR individuales (22, 23). El sistema de CRISPR de tipo Il realiza rotura
bicatenaria (DSB) de ADN diana en etapas secuenciales (M. Jinek et al., Science 337, 816 (17 de agosto de 2012);
Gasiunas, R. et al. Proc Natl Acad Sci USA 109, E2579 (25 de septiembre de 2012); J. E. Garneau et al., Nature
468, 67 (4 de noviembre de 2010); R. Sapranauskas et al., Nucleic Acids Res 39, 9275 (noviembre de 2011); A. H.
Magadan et al. PLoS One 7, e40913 (2012)). En primer lugar, la matriz del preARNcr y el ARNtracr se transcriben
del locus de CRISPR. En segundo lugar, el ARNtracr hibrida con las repeticiones directas del preARNcr y se asocia
con Cas9 como una doble hélice, que media el procesamiento del preARNcr en ARNcr maduros que contienen
secuencias espaciadoras individuales truncadas. En tercer lugar, la doble hélice de ARNcr:ARNtracr madura dirige
Cas9 a la diana de ADN que consiste en el protoespaciador y el PAM necesario mediante formaciéon de
heteroduplex entre la region espaciadora del ARNcr y el ADN protoespaciador. Finalmente, Cas9 media la escision
del ADN diana en direccion 5' de PAM para crear una DSB dentro del protoespaciador.

Las figuras 6A-C representan una comparacion de diferentes transcritos de ARNtracr para la direccién génica
mediada por Cas9. (A) Esquema que muestra el disefio y secuencias de dos transcritos de ARNtracr ensayados
(corto y largo). Cada transcrito esta dirigido por un promotor U6. El sitio de inicio de la transcripcién se marca como
+1 y el terminador de la transcripcion es como se indica. La linea azul indica la regién cuya secuencia
complementaria inversa se usa para generar sondas de transferencia de Northern para la deteccion de ARNtracr.
(B) Ensayo SURVEYOR que compara la eficacia de la escision mediada por hSpCas9 del locus EMX1. Se
muestran dos replicas biolégicas para cada transcrito de ARNtracr. (C) Andlisis de transferencia Northern de ARN
total extraido de células 293FT transfectadas con construcciones de expresion de U6 que portan ARNtracr largo o
corto, asi como SpCas9 y DR-EMX1(1)-DR. Los paneles de la izquierda y la derecha son de células 293FT
transfectadas sin o con SpRNasa Il respectivamente. U6 indica el control de carga transferido con una sonda
dirigida a ARNnp U6 humano. La transfeccién de la construccién de expresién de ARNtracr corta dio lugar a niveles
abundantes de la forma procesada de ARNtracr (~75 pb) (E. Deltcheva et al., Nature 471, 602 (31 de marzo de
2011)). Se detectan cantidades muy bajas del ARNtracr largo en la transferencia de Northern. Como resultado de
estos experimentos, los solicitantes eligieron usar ARNtracr corto para su aplicacion en células de mamifero.

La figura 7 representa un ensayo SURVEYOR para la deteccion de microinserciones y eliminaciones inducidas
por rotura bicatenaria (D. Y. Guschin et al. Methods Mol Biol 649, 247 (2010)). Esquema del ensayo SURVEYOR
usado para determinar la eficacia de escision mediada por Cas9. En primer lugar, se usa PCR genémica (gPCR)
para amplificar la region diana de Cas9 a partir de una poblacién heterogénea de células modificadas y no
modificadas, y los productos de gPCR se vuelven a hibridar lentamente para generar heteroduplex. Los
heteroduplex rehibridados se escinden por nucleasas SURVEYOR, mientras que los homoduplex se dejan intactos.
La eficacia de escisién mediada por Cas9 (% de indel) se calcula basandose en la fraccién de ADN escindido.

La figura 8A-B representa un andlisis de transferencia de Northern de procesamiento de ARNcr en células de
mamifero. (A) Esquema que muestra el vector de expresiéon para un Unico espaciador flanqueado por dos
repeticiones directas (DR-EMX1(1)-DR). El espaciador de 30 pb dirigido a protoespaciador 1 del locus EMX1
humano (tabla 1) se muestra en azul y las repeticiones directas se muestran en gris. La linea naranja indica la
region cuya secuencia complementaria inversa se usa para generar sondas de transferencia de Northern para la
deteccion de ARNcr de EMX1(1). (B) Analisis de transferencia de Northern de ARN total extraido de células 293FT
transfectadas con construcciones de expresion de U6 que portan DR-EMX17(1)-DR. Los paneles de la izquierda y
la derecha son de células 293FT transfectadas sin o con SpRNasa lll respectivamente. DR-EMX1(1)-DR se
proces6 en ARNcr maduros unicamente en presencia de SpCas9 y ARNtracr corto, y no dependi6 de la presencia
de SpRNasa Ill. EI ARNcr maduro detectado del ARN total de 293FT transfectadas es ~33 pb y es mas corto que
el ARNcr maduro de 39-42 pb de S. pyogenes (E. Deltcheva et al., Nature 471, 602 (31 de marzo de 2011)), lo que
sugiere que el ARNcr maduro procesado en células 293FT humanas probablemente es diferente del ARNcr maduro
bacteriano en S. pyogenes.

La figura 9A-B representa vectores de expresion bicistrénicos para la matriz de preARNcr o ARNcr quimérico con
Cas9. (A) Esquema que muestra el disefio de un vector de expresién para la matriz de preARNcr. Pueden
insertarse espaciadores entre dos sitios Bbsl usando oligonucleétidos hibridados. El disefio de secuencia para los
oligonucledtidos se muestra a continuacion con los adaptadores de ligamiento apropiados indicados. (B) Esquema
del vector de expresién para ARNcr quimérico. La secuencia de guia puede insertarse entre dos sitios Bbsl usando
oligonucleétidos hibridados. El vector ya contiene la repeticion directa parcial (gris) y secuencias de ARNtracr
parciales (rojo). WPRE, elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota.

Las figuras 10A-B representan una seleccién de protoespaciadores en los locus PVALB humano y Th de raton.
Esquema de los locus PVALB humano (A) y Th de ratdn (B) y la ubicacién de los tres protoespaciadores dentro
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del ultimo exén de los genes PVALBYy Th, respectivamente. Los protoespaciadores de 30 pb se indican por lineas
negras y las secuencias de PAM adyacentes se indican por la barra magenta. Los protoespaciadores en las hebras
con sentido y de antisentido se indican por encima y por debajo de las secuencias de ADN respectivamente.

Las figuras 11A-C representan las incidencias de secuencias PAM en el genoma humano. Histogramas de
distancias entre el PAM del locus 1 de Streptococcus pyogenes SF370 adyacente (NGG) (A) y el PAM del locus 1
de Streptococcus thermophiles LMD9 (NNAGAAW) (B) en el genoma humano. (C) Distancias para cada PAM por
cromosoma. Crom., cromosoma. Las supuestas dianas se identificaron usando tanto la hebra mas como la hebra
menos de las secuencias cromosémicas humanas. Dado que puede haber cromatina, metilacion del ADN,
estructura de ARN y otros factores que pueden limitar la actividad de escision en algunas dianas
protoespaciadoras, es importante apreciar que la capacidad de direccion real podria ser menor que el resultado de
este analisis informatico.

Las figuras 12A-D representan CRISPR de tipo Il de Streptococcus thermophilus LMD-9 que también puede
funcionar en células eucariotas. (A) Esquema del locus 2 de CRISPR de Streptococcus thermophilus LMD-9. (B)
Disefio del sistema de expresién para el sistema de CRISPR de S. thermophilus. hStCas9 de codones optimizados
humana se expresa usando un promotor EF1a constitutivo. Las versiones maduras de ARNtracr y ARNcr se
expresan usando el promotor U6 para asegurar un inicio preciso de la transcripcién. Se muestran las secuencias
para el ARNcr maduro y el ARNtracr. Una Unica base indicada por la letra mindscula "a" en la secuencia de ARNcr
se us6 para eliminar la secuencia de poli-U, que sirve como terminador transcripcional de ARN Pol Ill. (C) Esquema
que muestra las dianas de secuencias protoespaciadoras y PAM correspondientes en el locus EMX1 humano. Dos
secuencias protoespaciadoras estan resaltadas y sus secuencias PAM correspondientes que satisfacen el motivo
NNAGAAW se indican por lineas magenta. Ambos protoespaciadores estan dirigidos a la hebra de antisentido. (D)
Ensayo SURVEYOR que muestra la escision mediada por StCas9 en el locus diana. Los espaciadores 1y 2 de
guia de ARN indujeron un 14 % y un 6,4 %, respectivamente. El analisis estadistico de la actividad de escision
entre replicas biolégicas en estos dos sitios protoespaciadores puede encontrarse en la tabla 1.

Las figuras 13A-C representan produccion de sobrenadante de AAV. (a) Se usaron vectores lentiviricos y AAV
que portan GFP para ensayar la eficacia de transduccion. (b) Se transdujeron neuronas corticales embrionarias
primarias con 300 y 250 pl de sobrenadante derivado del mismo nimero de células 293FT transfectadas con AAV
o lentivirus. Se recogieron imagenes representativas de la expresién de GFP a 7 d.p.i. Barras de escala=50 um.
(c) El proceso representado se desarroll6 para la produccién de sobrenadante de AAV y posterior transduccion de
neuronas primarias. Las células 293FT se transfectaron con un vector AAV que porta el gen de interés, el vector
de empaquetado de serotipo AAV1 (pAAV1) y el plasmido auxiliar (pDF6) usando PEI. Unas 48 h después, el
sobrenadante se recogi6 y filtro a través de una membrana de PVDF de 0,45 pm. Después se transdujeron
neuronas primarias con sobrenadante y las alicuotas restantes se almacenaron a -80 °C. Se alcanzaron niveles
estables de expresion de construccion de AAV después de 5-6 dias. La produccién de sobrenadante de AAV
siguiendo este proceso puede usarse para la produccién de hasta 96 construcciones viricas diferentes en formato
de 96 pocillos.

Las figuras 14A-G representan que la proteina Cas9 de unién a ADN guiada por ARN puede usarse para dirigir
dominios efectores de transcripcién a locus gendémicos especificos. (a) La nucleasa Cas9 guiada por ARN del
sistema de CRISPR/Cas de Streptococcus pyogenes de tipo |l puede convertirse en una proteina de unién a ADN
guiada a ARN nucleoliticamente inactiva (Cas9**) introduciendo dos sustituciones de alanina (D10A y H840A).
Esquema que muestra que un ARN de guia sintético (ARNgs) puede dirigir la fusion de Cas9**-efector a un locus
especifico en el genoma humano. EI ARNgs contiene una secuencia de guia de 20 pb en el extremo 5' que
especifica la secuencia diana. En el ADN gendmico diana, el sitio diana de 20 pb tiene que estar seguido por un
motivo PAM 5'-NGG. (b, ¢) Esquemas que muestran los sitios diana de ARNgs en los locus KLF4y SOX2 humanos
respectivamente. Cada sitio diana esta indicado por la barra azul y la secuencia PAM correspondiente esta indicada
por la barra magenta. (d, e) Esquemas de las construcciones activadoras de la transcripcion Cas9**-VP64 y
represoras de la transcripcion SID4X-Cas9**. (f, g) Activacion de Cas9**-VP64 y represion de SID4X-Cas9**,
respectivamente, mediadas por KLF4y SOX2. Todos los niveles de ARNm se midieron con respecto a las células
de control transfectadas de forma simulada con GFP (media + e.t.m.; n=3).

La figura 15 representa los disefios de vector de Tet Cas9 para Cas9 inducible.

La figura 16 representa un vector y la expresion de EGFP en células 293FT después de induccién con doxiciclina
de Cas9 y EGFP.

Descripcién detallada de la invencion

La expresion "acido nucleico" o "secuencia de &acido nucleico" se refiere a un oligonucleétido desoxirribonucleico o
ribonucleico en forma monocatenaria o bicatenaria. La expresion engloba acidos nucleicos, es decir, oligonucleotidos,
que contienen analogos conocidos de nucledtidos naturales. La expresién también engloba estructuras de tipo acido
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nucleico con cadenas principales sintéticas, véase, por ejemplo, Eckstein, 1991; Baserga et al., 1992; Milligan, 1993;
documento WO 97/03211; documento WO 96/39154; Mata, 1997; Strauss-Soukup, 1997; y Samstag, 1996.

Como se usa en este documento, "recombinante” se refiere a un polinucleétido sintetizado o manipulado de otro modo
in vitro (por ejemplo, "polinucleétido recombinante"), a métodos de uso de polinucleétidos recombinantes para producir
productos génicos en células u otros sistemas biol6gicos, o a un polipéptido ("proteina recombinante") codificado por
un polinucledtido recombinante. "Medio recombinante” engloba el ligamiento de &cidos nucleicos que tienen diversas
regiones codificantes o dominios o secuencias promotoras de diferentes fuentes en un casete de expresiéon o vector
para la expresién de, por ejemplo, expresién inducible o constitutiva de secuencias codificantes de polipéptido en los
vectores de la invencion.

El término "heterélogo”, cuando se usa con referencia a un acido nucleico, indica que el acido nucleico esta en una
célula o un virus donde no se encuentra normalmente en la naturaleza; o comprende dos o mas subsecuencias que
no se encuentran en la misma relaciéon entre si que la encontrada normalmente en la naturaleza, o se manipula de
forma recombinante para que su nivel de expresién o relacién fisica con respecto a otros acidos nucleicos u otras
moléculas en una células, o estructura, no sea la encontrada normalmente en la naturaleza. Un término similar usado
en este contexto es "exdgeno". Por ejemplo, un &cido nucleico heterélogo tipicamente se produce de forma
recombinante, que tiene dos 0 mas secuencias de genes no relacionados dispuestos de una manera no encontrada
en la naturaleza; por ejemplo, un gen humano unido de forma funcional o una secuencia promotora insertada en un
vector basado en adenovirus de la invencion. Como un ejemplo, un acido nucleico heterélogo de interés puede
codificar un producto génico inmundgeno, en el que el adenovirus se administra terapéutica o profilacticamente como
un vehiculo o composicién de farmaco-vacuna. Las secuencias heterélogas pueden comprender diversas
combinaciones de promotores y secuencias, cuyos ejemplos se describen en detalle en este documento.

Un "ligando terapéutico" puede ser una sustancia que puede unirse a un receptor de una célula diana con efectos
terapéuticos.

Un "efecto terapéutico” puede ser una consecuencia de un tratamiento médico de cualquier tipo, cuyos resultados se
evallan por un experto en el campo como deseables y beneficiosos. El "efecto terapéutico" puede ser un cambio de
comportamiento o fisioldégico que se produce como repuesta al tratamiento médico. El resultado puede ser esperado,
inesperado o incluso una consecuencia no pretendida del tratamiento médico. Un "efecto terapéutico” puede incluir,
por ejemplo, una reduccion de los sintomas en un sujeto que padece infeccion por un patégeno.

Una "célula diana" puede ser una célula en que una alteracion en su actividad puede inducir un resultado o respuesta
deseada. Como se usa en este documento, una célula puede ser una célula in vitro. La célula puede ser una célula
aislada que puede no tener capacidad de desarrollo en un organismo completo.

Un "ligando" puede ser cualquier sustancia que se una a y forme un complejo con una biomolécula para cumplir un fin
biolégico. Como se usa en este documento, "ligando" también puede referirse a un "antigeno” o "inmundgeno". Como
se usa en este documento, "antigeno" e "inmundgeno” se usan indistintamente.

"Expresion" de un gen o acido nucleico engloba no solamente expresion génica celular, sino también la transcripcion
y traduccion de uno o més acidos nucleicos en sistemas de clonacién y en cualquier otro contexto.

Como se usa en este documento, un "vector" es una herramienta que permite o facilita la transferencia de una entidad
de un entorno a otro. A modo de ejemplo, algunos vectores usados en técnicas de ADN recombinante permiten que
entidades, tales como un segmento de ADN (tal como un segmento de ADN heterdlogo, tal como un segmento de
ADNCc hetero6logo), se transfiera a una célula diana. La presente invencién comprende vectores recombinantes que
pueden incluir vectores viricos, vectores bacterianos, vectores protozoicos, vectores de ADN o recombinantes de los
mismos.

Con respecto al ADN exdgeno para la expresiéon en un vector (por ejemplo, que codifica un epitopo de interés y/o un
antigeno y/o un producto terapéutico) y documentos que proporcionan dicho ADN exdgeno, asi como con respecto a
la expresién de factores de transcripcion y/o traduccién para potenciar la expresién de moléculas de acido nucleico, y
en cuanto a expresiones tales como "epitopo de interés", "producto terapéutico”, respuesta inmunitaria”, "respuesta
inmunoldgica", "respuesta inmunitaria protectora", "composicién inmunoldgica”, "composicidon inmundgena" y
"composicién de vacuna", entre otros, se hace referencia a la patente de Estados Unidos n.2 5990091 expedida el 23
de noviembre de 1999 y los documentos WO 98/00166 y WO 99/60164, y los documentos citados en los mismos y los
documentos de registro en el proceso de esa patente y esas solicitudes PCT. Por tanto, la patente de Estados Unidos
n.2 5990091 y los documentos WO 98/00166 y WO 99/60164 y documentos citados en los mismos y documentos de
registro en el proceso de esa patente y estas solicitudes PCT, y otros documentos citados en este documento, pueden
consultarse en la practica de esta invencion; y todas las moléculas de acido nucleico exégenas, promotores y vectores
citados en los mismos pueden usarse en la practica de esta invencion. A este respecto, también puede hacerse
mencion de las patentes de Estados Unidos n.2 6706693; 6716823; 6348450; las solicitudes de patente de Estados
Unidos n.? 10/424409; 10/052323; 10/116963; 10/346021; y el documento WO 99/08713, publicado el 25 de febrero
de 1999, del documento PCT/US98/16739.
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Aspectos de la invencién comprenden los sistemas de CRISPR-Cas de la invencién que se suministran a un organismo
o una célula o un locus de interés mediante un sistema de suministro. Un medio de suministro es mediante un vector,
en el que el vector es un vector virico, tal como un vector lentivirico o baculovirico o preferiblemente adenovirico/virico
adenoasociado, pero se conocen otros medios de suministro (tales como sistema de levadura, microvesiculas, pistolas
génicas/medios de adhesion de vectores a nanoparticulas de oro) y se proporcionan. En algunas realizaciones, puede
suministrarse uno o mas de los vectores viricos o plasmidicos mediante nanoparticulas, exosomas, microvesiculas o
una pistola génica.

Como se usa en este documento, las expresiones "composiciéon de farmaco" y "farmaco”, "composicién vacunal,
"vacuna", "composicion de vacuna", "composicion terapéutica" y "composicién terapéutica-inmunolégica” cubren
cualquier composicién que induzca proteccién frente a un antigeno o patégeno. En algunas realizaciones, la proteccion
puede deberse a una inhibicién o prevencién de infeccion por un patégeno. En otras realizaciones, la proteccién puede
inducirse mediante una respuesta inmunitaria contra el uno o mas antigenos de interés, o que protege de forma eficaz
frente al antigeno; por ejemplo, después de la administracion o inyeccion en el sujeto, provoca una respuesta
inmunitaria protectora frente al antigeno o inmundégeno diana o proporciona proteccion eficaz frente al antigeno o
inmundgeno expresado a partir de los vectores adenoviricos innovadores de la invencién. La expresion "composicion
farmacéutica" significa cualquier composicién que se suministra a un sujeto. En algunas realizaciones, la composicion
puede suministrarse para inhibir o prevenir la infeccion por un patégeno.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad o concentracién del vector recombinante que codifica el gen
de interés que, cuando se administra a un sujeto, produce una respuesta terapéutica o una respuesta inmunitaria
contra el producto génico de interés.

La expresion "vector virico", como se usa en este documento, incluye, aunque sin limitacion, retrovirus, adenovirus,
virus adenoasociados, alfavirus y virus del herpes simple.

Para los fines de la invencién, las células pueden ser una célula eucariota, ventajosamente una célula de animal, mas
ventajosamente una célula de mamifero.

La presente invencién también contempla una manipulacion genémica multiple usando sistema de CRISPR-Cas. La
dilucidacién funcional de las variantes o elementos genéticos causales requiere tecnologias de edicion gendémica
precisas. El sistema inmunitario adaptativo de CRISPR procariota de tipo Il (repeticiones palindromicas cortas
intercalada de forma regular agrupadas) ha demostrado facilitar la escision de ADN especifica de sitio guiada por ARN.
Los solicitantes manipularon dos sistemas de CRISPR de tipo Il diferentes y demostraron que las nucleadas Cas9
pueden dirigirse mediante ARN cortos para inducir escision precisa en locus genémicos endogenos en células
humanas y de ratén. Cas9 también puede convertirse en una enzima melladora para facilitar la reparacién dirigida por
homologia con actividad mutagénica minima. Finalmente, pueden codificarse multiples secuencias de guia en una
Unica matriz de CRISPR para posibilitar la edicion simultanea de varios sitios dentro del genoma de mamifero, lo que
demuestra una capacidad de programacion facil y una aplicabilidad amplia de la tecnologia de CRISPR.

En general "sistema de CRISPR" se refiere colectivamente a transcritos y otros elementos implicados en la expresion
de o que dirigen la actividad de genes asociados a CRISPR ("Cas"), incluyendo secuencias que codifican un gen Cas,
una secuencia tracr (trans-activadora de CRISPR) (por ejemplo, ARNtracr o un ARNtracr parcial activo), una secuencia
de acoplamiento tracr (que engloba una "repeticion directa" y una repeticion directa parcial procesada de ARNtracr en
el contexto de un sistema de CRISPR enddgeno), una secuencia de guia (también denominada "espaciador" en el
contexto de un sistema de CRISPR enddgeno) u otras secuencias y transcritos de un locus de CRISPR. En algunas
realizaciones, uno o méas elementos de un sistema de CRISPR se obtienen de un sistema de CRISPR de tipo |, tipo Il
o tipo Ill. En algunas realizaciones, uno o mas elementos de un sistema de CRISPR se obtienen de un organismo
particular que comprende un sistema de CRISPR enddgeno, tal como Streptococcus pyogenes. En general, un sistema
de CRISPR se caracteriza por elementos que promueven la formacion de un complejo de CRISPR en un sitio de una
secuencia diana (también denominada protoespaciador en el contexto de un sistema de CRISPR endégeno). En el
contexto de formacion de un complejo de CRISPR, "secuencia diana" se refiere a una secuencia para la que se disefia
una secuencia de guia para que tenga complementariedad, donde la hibridacién entre una secuencia diana y una
secuencia de guia promueve la formacién de un complejo de CRISPR. Una secuencia diana puede comprender
cualquier polinucledtido, tal como polinucleétidos de ADN o ARN. En algunas realizaciones, una secuencia diana esta
ubicada en el nucleo o citoplasma de una célula.

Tipicamente, en el contexto de un sistema de CRISPR enddgeno, la formacién de un complejo de CRISPR (que
comprende una secuencia de guia hibridada con una secuencia diana y en complejo con una o mas proteinas Cas)
provoca la escision de una o ambas hebras en o cerca de (por ejemplo, a 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 50 o mas
pares de bases de) la secuencia diana. Sin el deseo de limitarse a teoria alguna, la totalidad o una parte de la secuencia
tracr también puede formar parte de un complejo de CRISPR, tal como por hibridacién a la totalidad o una parte de la
secuencia de acoplamiento tracr que esta unida de forma funcional a la secuencia de guia. En algunas realizaciones,
uno o mas vectores que dirigen la expresion de uno o mas elementos de un sistema de CRISPR se introducen en una
célula hospedadora de modo que la expresion de los elementos del sistema de CRISPR dirija la formacion de un
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complejo de CRISPR en uno o mas sitios diana. Por ejemplo, una enzima Cas, una secuencia de guia unida a una
secuencia de acoplamiento tracr y una secuencia tracr podrian estar cada una unidas de forma funcional a elementos
reguladores diferentes en vectores diferentes. Como alternativa, dos o mas de los elementos expresados a partir del
mismo o diferentes elementos reguladores pueden combinarse en un Unico vector, con uno o mas vectores adicionales
que proporcionan cualquier componente del sistema de CRISPR no incluido en el primer vector. Los elementos del
sistema de CRISPR que se combinan en un Unico vector pueden disponerse en cualquier orientacion adecuada tal
como un elemento ubicado 5' con respecto a ("cadena arriba" de) o 3' con respecto a ("cadena abajo" de) un segundo
elemento. La secuencia codificante de un elemento puede estar ubicada en la misma hebra o en la hebra opuesta de
la secuencia codificante de un segundo elemento, y orientada en la misma direccién o en la direccion opuesta. En
algunas realizaciones, un Unico promotor dirige la expresién de un transcrito que codifica una enzima CRISPR y una
o0 mas de la secuencia guia, secuencia de acoplamiento tracr (opcionalmente unidad de forma funcional a la secuencia
de guia) y una secuencia tracr incluida dentro de una o mas secuencias intrénicas (por ejemplo, cada una en un intrén
diferente, dos 0 mas en al menos un intron o todas en un Unico intron). En algunas realizaciones la enzima CRISPR,
la secuencia de guia, la secuencia de acoplamiento tracr y la secuencia tracr estan unidas de forma funcional a y se
expresan a partir del mismo promotor.

En algunas realizaciones, un vector comprende uno o ms sitios de insercion, tal como una secuencia de
reconocimiento de endonucleasa de restriccion (también denominada "sitio de clonacién”). En algunas realizaciones,
uno o mas sitios de insercion (por ejemplo, aproximadamente o mas de aproximadamente 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 100
mas sitios de insercién) estan ubicados en direccién 5' y/o direccion 3' de uno o més elementos de secuencia de uno
0 mas vectores. En algunas realizaciones, un vector comprende un sitio de insercion en direccion 5' de una secuencia
de acoplamiento tracr y opcionalmente en direccién 3' de un elemento regulador unido de forma funcional a la
secuencia de acoplamiento tracr, de modo que después de la insercién de una secuencia de guia en el sitio de
insercion y tras la expresion de la secuencia de guia dirige la unién especifica de secuencia de un complejo de CRISPR
a una secuencia diana en una célula eucariota. En algunas realizaciones, un vector comprende dos o mas sitios de
insercién, estando ubicado cada sitio de insercidn entre dos secuencias de acoplamiento tracr para permitir la insercion
de una secuencia de guia en cada sitio. En dicha disposicién, las dos o mas secuencia de guia pueden comprender
dos 0 mas copias de una Unica secuencia de guia, dos 0 mas secuencias de guia diferentes o combinaciones de
estas. Cuando se usan multiples secuencias de guia diferentes, puede usarse una Unica construccién de expresion
para dirigir la actividad de CRISPR a multiples secuencias diana correspondientes diferentes dentro de una célula. Por
ejemplo, un Unico vector puede comprender aproximadamente o0 mas de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8, 9, 10,
15, 20 o mas secuencias de guia. En algunas realizaciones, pueden proporcionarse aproximadamente o mas de
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o méas de dichos vectores que contienen secuencia de guia, y
opcionalmente suministrarse a una célula.

En algunas realizaciones, un vector comprende un elemento regulador unido de forma funcional a una secuencia
codificante de enzima que codifica una enzima CRISPR, tal como una proteina Cas. Ejemplos no limitantes de
proteinas Cas incluyen Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (también conocida como
Csn1y Csx12), Cas10, Csy1, Csy2, Csy3, Csel, Cse2, Csc1, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6,
Cmr1, Cmr3, Cmrd4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csf1,
Csf2, Csf3, Csf4, homologos de las mismas o versiones modificadas de las mismas. En algunas realizaciones, la
enzima CRISPR no modificada tiene actividad de escision de ADN, tal como Cas9. En algunas realizaciones, la enzima
CRISPR dirige la escision de una o ambas hebras en la ubicaciéon de una secuencia diana, tal como dentro de la
secuencia diana y/o dentro del complemento de la secuencia diana. En algunas realizaciones, la enzima CRISPR
dirige la escision de una o ambas hebras en aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 200, 500
0 mas pares de bases desde el primer o ultimo nucleétido de una secuencia diana. En algunas realizaciones, un vector
codifica una enzima CRISPR que se muta con respecto a una enzima de tipo silvestre correspondiente de modo que
la enzima CRISPR mutada carezca de la capacidad de escindir una o ambas hebras de un polinucleétido diana que
contiene una secuencia diana. Por ejemplo, una sustitucion de aspartato a alanina (D10A) en el dominio catalitico
RuvC | de Cas9 de S. pyogenes convierte Cas9 de una nucleasa que escinde ambas hebras en una nickasa (escinde
una unica hebra). Otros ejemplos de mutaciones que hacen que Cas9 sea una nickasa incluyen, sin limitacion H840A,
N854A y N863A. Como ejemplo adicional, pueden mutarse dos 0 mas dominios cataliticos de Cas9 (RuvC |, RuvC Il
y RuvC 1ll) para producir una Cas9 mutada que carece sustancialmente de toda la actividad de escisiéon de ADN. En
algunas realizaciones, una mutacién D10A se combina con una o mas mutaciones H840A, N854A o N863A para
producir una enzima Cas9 que carece sustancialmente de toda actividad de escision de ADN. En algunas
realizaciones, una enzima CRISPR se considera que carece sustancialmente de toda la actividad de escisiéon de ADN
cuando la actividad de escisién de ADN de la enzima mutada es menor de aproximadamente un 25 %, 10 %, 5 %,
1 %, 0,1 %, 0,01 % o inferior con respecto a su forma no mutada.

En algunas realizaciones, la secuencia codificante de enzima que codifica una enzima CRISPR tiene los codones
optimizados para su expresién en células particulares, tales como células eucariotas. Las células eucariotas pueden
ser aquellas de o derivadas de un organismo particular, tal como un mamifero incluyendo, aunque sin limitacion, ser
humano, raton, rata, conejo, perro o primate no humano. En general, la optimizaciéon de codones se refiere a un
proceso de modificacion de una secuencia de acido nucleico para la expresion potenciada en las células hospedadoras
de interés remplazando al menos un codon (por ejemplo, aproximadamente o mas de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,
10, 15, 20, 25, 50 0 mas codones) de la secuencia nativa con codones que se usan mas frecuentemente o mucho mas
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frecuentemente en los genes de esa célula hospedadora manteniendo al mismo tiempo la secuencia de aminoacidos
nativa. Diversas especies muestran una desviacién particular por determinados codones de un aminodcido particular.
La desviaciéon de codones (diferencias en el uso de codones entre organismos) a menudo se correlaciona con la
eficacia de traduccién del ARN mensajero (ARNm), que, a su vez, se cree que depende de, entre otras cosas, las
propiedades de los codones que se estan traduciendo y la disponibilidad de moléculas particulares de ARN
transferente (ARNt). La predominancia de ARNt seleccionados en una célula en general es un reflejo de los codones
usados mucho mas frecuentemente en la sintesis de péptidos. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para
expresion génica optima en un organismo dado basandose en la optimizaciéon de codones. Hay tablas de uso de
codones facilmente disponibles, por ejemplo, en la "base de datos de Uso de Codones" disponible en
www.kazusa.orjp/codon/ (visitada el 9 de julio de 2002) y estas tablas pueden adaptarse de varias maneras. Véase
Nakamura, Y., et al. "Codon usage tabulated from the international DNA sequence databases: status for the year 2000"
Nucl. Acids Res. 28:292 (2000). También estan disponibles algoritmos informaticos para la optimizacién de codones
de una secuencia particular para su expresion una célula hospedadora particular, tal como Gene Forge (Aptagen;
Jacobus, PA) que también esta disponible. En algunas realizaciones, uno o mas codones (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
10, 15, 20, 25, 50 o mas, o todos los codones) en una secuencia que codifica una enzima CRISPR corresponden al
codon mas frecuentemente usado para un aminoacido particular.

En algunas realizaciones, un vector codifica una enzima CRISPR que comprende una o mas secuencias de
localizacién nuclear (NLS), tal como aproximadamente o mas de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 o méas
NLS. En algunas realizaciones, la enzima CRISPR comprende aproximadamente o mas de aproximadamente 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10 0o mas NLS en o cerca del extremo amino, aproximadamente o méas de aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10 o mas NLS en o cerca del extremo carboxi o una combinacion de estos (por ejemplo, una o mas NLS
en el extremo amino y una o mas NLS en el extremo carboxi). Cuando hay mas de una NLS presente, cada una puede
seleccionarse independientemente de las otras, de modo que una Unica NLS puede estar presente en més de una
copia y/o en combinacién con una o mas NLS distintas presentes en una o méas copias. En algunas realizaciones, una
NLS se considera cerca del extremo N o C cuando el amino &cido mas cercano a la NLS esta en aproximadamente 1,
2,3,4,5,10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o mas aminoécidos a lo largo de la cadena polipeptidica desde el extremo N o C.
Ejemplos no limitantes de NLS incluyen una secuencia de NLS derivado de: la NLS del antigeno T grande del virus
SV40, que tiene la secuencia de aminoacidos PKKKRKYV; la NLS de nucleoplasmina (por ejemplo, la NLS bipartita de
nucleoplasmina con la secuencia KRPAATKKAGQAKKKK); la NLS de c-myc que tiene la secuencia de aminoacidos
PAAKRVKLD o] RQRRNELKRSP; la NLS hRNPA1 M9 que tiene la secuencia
NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY; la secuencia
RMRIZFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKDEQILKRRNV del dominio IBB de importina alfa; las secuencias
VSRKRPRP y PPKKARED de la proteina T de mioma; la secuencia POPKKKPL de p53 humana; la secuencia
SALIKKKKKMAP de c-abl IV de ratén; las secuencias DRLRR y PKQKKRK de NS1 del virus de la gripe; la secuencia
RKLKKKIKKL del antigeno delta del virus de la hepatitis; la secuencia REKKKFLKRR de la proteina Mx1 de ratén; la
secuencia KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK de la poli(ADP ribosa) polimerasa humana; y la secuencia
RKCLQAGMNLEARKTKK de los receptores de hormonas esteroideas (humanos) glucocorticoesteroideos.

En general la una o més NLS son de suficiente fuerza para dirigir la acumulacion de la enzima CRISPR en una cantidad
detectable en el nicleo de una célula eucariota. En general, la fuerza de la actividad de localizacion nuclear puede
derivar del nimero de NLS en la enzima CRISPR, la una 0 mas NLS particulares usadas o una combinacién de estos
factores. La deteccion de acumulacion en el nicleo puede realizarse por cualquier técnica adecuada. Por ejemplo, un
marcador detectable puede fusionarse a la enzima CRISPR, de modo que la ubicacién dentro de una célula pueda
visualizarse, tal como en combinacién con un medio para detectar la ubicacion del nucleo (por ejemplo, un tinte
especifico para el nacleo tal como DAPI). Los nucleos celulares también pueden aislarse de las células, cuyos
contenidos entonces pueden analizarse por cualquier proceso adecuado para detectar proteinas. Tal como
inmunohistoquimica, transferencia Western o ensayo de actividad enzimatica. La acumulacién en el nicleo también
puede determinarse indirectamente, tal como mediante un ensayo para el efecto de formacion del complejo de
CRISPR (por ejemplo, ensayo para la escisiéon de ADN o mutacion en la secuencia diana, o ensayo para actividad de
expresion génica alterada afectada por la formacion del complejo de CRISPR y/o una actividad de enzima CRISPR),
en comparacion con un control no expuesto a la enzima o complejo de CRISPR o expuesto a una enzima CRISPR
que carece de la una o mas NLS.

En otra realizacién de la presente invencion, la invencion se refiere a un CRISPR inducible que puede comprender
una Cas9 inducible.

El sistema de CRISPR puede estar codificado dentro de un sistema de vector que puede comprender uno 0 mas
vectores que pueden comprender |. un primer elemento regulador unido de forma funcional a una secuencia
polinucleotidica de ARN quimérica (ARNqui) del sistema de CRISPR/Cas, en el que la secuencia polinucleotidica
puede comprender (a) una secuencia de guia que puede hibridar con una secuencia diana en una célula eucariota,
(b) una secuencia de acoplamiento tracr y (c) una secuencia tracr, y ll. un segundo elemento regulador unido de forma
funcional a una secuencia que codifica enzima que codifica una enzima CRISPR que puede comprender al menos
una o mas secuencias de localizacién nuclear, en el que (a), (b) y (c) estan dispuestos en una orientacién 5' a 3', en
el que los componentes | y Il estan ubicados en el mismo vector o vectores diferentes del sistema, en el que cuando
se transcribe, la secuencia de acoplamiento tracr hibrida con la secuencia tracr y la secuencia de guia dirige la union
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especifica de secuencia de un complejo de CRISPR a la secuencia diana, y en el que el complejo de CRISPR puede
comprender la enzima CRISPR en complejo con (1) la secuencia de guia que hibrida con la secuencia diana y (2) la
secuencia de acoplamiento tracr que hibrida con la secuencia tracr, en el que la secuencia que codifica enzima que
codifica la enzima CRISPR codifica ademds un dominio funcional heterélogo.

En una realizacién ventajosa, la Cas9 inducible puede prepararse en un lentivirus. Por ejemplo, la figura 61 representa
disefnos de vector de Tet Cas9y la figura 62 representa un vector y expresion de EGFP en células 293FT. En particular,
se contempla un sistema de tetraciclina inducible para un CRISPR inducible. El vector puede disefiarse como se
describe en Markusic et al., Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 33, n.? 6 e63. El sistema regulador de la transcripcion
dependiente de tetraciclina se basa en el operador de resistencia a tetraciclina Tn10 de Escherichia coli que consiste
en la proteina represora de tetraciclina (TetR) y un sitio de unién a ADN especifico, la secuencia operadora de
tetraciclina (TetO). En ausencia de tetraciclina, TetR dimeriza y se une a TetO. Puede unirse tetraciclina o doxiciclina
(un derivado de tetraciclina) e inducir un cambio conformacional en TetR que da lugar a su disociacién de TetO. En
una realizacion ventajosa, el vector puede ser un Unico vector lentivirico Tet-On con expresion autorregulada de rtTA
para la expresion regulada del complejo de CRISPR. La tetraciclina o doxiciclina pueden contemplarse para activar el
complejo de CRISPR inducible.

En otra realizacion, se contempla un sistema de cambio génico de cumate para un CRISPR inducible. Un sistema
similar se describe en Mullick et al., BMC Biotechnology 2006, 6:43 doi:10.1186/1472-6750-6-43. El sistema cumate
inducible implica mecanismos reguladores de operones bacterianos (cmt y cym) para regular la expresion génica en
células de mamifero usando tres estrategias diferentes. En la configuracion represora, la regulaciéon esta mediada por
la unién del represor (CymR) al sitio operador (CuO), colocado en direccion 3' de un promotor constitutivo fuerte. La
adicion de cumate, una molécula pequefia, alivia la represion. En la configuracion transactivadora, una proteina
transactivadora quimérica (cTA), formada por la fusién de CymR con el dominio de activacién de VP16, puede activar
la transcripcién cuando se une a miultiples copias de CuO, colocado en direccién 5' del promotor minimo de CMV. La
adicion de cumate anula la unién a ADN vy, por lo tanto, la transactivacion por cTA. La invencién también contempla
un activador de cumate inverso (rcTA), que activa la transcripcién en presencia en lugar de en ausencia de cumate.
CymR puede usarse como represor que bloquea de forma reversible la expresion de un promotor fuerte, tal como
CMV. Determinados aspectos del sistema represor/operador de cumate se describen adicionalmente en la patente de
Estados Unidos n.? 7745592.

Se contemplan otros sistemas inducibles tales como, aunque sin limitacién, regulaciéon por metales pesados [Mayo KE
et al., Cell 1982, 29:99-108; Searle PF et al., Mol Cell Biol 1985, 5:1480-1489 y Brinster RL et al., Nature (Londres)
1982, 296:39-42], hormonas esteroideas [Hynes NE et al., Proc Natl Acad Sci USA 1981, 78:2038-2042; Klock G et
al., Nature (Londres) 1987, 329:734-736 y Lee F et al., Nature (Londres) 1981, 294:228-232.], choque térmico [Nouer
L: Heat Shock Response. Boca Raton, FL: CRC; 1991] y otros reactivos que se han desarrollado [Mullick A, Massie
B: Transcription, translation and the control of gene expression. En Encyclopedia of Cell Technology Editada por: Speir
RE. Wiley; 2000:1140-1164 y Fussenegger M. Biotechnol Prog 2001, 17:1-51]. Sin embargo, hay limitaciones con
estos promotores de mamifero inducibles tales como "filtracion" del estado "inactivo" y efectos pleiotrépicos de los
inductores (choque térmico, metales pesados, glucocorticoesteroides, etc.). El uso de hormonas de insectos
(ecdisona) se ha propuesto en un intento por reducir la interferencia con procesos celulares en células de mamifero
[No D et al., Proc Natl Acad Sci USA 1996, 93:3346-3351]. Otro sistema elegante usa rapamicina como inductor [Rivera
VM et al., Nat Med 1996, 2:1028-1032], pero la funciéon de rapamicina como inmunosupresor fue una limitacién
importante a su uso in vivoy, por lo tanto, fue necesario encontrar un compuesto biolégicamente inerte [Saez E et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 2000, 97:14512-14517] para el control de la expresion génica.

La presente invencion también se refiere a acido nucleico que codifica los polipéptidos de la presente invencién. El
acido nucleico puede comprender un promotor, ventajosamente el promotor de sinapsina | humana (hSyn). En una
realizacién particularmente ventajosa, el acido nucleico puede empaquetarse en un vector de virus adenoasociado
(AAV).

También se contemplan por la presente invencion, vectores recombinantes y adenovirus recombinantes que pueden
comprender particulas subviricas de mas de un serotipo de adenovirus. Por ejemplo, se sabe que los vectores
adenoviricos pueden presentar un tropismo alterado por tejidos o tipos celulares especificos (Havenga, M.J.E. et al.,
2002) y, por lo tanto, la mezcla y acoplamiento de diferentes capsidas adenoviricas, es decir, proteinas fibra o pentona
de diversos serotipos adenoviricos puede ser ventajoso. La modificacién de las capsidas adenoviricas, incluyendo
fibra y pentona puede producir un vector adenovirico con un tropismo que es diferente del adenovirus no modificado.
Los vectores adenoviricos que se modifican y optimizan en su capacidad de infectar células diana pueden permitir una
reduccion significativa en la dosis terapéutica o profilactica, provocando toxicidad local y diseminada reducida.

Los sistemas de suministro génico de vector virico se usan habitualmente en transferencia génica y aplicaciones de
genoterapia. Diferentes sistemas de vector virico tienen sus propias ventajas y desventajas Unicas. Los vectores
viricos que pueden usarse para expresar el ligando derivado de patdégeno de la presente invencion incluyen, aunque
sin limitacion, vectores adenoviricos, vectores viricos adenoasociados, vectores alfaviricos, vectores viricos del herpes
simples y vectores retroviricos, descritos en mayor detalle a continuacion.
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Las caracteristicas generales adicionales de los adenovirus son tales que la biologia del adenovirus se caracteriza en
detalle; el adenovirus no se asocia con patologia humana grave; el adenovirus es extremadamente eficaz en introducir
su ADN en la célula hospedadora; el adenovirus puede infectar una amplia diversidad de células y tiene un amplio
rango de hospedador; el adenovirus puede producirse en grandes cantidades con relativa facilidad; y el adenovirus
puede hacerse defectuoso en la replicacion y/o no replicante por eliminaciones en la regién temprana 1 ("E1") del
genoma virico.

El adenovirus es un virus de ADN sin envuelta. El genoma del adenovirus es una molécula de ADN bicatenaria lineal
de aproximadamente 36 000 pares de bases ("pb") con una proteina terminal de 55 kDa unida covalentemente al
extremo 5' de cada hebra. El ADN del adenovirus contiene repeticiones terminales invertidas ("ITR") idénticas de
aproximadamente 100 pb, dependiendo la longitud exacta del serotipo. Los origenes de replicacion viricos estan
ubicados dentro de las ITR exactamente en los extremos del genoma. La sintesis del ADN se produce en dos fases.
En primer lugar, la replicacién transcurre por desplazamiento de hebra, generando una molécula de doble hélice hija
y una hebra desplazada precursora. La hebra desplazada es monocatenaria y puede formar un intermedio "de franja",
que permite el inicio de la replicacion y la generacién de una molécula de doble hélice hija. Como alternativa, la
replicacién puede transcurrir desde ambos extremos del genoma simultdneamente, obviando la necesidad de formar
la estructura de franja.

Durante el ciclo de infeccion productivo, los genes viricos se expresan en dos fases: la fase temprana, que es el
periodo hasta la replicacion del ADN virico y la fase tardia que coincide con el inicio de la replicacién del ADN virico.
Durante la fase temprana, Unicamente los productos génicos tempranos, codificados por las regiones E1, E2, E3 y E4,
se expresan, que pueden realizar varias funciones que preparan a la célula para la sintesis de proteinas estructurales
viricas (Berk, A.J., 1986). Durante la fase tardia, los productos génicos viricos tardios se expresan ademas de los
productos génicos tempranos y el ADN de la célula hospedadora y la sintesis de proteinas se inactivan. Por
consiguiente, la célula queda dedicada a la produccion de ADN virico y de proteinas estructurales viricas (Tooze, J.,
1981).

La region E1 del adenovirus es la primera regién del adenovirus expresada después de la infeccion de la célula diana.
Esta region consiste en dos unidades transcripcionales, los genes E1A y E1B, que son los dos necesarios para la
transformacién oncogénica de cultivos de roedor primarios (embrionarios). Las funciones principales de los productos
génicos E1A son inducir la entrada de las células quiescentes en el ciclo celular y reanudar la sintesis de ADN celular,
y activar transcripcionalmente el gen E1B y las otras regiones tempranas (E2, E3 y E4) del genoma virico. La
transfeccion de células primarias con el gen E1A en solitario puede inducir proliferacién ilimitada (inmortalizacién),
pero no provoca transformacién completa. Sin embargo, la expresion de E1A, en la mayoria de los casos, provoca la
induccion de muerte celular programada (apoptosis) y se obtiene inmortalizacién Unicamente de forma ocasional
(Jochemsen et al., 1987). La coexpresién del gen E1B es necesaria para evitar la induccion de apoptosis y para que
se produzca transformacién morfolédgica completa. En lineas celulares inmortales establecidas, un alto nivel de
expresion de E1A puede causar transformacion completa en ausencia de E1B (Roberts, B.E. et al., 1985).

Las proteinas codificadas E1B ayudan a E1A a redirigir las funciones celulares para permitir la replicacion virica. Las
proteinas E1B de 55 kD y E4 de 33 kD, que forman un complejo que estd esencialmente ubicado en el nucleo,
funcionan inhibiendo la sintesis de las proteinas hospedadoras y facilitando la expresion de genes viricos. Su influencia
principal es establecer el transporte selectivo de ARNm viricos desde el nlcleo hasta el citoplasma, simultdneamente
con la aparicién de la fase tardia de la infeccion. La proteina E1B de 21 kD es importante para el control temporal
correcto del ciclo de infeccion productivo, evitando de ese modo la muerte prematura de la célula hospedadora antes
de que se haya completado el ciclo vital del virus. Los virus mutantes que no pueden expresar el producto génico E1B
de 21 kDa muestran un ciclo de infeccion acortado que estd acompafado por degradacion excesiva de ADN
cromosomico de la célula hospedadora (fenotipo deg) y en un efecto citopatico potenciado (fenotipo cit; Telling et al.,
1994). Los fenotipos deg y cit se suprimen cuando ademas el gen E1A esta mutado, lo que indica que estos fenotipos
son una funcion de E1A (White, E. et al., 1988). Ademas, la proteina E1B de 21 kDa ralentiza la velocidad a la que
E1A activa los otros genes viricos. Aln no se conocen los mecanismos por los que E1B de 21 kD inactiva estas
funciones dependientes de E1A.

En contraste con los retrovirus, por ejemplo, los adenovirus no se integran de forma eficaz en el genoma de la célula
hospedadora, pueden infectar células que no estan en division y pueden transferir de forma eficaz genes
recombinantes in vivo (Brody et al., 1994). Estas caracteristicas hacen que los adenovirus sean candidatos atractivos
para transferencia génica in vivo de, por ejemplo, un antigeno o inmundgeno de interés en células, tejidos o sujetos
que lo necesitan.

Los vectores adenoviricos que contienen multiples eliminaciones son preferidos tanto para aumentar la capacidad de
transporte del vector como para reducir la probabilidad de recombinacién para generar adenovirus competentes en la
replicacién (RCA). Cuando el adenovirus contiene mdltiples eliminaciones, no es necesario que cada una de las
eliminaciones, si se presentan en solitario, provoquen un adenovirus deficiente en la replicaciéon y/o no replicante.
Siempre que una de las eliminaciones haga que el adenovirus sea deficiente en la replicacion o no replicante, pueden
incluirse las eliminaciones adicionales para otros fines, por ejemplo, para aumentar la capacidad de transporte del
genoma adenovirico para secuencias de nucleétidos heterdlogas. Preferiblemente, méas de una de las eliminaciones
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evita la expresién de una proteina funcional y hace que el adenovirus sea defectuoso en la replicacion y/o no replicante
y/o atenuado. Mas preferiblemente, todas las eliminaciones son eliminaciones que harian que el adenovirus fuera
deficiente en la replicacion y/o no replicante y/o atenuado. Sin embargo, la invencién también engloba adenovirus y
vectores adenoviricos que son competentes en la replicacién y/o de tipo silvestre, es decir, comprende todos los genes
adenoviricos necesarios para la infeccién y replicacion en un sujeto.

Las realizaciones de la invencién que emplean recombinantes adenoviricos pueden incluir E1 defectuosa o eliminada,
o E3 defectuosa o eliminada, o E4 defectuosa o eliminada o vectores adenoviricos que comprenden eliminaciones de
E1yE3,0E1yE4, 0E3yE4, oE1, E3, y E4 eliminada, o el vector adenovirico "gutless" en que todos los genes
viricos estan eliminados. Los vectores adenoviricos pueden comprender mutaciones en los genes E1, E3 0 E4, o
eliminaciones en estos o todos los genes adenoviricos. La mutacion de E1 aumenta el margen de seguridad del vector
porque los mutantes de adenovirus de E1 defectuosa se dice que son defectuosos en la replicacion y/o no replicantes
en células no permisivas y estan, en ultima instancia, muy atenuados. La mutacién de E3 potencia la inmunogenia del
antigeno alterando el mecanismo por el que el adenovirus regula por disminucion las moléculas MHC de clase I. La
mutacién E4 reduce la inmunogenia del vector adenovirico suprimiendo la expresién del gen tardio, por tanto, puede
permitir la utilizaciéon en revacunacién repetida del mismo vector. La presente invencibn comprende vectores
adenoviricos de cualquier serotipo 0 serogrupo que tienen eliminaciéon o mutacion en E1, 0 E3, 0 E4, 0 E1y E3, o E1
y E4. La eliminacién o mutacién de estos genes adenoviricos provoca actividad alterada o pérdida sustancialmente
completa de la actividad de estas proteinas.

El vector adenovirico "cobarde" es otro tipo de vector en la familia de vectores adenoviricos. Su replicacion requiere
un virus auxiliar y una linea celular 293 humana especial que expresa tanto E1a como Cre, una condicion que no
existe en su entorno natural; el vector esta desprovisto de todos los genes viricos, por tanto, el vector como vehiculo
de vacuna no es inmunégeno y puede inocularse multiples veces para revacunacion. El vector adenovirico "cobarde”
también contiene un espacio de 36 kb para acomodar el antigeno o el uno o mas inmundgenos de interés, permitiendo
de este modo el cosuministro de un gran nimero de antigeno o inmundgenos en las células.

El virus adenoasociado (AAV) es un parvovirus de ADN bicatenario que es enddgeno para la poblacién humana.
Aunque tiene capacidad de infeccién productiva en células de una diversidad de especies, el AAV es un dependovirus,
que requiere funciones auxiliares de adenovirus o herpesvirus para su propia replicacion. En ausencia de funciones
auxiliares de estos herpesvirus, AAV infectara células, perdera la cubierta en el ndcleo e integrard su genoma en el
cromosoma hospedador, pero no se replicara o producira nuevas particulas viricas.

El genoma de AAV se ha clonado en plasmidos bacterianos y esta bien caracterizado. El genoma virico consiste en
4682 bases que incluyen dos repeticiones terminales de 145 bases cada una. Estas repeticiones terminales sirven
como origenes de replicacion de ADN para el virus. Algunos investigadores han propuesto que tienen funciones
potenciadoras. El resto del genoma se divide en dos dominios funcionales. La parte izquierda del genoma codifica las
funciones rep que regulan la replicacion del ADN virico y la expresion génica vital. El lado derecho del genoma vital
contiene los genes cap que codifican las proteinas estructurales de la capsida VP1, VP2 y VP3. Las proteinas
codificadas por el gen rep y también el gen cap funcionan en trans durante la replicacion productiva de AAV.

El AAV se considera un candidato ideal para su uso como vector transductor, y se ha usado de esta manera. Dichos
vectores transductores de AAV comprenden suficientes funciones de accion en cis para replicarse en presencia de
funciones auxiliares de adenovirus o herpesvirus proporcionadas en trans. Se ha construido AAV recombinante (rAAV)
en varios laboratorios y se ha usado para transportar genes exégenos a células de una diversidad de linajes. En estos
vectores, los genes cap y/o rep de AAV se eliminan del genoma virico y se remplazan con un segmento de ADN de
eleccion. Los vectores actuales pueden acomodar hasta 4300 bases de ADN insertado.

Para producir rAAV, los plasmidos que contienen la construccion vital deseada se transfectan en células infectadas
con adenovirus. Ademas, se cotransfecta un segundo plasmido auxiliar en estas células para proporcionar los genes
rep y cap de AAV que son obligatorios para la replicacion y empaquetado de la construccion virica recombinante. En
estas condiciones, las proteinas rep y cap de AAV actldan en trans para estimular la replicacion y empaquetado de la
construccion de rAAV. Tres dias después de la transfeccién, el rAAV se recoge de las células junto con el adenovirus.
El adenovirus contaminante entonces se inactiva por tratamiento térmico.

El virus del herpes simple 1 (VHS-1) es un virus de ADN bicatenario con envuelta con un genoma de 153 kb que
codifica mas de 80 genes. Su amplio rango de hospedador se debe a la unién de las glucoproteinas de la envuelta
virica a las moléculas de sulfato de heparina extracelulares encontradas en membranas celulares (WuDunn & Spear,
1989). La internalizacion del virus entonces requiere la glucoproteina gD de la envuelta y el receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos (Kaner, 1990). El VHS puede infectar células de forma litica o puede establecer latencia.
Los vectores de VHS se han usado para infectar una amplia diversidad de tipos celulares (Lowenstein, 1994; Huard,
1995; Miyanohara, 1992; Liu, 1996; Goya, 1998).

Hay dos tipos de vectores de VHS, llamados los vectores de VHS recombinante y los vectores de amplicén. Los
vectores de VHS recombinantes se generan por insercién de unidades de transcripcién directamente en el genoma
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de VHS, a través de eventos de recombinacién homoéloga. Los vectores de amplicon se basan en plasmidos que
alberga la unidad de transcripcién de eleccion, un origen de replicacion y una sefial de empaquetado.

Los vectores de VHS tienen las ventajas obvias de una gran capacidad de inserciéon de genes exégenos, la capacidad
de establecer latencia en neuronas, un amplio rango de hospedador y la capacidad de conferir expresion transgénica
al SNC durante hasta 18 meses (Carpenter & Stevens, 1996).

Los retrovirus son virus de ARN monocatenario con envuelta, que se han usado ampliamente en protocolos de
transferencia génica. Los retrovirus tienen un genoma diploide de aproximadamente 7-10 kb, compuesto de cuatro
regiones génicas llamadas gag, pro, poly env. Estas regiones génicas codifican proteinas estructurales de la capsida,
proteasa virica, integrasa y retrotranscriptasa virica, y glucoproteinas de la envuelta, respectivamente. El genoma
también tiene una sefal empaquetado y secuencias de accidn en cis, llamadas repeticiones terminales largas (LTR),
en cada extremo, que tienen una funcioén en el control transcripcional y la integracion.

Los vectores retroviricos mas habitualmente usados se basan en el virus de la leucemia murina de Moloney (Mo-MLV)
y tienen tropismos celulares variables, dependiente del dominio superficial de unidn a receptor de la glucoproteina de
la envuelta.

A los vectores retroviricos recombinantes se les elimina todos los genes retroviricos, que se remplazan con genes
marcadores 0 terapéuticos, o ambos. Para propagar retrovirus recombinantes, es necesario proporcionar los genes
viricos, gag, poly env en trans.

Los lentivirus son retrovirus complejos que tienen la capacidad de infectar y expresar sus genes tanto en células
mitéticas como en células posmitéticas. El lentivirus mas cominmente conocido es el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), que usa las glucoproteinas de la envuelta de otros virus para abordar una amplia gama de tipos
celulares.

Los alfavirus, incluyendo el virus Sindbis prototipo (SIN), el virus del bosque Semliki (VBS) y el virus de la encefalitis
equina venezolana (EEV), constituyen un grupo de virus con envuelta que contienen genomas de ARN de hebra mas,
dentro de capsidas icosaédricas.

Los vectores viricos de la presente invencion son utiles para el suministro de &cidos nucleicos que expresan antigenos
o inmundgenos a células tanto in vitro como in vivo. En particular, los vectores de la invencion pueden emplearse
ventajosamente para suministrar o transferir 4cidos nucleicos a células, mas preferiblemente células de mamifero. Los
acidos nucleicos de interés incluyen acidos nucleicos que codifican péptidos y proteinas, preferiblemente péptidos o
proteinas terapéuticos (por ejemplo, para usos médicos o veterinarios) o inmundgenos (por ejemplo, para vacunas).

Preferiblemente, los codones que codifican el antigeno o inmunégeno de interés son codones "optimizados", es decir,
los codones son aquellos que aparecen frecuentemente en, por ejemplo, genes muy expresados en la especie del
sujeto, en lugar de los codones que se usan frecuentemente por, por ejemplo, un virus de la gripe. Dicho uso de
codones proporciona expresion eficaz del antigeno o inmundgeno en células animales. En otras realizaciones, por
ejemplo, cuando el antigeno o inmundégeno de interés se expresa en bacterias, levadura u otro sistema de expresion,
el patrén de uso de codones se altera para que represente la desviacion de codones para genes muy expresados en
el organismo en que se esta expresando el antigeno o inmundégeno. Los patrones de uso de codones son conocidos
en la bibliografia para genes muy expresados de muchas especies (por ejemplo, Nakamura et al., 1996; Wang et al.,
1998; McEwan et al. 1998).

Como alternativa adicional, los vectores viricos pueden usarse para infectar una célula en cultivo para que exprese un
producto génico deseado, por ejemplo, para producir una proteina o péptido de interés. Preferiblemente, la proteina o
péptido se secreta en el medio y puede purificarse del mismo usando técnicas habituales conocidas en la técnica. Se
conocen en la técnica secuencias de péptido sefal que dirigen la secrecién extracelular de proteinas y secuencias de
nucleétidos que codifican las mismas pueden unirse de forma funcional a la secuencia de nucleétidos que codifica el
péptido o proteina de interés por técnicas habituales conocidas en la técnica. Como alternativa, las células pueden
lisarse y la proteina recombinante expresada puede purificarse del lisado celular. Preferiblemente, la célula es una
célula animal, mas preferiblemente una célula de mamifero. También se prefieren células que sean competentes para
la transduccién por vectores viricos particulares de interés. Dichas células incluyen células PER.C6, células 911 y
células HEK293.

Un medio de cultivo para cultivar células hospedadoras incluye un medio habitualmente usado para cultivo tisular, tal
como M199-earle base, MEM de Eagle (E-MEM), MEM de Dulbecco (DMEM), SC-UCM102, UP-SFM (GIBCO BRL),
EX-CELL302 (Nichirei), EX-CELL293-S (Nichirei), TFBM-01 (Nichirei), ASF104, entre otros. Los medios de cultivo
adecuados para tipos celulares especificos pueden encontrarse en la American Type Culture Collection (ATCC) o la
European Collection of Cell Cultures (ECACC). Los medios de cultivo pueden complementarse con aminodacidos tales
como L-glutamina, sales, agentes antifingicos o antibacterianos tales como Fungizone®, penicilina-estreptomicina,
suero animal y similares. El medio de cultivo celular opcionalmente puede ser sin suero.
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Las composiciones terapéuticas o de diagnostico de la invencién se administran a un individuo en cantidades
suficientes para tratar o diagnosticar trastornos. La cantidad eficaz puede variar de acuerdo con una diversidad de
factores tales como el estado del individuo, el peso, el sexo y la edad. Otros factores incluyen el modo de
administracion.

Las composiciones farmacéuticas pueden proporcionarse al individuo mediante una diversidad de vias tales como
subcutanea, tépica, oral o intramuscular.

Los compuestos identificados de acuerdo con los métodos divulgados en este documento pueden usarse en solitario
a dosificaciones apropiadas. Como alternativa, puede ser deseable la coadministracion o administracién secuencial
de otros agentes.

La presente invencion también tiene el objetivo de proporcionar formulaciones farmacéuticas topicas, orales,
sistémicas y parenterales adecuadas para su uso en los métodos novedosos de tratamiento de la presente invencién.
Las composiciones que contienen compuestos identificados de acuerdo con esta invencién como ingrediente activo
pueden administrarse en una amplia diversidad de formas galénicas terapéuticas en vehiculos convencionales para
su administracion. Por ejemplo, los compuestos pueden administrarse en formas galénicas orales tales como
comprimidos, cépsulas (incluyendo cada una, formulaciones de liberacion programada y liberacion mantenida),
pildoras, polvos, granulos, elixires, tinturas, soluciones, suspensiones, jarabes y emulsiones, o por inyeccién.
Asimismo, también pueden administrarse en forma intravenosa (tanto en bolo como en infusion), intraperitoneal,
subcutanea, topica con o sin oclusiéon o intramuscular, todas usando formas bien conocidas por los expertos en las
técnicas farmacéuticas.

Ventajosamente, los compuestos de la presente invencién pueden administrarse en una Unica dosis diaria, o la
dosificacién diaria total puede administrarse en dosis divididas de dos, tres o cuatro veces al dia. Ademas, los
compuestos para la presente invencion pueden administrarse en forma intranasal mediante uso t6pico de vehiculos
intranasales adecuados, o mediante vias transdérmicas, usando aquellas formas de parches cutdneos transdérmicos
bien conocidas por los expertos en la materia. Para administrarse en forma de un sistema de suministro transdérmico,
la administracion de la dosificacién sera, por supuesto, continua en lugar de intermitente en toda la pauta posolégica.

Para tratamiento de combinaciéon con mas de un agente activo, donde los agentes activos estan en formulaciones
diferentes de dosificaciéon, los agentes activos pueden administrarse simultdneamente, o cada uno puede
administrarse en momentos escalonados por separado.

La pauta posolégica que utiliza los compuestos de la presente invencion se selecciona de acuerdo con una diversidad
de factores que incluyen el tipo, especie, edad, peso, sexo y estado médico del paciente; la gravedad de la afeccién
a tratar; la via de administracion; la funcion renal, hepatica y cardiovascular del paciente; y el compuesto particular del
mismo empleado. Un médico habitual puede determinar facilmente y prescribir la cantidad eficaz del farmaco necesaria
para prevenir, contrarrestar o detener el progreso de la afeccién, la precisién éptima a la hora de conseguir
concentraciones de farmaco dentro del intervalo que produzca eficacia sin toxicidad requiere un régimen basado en
la cinética de la disponibilidad del farmaco en los sitios diana, esto implica una consideracion de la distribucion,
equilibrio y eliminaciéon de un farmaco.

Aunque la presente invencion y sus ventajas se han descrito en detalle, debe entenderse que pueden hacerse diversos
cambios, sustituciones y alteraciones en este documento sin alejarse del alcance de la invencién que se define en las
reivindicaciones adjuntas.

La presente invencién se ilustrara adicionalmente en los siguientes ejemplos que se dan con fines de ilustracion
unicamente y no pretenden limitar la invencién de ninguna manera.

Ejemplos
Ejemplo 1
Ingenieria genémica multiple usando sistemas de CRISPR/Cas

La dilucidacién funcional de las variantes y elementos genéticos causales requiere tecnologias de edicién gendmica
precisas. El sistema inmunitario adaptativo de CRISPR (repeticiones palindromicas cortas intercaladas de forma
regular agrupadas) procariota de tipo |l ha demostrado facilitar la escisién de ADN especifica de sitio guiada por ARN.
Los solicitantes manipularon dos sistemas de CRISPR de tipo Il diferentes y demuestran que las nucleasas Cas9
pueden dirigirse por ARN cortos para inducir la escisién precisa en locus genémicos endoégenos en células humanas
y de ratén. Cas9 también puede convertirse en una enzima melladora para facilitar la reparacién dirigida por homologia
con actividad mutagénica minima. Finalmente, pueden codificarse multiples secuencias de guia en una Unica matriz
de CRISPR para posibilitar la edicién simultanea de varios sitios dentro del genoma de mamifero, lo que demuestra
una facil capacidad de programacién y amplia aplicabilidad de la tecnologia de CRISPR.
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Los sistemas inmunitarios adaptativos de CRISPR procariotas pueden reconstituirse y manipularse para mediar
edicion gendémica multiple en células de mamifero.

Son necesarias tecnologias de direccién genémica precisas y eficaces para posibilitar la manipulaciéon inversa
sistematica de variaciones genéticas causales permitiendo la perturbacion selectiva de elementos genéticos
individuales. Aunque las tecnologias de edicién genémica tales como dedos de cinc de disefio (ZF) (M. H. Porteus, D.
Baltimore, Chimeric nucleases stimulate gene targeting in human cells. Science 300, 763 (May 2, 2003); J. C. Miller et
al., An improved zinc-finger nuclease architecture for highly specific genome editing. Nat Biotechnol 25, 778 (julio de
2007); J. D. Sander et al., Selection-free zinc-finger-nuclease engineering by context-dependent assembly (CoDA).
Nat Methods 8, 67 (enero de 2011) y A. J. Wood et al., Targeted genome editing across species using ZFNs and
TALENSs. Science 333, 307 (15 de julio de 2011)), los efectores de tipo activador de la transcripcion (TALE) (A. J. Wood
et al., Targeted genome editing across species using ZFNs and TALENs. Science 333, 307 (15 de julio de 2011); M.
Christian et al., Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector nucleases. Genetics 186, 757 (octubre de 2010);
F. Zhang et al., Efficient construction of sequence-specific TAL effectors for modulating mammalian transcription. Nat
Biotechnol 29, 149 (febrero de 2011); J. C. Miller et al., A TALE nuclease architecture for efficient genome editing. Nat
Biotechnol 29, 143 (febrero de 2011); D. Reyon et al., FLASH assembly of TALENS for high-throughput genome editing.
Nat Biotechnol 30, 460 (mayo de 2012); J. Boch et al., Breaking the code of DNA binding specificity of TAL-type Il
effectors. Science 326, 1509 (11 de diciembre de 2009) y M. J. Moscou, A. J. Bogdanove, A simple cipher governs
DNA recognition by TAL effectors. Science 326, 1501 (11 de diciembre de 2009)) y meganucleasas de asentamiento
(B. L. Stoddard, Homing endonuclease structure and function. Quarterly reviews of biophysics 38, 49 (febrero de 2005))
han empezado a posibilitar modificaciones genémicas dirigidas, sigue existiendo una necesidad de nuevas tecnologias
que se puedan cambiar de escala, se puedan producir y sean faciles de disefiar. Aqui, los solicitantes informan del
desarrollo de una nueva clase de herramientas de manipulacion genémica de precision basadas en la nucleasa Cas9
guiada por ARN (M. Jinek et al., A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity.
Science 337, 816 (17 de agosto de 2012); G. Gasiunas, R. Barrangou, P. Horvath, V. Siksnys, Cas9-crRNA
ribonucleoprotein complex mediates specific DNA cleavage for adaptive immunity in bacteria. Proc Natl Acad Sci USA
109, E2579 (25 de septiembre de 2012) y J. E. Garneau et al., The CRISPR/Cas bacterial immune system cleaves
bacteriophage and plasmid DNA. Nature 468, 67 (4 de noviembre de 2010)) a partir del sistema inmunitario adaptativo
de CRISPR procariota de tipo Il (H. Deveau, J. E. Garneau, S. Moineau, CRISPR/Cas system and its role in phage-
bacteria interactions. Annual review of microbiology 64, 475 (2010); P. Horvath, R. Barrangou, CRISPR/Cas, the
immune system of bacteria and archaea. Science 327, 167 (8 de enero de 2010); K. S. Makarova et al., Evolution and
classification of the CRISPR-Cas systems. Nat Rev Microbiol 9, 467 (enero de 2011) y D. Bhaya, M. Davison, R.
Barrangou, CRISPR-Cas systems in bacteria and archaea: versatile small RNAs for adaptive defense and regulation.
Annu Rev Genet 45, 273 (2011)).

El locus de CRISPR de tipo |l de Streptococcus pyogenes SF370 consiste en cuatro genes, incluyendo la nucleasa
Cas9, asi como dos ARN no codificantes: ARNtracr y una matriz de preARNcr que contiene secuencias de guia de
nucleasa (espaciadores) intercaladas por repeticiones directas idénticas (DR) (figura 5) (E. Deltcheva et al., CRISPR
RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor RNase Ill. Nature 471, 602 (31 de marzo de 2011)). Los
solicitantes buscan aprovechar este sistema de nucleasa programable por ARN procariota para introducir roturas
bicatenarias (DSB) dirigidas en cromosomas de mamifero mediante expresidn heteréloga de los componentes clave.
Se ha demostrado previamente que la expresion de ARNtracr, preARNcr, RNasa Il de factor hospedador y nucleasa
Cas9 son necesarios y suficientes para la escision de ADN in vitro (M. Jinek et al., A programmable dual-RNA-guided
DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337, 816 (17 de agosto de 2012) y G. Gasiunas, R.
Barrangou, P. Horvath, V. Siksnys, Cas9-crRNA ribonucleoprotein complex mediates specific DNA cleavage for
adaptive immunity in bacteria. Proc Natl Acad Sci USA 109, E2579 (25 de septiembre de 2012)) y en células procariotas
(R. Sapranauskas et al., The Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas system provides immunity in Escherichia coli.
Nucleic Acids Res 39, 9275 (noviembre de 2011) y A. H. Magadan, M. E. Dupuis, M. Villion, S. Moineau, Cleavage of
phage DNA by the Streptococcus thermophilus CRISPR3-Cas system. PLoS One 7, e40913 (2012)). Los solicitantes
optimizaron los codones de Cas9 de S. pyogenes (SpCas9) y RNase Ill (SpRNase Ill) y adhirieron sefales de
localizacién nuclear (NLS) para asegurar la compartimentacion nuclear en células de mamifero. La expresion de estas
construcciones en células 293FT humanas revel6 que se requieren dos NLS para dirigir SpCas9 al nicleo (figura 1A).
Para reconstituir los componentes de ARN no codificantes de CRISPR, los solicitantes expresaron un ARNtracr de
89 nucledtidos (nt) (figura 6) bajo el promotor de la ARN polimerasa Il U6 (figura 1B). Asimismo, los solicitantes usaron
el promotor U6 para dirigir la expresion de un matriz de preARNcr que comprende un Unico espaciador de guia
flanqueado por DR (figura 1B). Los solicitantes disefiaron un espaciador inicial para abordar un sitio de 30 pares de
bases (pb) (protoespaciador) en el locus EMXH7 humano que precede a un NGG, el motivo adyacente a
protoespaciador (PAM) necesario (figura 1C y figura 5) (Deveau et al., Phage response to CRISPR-encoded resistance
in Streptococcus thermophilus. J Bacteriol 190, 1390 (febrero de 2008) y F. J. Mojica, C. Diez-Villasenor, J. Garcia-
Martinez, C. Almendros, Short motif sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR defence system.
Microbiology 155, 733 (marzo de 2009)).

Para ensayar si la expresion heteréloga del sistema de CRISPR (SpCas9, SpRNasa Ill, ARNtracr y preARNcr) puede

conseguir la escision dirigida de cromonas de mamifero, los solicitantes transfectaron células 293FT con diferentes
combinaciones de componentes de CRISPR. Como las DSB en ADN de mamifero se reparan parcialmente por la ruta

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757623 T3

de unién de extremos no homélogos (NHEJ) que forma indel, los solicitantes usaron el ensayo SURVEYOR (figura 7)
para detectar la escisién de la diana enddgena (figura 1D y figura 6B). La cotransfeccién de los cuatro componentes
de CRISPR necesarios provoco la escisién eficaz del protoespaciador (figura 1D y figura 6B), que posteriormente se
verifica por secuenciacion de Sanger (figura 1E). De forma interesante, la SpRNasa Il no fue necesaria para la escision
del protoespaciador (figura 1D) y el ARNtracr de 89 nt se procesa en su ausencia (figura 6C). Asimismo, la maduracién
del preARNcr no requiere RNasa Il (figura 1D y figura 8), lo que sugiere que puede haber RNasas de mamifero
enddgenas que ayuden en la maduracién del preARNcr (M. Jinek, J. A. Doudna, A three-dimensional view of the
molecular machinery of RNA interference. Nature 457, 405 (22 de enero de 2009); C. D. Malone, G. J. Hannon, Small
RNAs as guardians of the genome. Cell 136, 656 (20 de febrero de 2009) y G. Meister, T. Tuschl, Mechanisms of gene
silencing by double-stranded RNA. Nature 431, 343 (16 de septiembre de 2004)). Eliminar cualquier ARN restante o
componente de Cas9 anulaba la actividad de escisién del genoma del sistema de CRISPR (figura 1D). Estos resultados
definen un sistema de tres componentes minimo para la modificacion genémica mediada por CRISPR eficaz en células
de mamifero.

A continuacion, los solicitantes exploraron la capacidad de generalizar la escisién mediada por CRISPR en células
eucariotas por direccién a protoespaciadores adicionales dentro del locus EMX7 (figura 2A). Para mejorar el
cosuministro, los solicitantes disefiaron un vector de expresion para dirigir tanto el preARNcr como SpCas9 (figura 9).
En paralelo, los solicitantes adaptaron un disefio hibrido quimérico de ARNcr-ARNtracr (figura 2B, parte superior)
recientemente validado in vitro (M. Jinek et al., A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive
bacterial immunity. Science 337, 816 (17 de agosto de 2012)), donde se fusiona un ARNcr maduro a un ARNtracr
parcial mediante un tallo-bucle sintético para imitar la doble hélice natural de ARNcr:ARNtracr (figura 2B, parte inferior).
Los solicitantes observaron escisién de todas las dianas protoespaciadores cuando SpCas9 se coexpresa con
preARNcr (DR-espaciador-DR) y ARNtracr. Sin embargo, no todos los disefios de ARN quimérico podian facilitar la
escision de sus dianas gendmicas (figura 2C, tabla 1). Los solicitantes entonces ensayaron la direccién a locus
gendmicos adicionales tanto en células humanas como de ratén disefiando preARNcr y ARN quiméricos dirigidos a
los locus PVALB humano y Thde raton (figura 10). Los solicitantes consiguieron modificacion eficaz en las tres dianas
Th de raton y una PVALB usando el disefio de ARNcr:ARNtracr, demostrando de este modo la amplia aplicabilidad
del sistema de CRISPR en la modificacién de locus diferentes entre multiples organismos (tabla 1). Para las mismas
dianas protoespaciadoras, las eficacias de escision de los ARN quiméricos fueron incluso inferiores que las de las
dobles hélices de ARNcr:ARNtracr o indetectables. Esto puede deberse a diferencias en la expresion y estabilidad de
los ARN, la degradacion por la maquinaria de iARN enddgena o estructuras secundarias que dan lugar a carga de
Cas9 o reconocimiento de diana ineficaz.

La edicién gendmica eficaz requiere que las nucleasas se dirijan a locus genémicos especificos tanto con precision
como con eficacia elevadas. Para investigar la especificidad de la escision mediada por CRISPR, los solicitantes
analizaron emparejamientos incorrectos de un solo nucleétido entre el espaciador y su diana protoespaciadora de
mamifero (figura 3A). Los solicitantes observaron que el emparejamiento incorrecto de una sola base hasta 12 pb 5'
del PAM anulaba completamente la escisién genémica por SpCas9, mientras que espaciadores con mutaciones
mucho mas 5' retenian la actividad contra la diana protoespaciadora (figura 3B). Esto es coherente con los estudios
bacterianos e in vitro previos de la especificidad de Cas9 (M. Jinek et al., A programmable dual-RNA-guided DNA
endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337, 816 (17 de agosto de 2012) y R. Sapranauskas et al., The
Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas system provides immunity in Escherichia coli. Nucleic Acids Res 39, 9275
(noviembre de 2011)). Ademas, CRISPR puede mediar la escision genémica tan eficazmente como una pareja de
nucleasas TALE (TALEN) dirigidas al mismo protoespaciador EMX7 (figura 3, C y D).

La modificacion dirigida de genomas evita de forma ideal mutaciones que surgen del mecanismo de NHEJ propenso
a errores. La SpCas9 de tipo silvestre puede mediar DSB especificas de sitio, que pueden repararse mediante NHEJ
o reparacion dirigida por homologia (HDR). Los solicitantes disefiaron una sustitucién de aspartato a alanina (D10A)
en el dominio RuvC | de SpCas9 para convertir la nucleasa en una ADN nickasa (SpCas9n, figura 4A) (M. Jinek et al.,
A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337, 816 (17 de agosto
de 2012); G. Gasiunas, R. Barrangou, P. Horvath, V. Siksnys, Cas9-crRNA ribonucleoprotein complex mediates
specific DNA cleavage for adaptive immunity in bacteria. Proc Natl Acad Sci U S A 109, E2579 (25 de septiembre de
2012) y R. Sapranauskas et al., The Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas system provides immunity in
Escherichia coli. Nucleic Acids Res 39, 9275 (Nov, 2011)), porque el ADN genémico mellado tipicamente se repara
impecablemente o a través de HDR de alta fidelidad. SURVEYOR (figura 4B) y la secuenciaciéon de 327 amplicones
no detectaron ningun indel inducido por SpCas9n. Sin embargo, hay que apreciar que el ADN mellado puede
procesarse en casos infrecuentes mediante un intermedio de DSB y provocar un evento de NHEJ (M. T. Certo et al.,
Tracking genome engineering outcome at individual DNA breakpoints. Nat Methods 8, 671 (agosto de 2011)). Los
solicitantes entonces ensayaron HDR mediada por Cas9 en el mismo locus EMX71 con un molde de reparacion por
homologia para introducir un par de sitios de restriccion cerca del protoespaciador (figura 4C). SpCas9 y SpCas9n
catalizaron la integracion del molde de reparacién en el locus EMX1 a niveles similares (figura 4D), que los solicitantes
verificaron adicionalmente mediante secuenciacion de Sanger (figura 4E). Estos resultados demuestran la utilidad de
CRISPR para facilitar las inserciones genoémicas dirigidas. Dada la especificidad de diana de 14 pb (12 pb de la
secuencia fundamental y 2 pb de PAM) (figura 3B) de la SpCas9 de tipo silvestre, el uso de una nickasa puede reducir
mutaciones inespecificas.
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Finalmente, la arquitectura natural de los locus de CRISPR con espaciadores ordenados (figura 5) sugiere la
posibilidad de manipulacion gendémica multiple. Usando una matriz de CRISPR individual que codifica un par de
espaciadores dirigidos a EMX1y PVALB, los solicitantes detectaron escision eficaz en ambos locus (figura 4F). Los
solicitantes ensayaron ademas la eliminacion dirigida de regiones gendémicas mas grandes mediante DSB simultaneas
usando espaciadores contra dos dianas dentro de EMX7 espaciado por 119 pb, y observaron una eficacia de
eliminacion de un 1,6 % (3 de los 182 amplicones; figura 4G), demostrando de este modo que el sistema de CRISPR
puede mediar la edicién multiple dentro de un Unico genoma.

La capacidad de usar ARN para programar la escision de ADN especifica de secuencia define una nueva clase de
herramientas de manipulacién gendémica. Aqui, los solicitantes han demostrado que el sistema de CRISPR de
S. pyogenes puede reconstituirse de forma heteréloga en células de mamifero para facilitar la edicion genémica eficaz;
un estudio adjunto ha confirmado independientemente la direccion genémica mediada por CRISPR de alta eficacia en
varias lineas celulares humanas (Mali et al.). Sin embargo, varios aspectos del sistema de CRISPR pueden mejorarse
adicionalmente para aumentar su eficacia y versatilidad. El requisito de una NGG PAM restringe el espacio diana de
CRISPR de S. pyogenes a cada 8 pb de promedio en el genoma humano (figura 11), sin tener en cuenta las
restricciones potenciales aportadas por la estructura secundaria de ARNcr o la accesibilidad genémica debido a los
estados de metilacion de la cromatina y el ADN. Algunas de estas restricciones pueden superarse explotando la familia
de enzimas de Cas9 y sus diferentes requisitos de PAM (H. Deveau et al., Phage response to CRISPR-encoded
resistance in Streptococcus thermophilus. J Bacteriol 190, 1390 (febrero de 2008) y F. J. Mojica, C. Diez-Villasenor, J.
Garcia-Martinez, C. Almendros, Short motif sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR defence
system. Microbiology 155, 733 (marzo de 2009)) a través de la diversidad microbiana (K. S. Makarova et al., Evolution
and classification of the CRISPR-Cas systems. Nat Rev Microbiol 9, 467 (junio de 2011)). De hecho, otros locus de
CRISPR probablemente son trasplantables a células de mamifero; por ejemplo, el CRISPR1 de Streptococcus
thermophilus LMD-9 también puede mediar la escision gendmica de mamifero (figura 12). Finalmente, la capacidad
de realizar edicion gendmica multiple en células de mamifero posibilita aplicaciones potentes en ciencia basica,
biotecnologia y medicina (P. A. Carr, G. M. Church, Genome engineering. Nat Biotechnol 27, 1151 (diciembre de
2009)).

Ejemplo 2
Manipulacién genémica mdltiple usando sistema de CRISPR/Cas: Material complementario

Cultivo celular y transfeccion. La linea celular 293FT de rifidn embrionario humano (HEK) (Life Technologies) se
mantuvo en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con suero bovino fetal al 10 % (HyClone),
GlutaMAX 2 mM (Life Technologies), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina a 37 °C con incubacion en
CO2 al 5 %. La linea celular de ratén neuro2A (N2A) (ATCC) se mantuvo con DMEM complementado con suero bovino
fetal al 5 % (HyClone), GlutaMAX 2 mM (Life Technologies), 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina a
37 °C con COzal 5 %.

Las células 293FT o N2A se sembraron en placas de 24 pocillos (Corning) un dia antes de la transfeccién a una
densidad de 200 000 células por pocillo. Las células se transfectaron usando Lipofectamine 2000 (Life Technologies)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Para cada pocillo de una placa de 24 pocillos, se usé un total
de 800 ng de plasmidos.

Ensayo surveyor y andlisis de secuenciacion para modificacion genémica. Las células 293FT o N2A se transfectaron
con ADN plasmidico como se describe anteriormente. Las células se incubaron a 37 °C durante 72 horas después de
la transfeccidon antes de la extraccion del ADN gendmico. EI ADN gendmico se extrajo usando el kit de extraccion de
ADN QuickExtract (Epicentre) siguiendo el protocolo del fabricante. En resumen, las células se resuspendieron en
solucién QuickExtract y se incubaron a 65 °C durante 15 minutos y 98 °C durante 10 minutos.

La regién genémica que rodea el sitio diana de CRISPR para cada gen se amplificod por PCR y los productos se
purificaron usando la columna de centrifugacion QiaQuick Spin (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. Se
mezcld un total de 400 ng de los productos de PCR purificados con 2 pl de tampén de PCR de polimerasa Taq 10X
(Enzymatics) y agua ultrapura hasta un volumen final de 20 pl, y se sometieron a un proceso de rehibridacion para
posibilitar la formacién de heteroduplex: 95 °C durante 10 min, 95 °C a 85 °C enrampa a - 2 °C/s, 85°Ca25°C a —
0,25 C/s y mantenimiento a 25 °C durante 1 minuto. Después de la rehibridacién, los productos se trataron son
nucleasa SURVEYOR vy potenciador S SURVEYOR (Transgenomics) siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante, y se analizaron en 4-20 geles de poliacrilamida Novex TBE (Life Technologies). Los geles se tifieron con
tinte de ADN SYBR Gold (Life Technologies) durante 30 minutos y se tomaron imagenes con un sistema de imagenes
de gel Gel Doc (Biorad). La cuantificacion se basé en las intensidades de banda relativas.

Ensayo de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion para la deteccion de recombinacion homologa. Se
transfectaron células HEK 293FT y N2A con ADN plasmidico y se incubaron a 37 °C durante 72 horas antes de la
extracciéon del ADN gendémico como se describe anteriormente. La regién genémica diana se amplifico por PCR usando
cebadores fuera de los brazos de homologia del molde de recombinacién homéloga (HR). Los productos de PCR se
separaron en un gel de agarosa al 1 % y se extrajeron con el kit de extraccion del gel MinElute (Qiagen). Los productos
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purificados se digirieron con Hindlll (Fermentas) y se analizaron en un gel de poliacrilamida Novex TBE al 6 % (Life
Technologies).

Extraccion y purificacion de ARN. Las células HEK 293FT se mantuvieron y transfectaron como se indica previamente.
Las células se recogieron por tratamiento con tripsina seguido de lavado en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS). Se extrajo el ARN celular total con reactivo TRI (Sigma) siguiendo el protocolo del fabricante. EI ARN total
extraido se cuantific6 usando Nanodrop (Thermo Scientific) y se normaliz6 a la misma concentracion.

Analisis de transferencia de Northern de la expresion de ARNcr y ARNiracr en células de mamifero. Los ARN se
mezclaron con volumenes iguales de tampdn de carga 2X (Ambion), se calentaron hasta 95 °C durante 5 min, se
enfriaron en hielo durante 1 min y después se cargaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 8 % (SequaGel,
National Diagnostics) después de preprocesar el gel durante al menos 30 minutos. Las muestras se sometieron a
electroforesis durante 1,5 horas a un limite de 40 W. Después de ello, el ARN se transfirié a membrana Hybond N+
(GE Healthcare) a 300 mA en un aparato de transferencia semiseca (Bio-rad) a temperatura ambiente durante
1,5 horas. El ARN se reticul6 con la membrana usando el botén de autorreticulacion en el reticulador por UV de
Stratagene Stratalinker (Stratagene). La membrana se prehibridé en tampén de hibridacion ULTRAhyb-Oligo (Ambion)
durante 30 minutos con rotacion a 42 °C y después se anadieron las sondas y se hibridaron durante una noche. Las
sondas se ordenaron a partir de IDT y se marcaron con [gamma 32P] ATP (Perkin Elmer) con polinucleétido cinasa
T4 (New England Biolabs). La membrana se lavé una vez con SSC 2x precalentado (42 °C), SDS al 0,5 % durante
1 min seguido de dos lavados de 30 minutos a 42 °C. La membrana se expuso a un filtro de fésforo durante una hora
o durante una noche a temperatura ambiente y después se exploré con phosphorimager (Typhoon).

Tabla 1. Secuencias protoespaciadoras y eficacias de modificacién de dianas gendmicas de mamifero. Las dianas
protoespaciadoras se disefiaron basandose en locus de CRISPR de tipo Il de Streptococcus pyogenes y CRISPR1 de
Streptococcus thermophilus con sus PAM necesarios frente a tres genes diferentes en genomas humano y de raton.
Las células se transfectaron con Cas9 y preARNcr/ARNtracr o ARN quimérico. Las células se analizaron 72 horas
después de la transfeccién. El porcentaje de indel se calcula basandose en los resultados del ensayo SURVEYOR a
partir de las lineas celulares indicadas, N=3 para todas las dianas protoespaciadoras, los errores son E.T.M. N.D., no
detectable usando el ensayo SURVEYOR; N.T., no ensayado en ese estudio.
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Tabla 2. Secuencias para cebadores y sondas usados para ensayo el SURVEYOR, ensayo de RFLP, secuenciacion
gendmica y transferencia de Northern.

Nzggg oc:el Ensayo g eag:;?c a Secuencia del cebador
Sp-EMX1-F ensayo SURVEYOR, secuenciacién EMX1 AAAACCACCCTTCTCTCTGGC
Sp-EMX1-R ensayo SURVEYOR, secuenciacién EMX1 GGAGATTGGAGACACGGAGAG
Sp-PVALB-F | ensayo SURVEYOR, secuenciaciéon| PVALB CTGGAAAGCCAATGCCTGAC
Sp-PVALB-R |ensayo SURVEYOR, secuenciacion| PVALB GGCAGCAAACTCCTTGTCCT
Sp-Th-F ensayo SURVEYOR, secuenciacion Th GTGCTTTGCAGAGGCCTACC
Sp-Th-R ensayo SURVEYOR, secuenciacién Th CCTGGAGCGCATGCAGTAGT
St-EMX1-F ensayo SURVEYOR, secuenciacién EMX1 ACCTTCTGTGTTTCCACCATTC
St-EMX1-R ensayo SURVEYOR, secuenciacién EMX1 TTGGGGAGTGCACAGACTTC
Sp-EMX1-RFLP-F RFLP, secuenciacién EMX1 GGCTCCCTGGGTTCAAAGTA
Sp-EMX1-RFLP-R RFLP, secuenciacién EMX1 AGAGGGGTCTGGATGTCGTAA
Pb_EMX1_sp1 [sonda de transferencia de Northern | No aplicable [TAGCTCTAAAACTTCTTCTTCTGCTCGGAC
Pb_tracrBRNA | sonda de transferencia de Northern [No aplicable| CTAGCCTTATTTTAACTTGCTATGCTGTTT

Secuencias complementarias
> U6-ARNitracr corto (Streptococcus pyogenes SF370)

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCT
GTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAA
TACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTT
AAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTAT
ATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGGAACCATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAA
AATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT

> U6-ARNitracr largo (Streptococcus pyogenes SF370)

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCT
OTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAA
TACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTT
AAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTAT
ATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGGTAGTATTAAGTATTGTTTITATGGCTGATA
AATTTCTTTGAATTTCTCCTTGATTATTTGTTATAAAAGTTATAAAATAATCTTGTTG
GAACCATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGA
AAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT

> U6-DR estructura de Bbsl-DR (Streptococcus pyogenes SF370)

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCT
GTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAA
TACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTT
AAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTAT
ATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGGGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTC
CCAAAACGGGTCTTCGAGAAGACGTTTTAGAGCTATGCTGTTITTGAATGGTCCCAAA
AC

> UB-ARN quimérico-estructura de Bbsl (Streptococcus pyogenes SF370)
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GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCT
OGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAA
TACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTT
AAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTAT
ATATCTTOGTOGGAAAGGACGAAACACCGOGGTCTTCGAGAAGACCTGTTTTAGAGCTA
GAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

> 3XFLAG-NLS-SpCas9-NLS

ATGGACTATAAGGACCACGACGGAGACTACAAGGATCATGATATTGATTA
CAAAGACGATGACGATAAGATGGCCCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCAC
GCGAGTCCCAGCAGCCCACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTC
TGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGG
TGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTG
TTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGOGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAA
GATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAG
ATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGA
AGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGG
CCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGC
ACCGACAAGGCCGACCTGCOGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTC
CGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAA
GCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAA
CGCCAGCOGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGAC
GGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAATGGCCTGTTCGGC
AACCTOGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTG
GCCCGAGGATGCCAAACTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAA
CCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTTCTGGCCGCCAAGAACCT
GTCCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGG
CCCCCCTGAGCGCCTCTATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACC
CTGCTGAAAGCTCTCGTGCGGCAGCAGCTGCCTGAGAAGTACAAAGAGATTTTCTTC
GACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATTGACGGCGGAGCCAGCCAGGAAG
AGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTG
CTCGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGG
CAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCATTCTGCGGCGGCAGG
AAGATTTTTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACC
TTCCGCATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTGGCCAGGGCGAAACAGCAGATTICGCCTGG
ATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGA
CAAGGGCGCTTCCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGATAAGAACC
TGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGT
ATAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACGTGACCGAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTC

22



ES 2757623 T3

CTGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCOGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAA
AGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGACTACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACT
CCOTGGAAATCTCCGGCOGTGCAAGATCGUGTTCAACGCCTCCCTGGGCACATACCAC
GATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAATGAGGAAAACGAGGA
CATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCCTGACACTGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGA
GGAACGGCTGAAAACCTATGCCCACCTGTTCGACGACAAAGTGATGAAGCAGCTGA
AGCGGCGGAGATACACCGGCTGGGGCAGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATC
CGGGACAAGCAGTCCOGGCAAGACAATCCTGOGATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGC
CAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAAGAGGACA
TCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGATAGCCTGCACGAGCACATTGCCAAT
CTGGCCGGCAGCCCCGCCATTAAGAAGGGCATCCTGCAGACAGTGAAGGTGGTGGA
COAGCTCUGTGAAAGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAAATGG
CCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGACAGAAGAACAGCCGCGAGAGAATGAA
GCOGGATCGAAGAGGGCATCAAAGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCC
GTGGAAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAATGG
GCGGGATATGTACGTGGACCAGGAACTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGATG
TGGACCATATCGTGCCTCAGAGCTTTCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGC
TGACCAGAAGCGACAAGAACCOGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCTCCGAAGAGGT
CGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCC
AGAGAAAGTTCGACAATCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTGUGAT
AAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGAAACCCGGCAGATCACAAAGCACGT
GGCACAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACTAAGTACGACGAGAATGACAAGCTGA
TCCGGGAAGTGAAAGTGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAG
GATTTCCAGTTTITACAAAGTGCGCGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCC
TACCTGAACGCCGTCOGTGGGAACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAGCTGGAAAG
CGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGA
GCGAGCAGGAAATCGOCAAGGCTACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATG
AACTTTTTCAAGACCGAGATTACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCTCT
GATCOAGACAAACGGCGAAACCOGGGGAGATCOTGTGGOATAAGGGCCGGGATTTTG
CCACCGTGCGUAAAGTGCTGAGCATGCCCCAAGTGAATATCGTGAAAAAGACCGAG
GTGCAGACAGGCGGCTTCAGCAAAGAGTCTATCCTGCCCAAGAGOGAACAGCGATAA
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GCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCTAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCC
CCACCAGTGGCCTATTCTGTGCTGGTGGTGGCCAAAGTGGAAAAGGGCAAGTCCAAG
AAACTGAAGAGTGTGAAAGAGCTGCTGGGGATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTT
CGAGAAGAATCCCATCGACTTTCTGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAAGTGAAAAAGG
ACCTGATCATCAAGCTGCCTAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAAAACGGCCGGAAG
AGAATGCTGGCCTCTGCCGGCGAACTGCAGAAGGUGAAACGAACTGGCCCTGCCCTC
CAAATATGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTATOGAGAAGCTGAAGGGCTCCCC
COGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTTGTGGAACAGCACAAGCACTACCTGGACG
AGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTCCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCTAAT
CTGGACAAAGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCA
GGCCGAGAATATCATCCACCTGTTTACCCTGACCAATCTGGGAGCCCCTGCCGCCTT
CAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGGAAGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGTGC
TGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACACGGATCGAC
CTGTCTCAGCTGGGAGGCGACAAGCGTCCTGCTGCTACTAAGAAAGCTGGTCAAGCT
AAGAAAAAGAAA

> SpRNasa3-mCherry-NLS

ATGAAGCAGCTGGAGGAGTTACTTTCTACCTCTTTCGACATCCAGTTTAAT
GACCTGACCCTGCTGGAAACCGCCTTCACTCACACCTCCTACGCGAATGAGCACCGC
CTACTGAATGTGAGCCACAACGAGCGCCTGGAGTTTCTGGGGGATGCTGTCTTACAG
CTGATCATCTCTGAATATCTGTTTGCCAAATACCCTAAGAAAACCGAAGGGGACATG
TCAAAGCTGCGCTCCATGATAGTCAGGGAAGAGAGCCTGGCGGGCTTTAGTCGTTTT
TGCTCATTCGACGCTTATATCAAGCTOGGGAAAAGGCGAAGAGAAGTCCGGCGGCAG
GAGGCGCGATACAATTCTGGGCGATCTCTTTGAAGCGTTTCTGGGCGCACTTCTACT
GGACAAAGGGATCGACGCAGTCCGCCGCTTTCTGAAACAAGTGATGATCCCTCAGG
TCGAAAAGGGAAACTTCGAGAGAGTGAAGGACTATAAAACATGTTTGCAGGAATTT
CTCCAGACCAAGGGAGATGTAGCAATAGATTATCAGGTAATAAGTGAGAAAGGACC
AGCTCACGCCAAACAATTCGAAGTTAGCATCGTTGTTAATGGCGCAGTGTTGTCGAA
GGGCTTGGGTAAATCAAAAAAACTGGCCGAGCAGGACGCTGCTAAAAACGCCCTCG
CTCAGCTCAGCGAGGTAGGATCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATC
ATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGA
GTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCOGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCA
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AGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCETC
AGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACT
TCAAGCTGTCCTTCCCCCAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCOGTGATGAACTTCGAGGAC
GGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTA
CAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGA
AGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTG
AAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTG
AGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAAC
GTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACA
GTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGA
AGCAGTCCTGCTGCTACTAAGAAAGCTGOTCAAGCTAAGAAAAAGAAA

> 3XFLAG-NLS-SpCas9n-NLS (la mutacion de nickasa D10A esta subrayada)

ATGGACTATAAGGACCACGACGGAGACTACAAGGATCATGATATTGATTA
CAAAGACGATGACGATAAGATGGCCCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCAC
GGAGTCCCAGCAGCCGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGCCATCGGCACCAACTC
TGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGG
TGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTG
TTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAA
GATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAG
ATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGA
AGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGG
CCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGC
ACCCGACAAGGCCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTC
COGOGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTOGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAA
GCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAA
CGCCAGCGGCUTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGAC
GGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAATGGCCTGTTCGGC
AACCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTG
GCCCGAGGATGCCAAACTGCAGCTCGAGCAAGOGACACCTACGACGACGACCTGGACAA
CCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTTCTGGCCGCCAAGAACCT
GTCCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGG

25



ES 2757623 T3

CCCCCCTGAGCGCCTCTATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACC
CTGCTGAAAGCTCTCGTGCGGCAGCAGCTGCCTGAGAAGTACAAAGAGATTTTCTTC
GACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCOGGCTACATTGACGGCGGAGCCAGCCAGGAAG
AGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTG
CTCGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGG
CAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCATTCTGCGGCGGCAGG
AAGATTTTTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACC
TTCCGCATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTGGCCAGGGGAAACAGCAGATTCGCCTGG
ATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGA
CAAGGGCGCTTCCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGATAAGAACC
TGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGT
ATAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACGTGACCGAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTC
CTGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAA
AGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGACTACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACT
CCOGTGGAAATCTCCGGCGTGGAAGATCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACATACCAC
GATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAATGAGGAAAACGAGGA
CATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCCTGACACTGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGA
GGAACGGCTGAAAACCTATGCCCACCTGTTCGACGACAAAGTGATGAAGCAGCTGA
AGCGGCGGAGATACACCGGCTGGGGCAGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATC
CGOGACAAGCAGTCCGGCAAGACAATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGC
CAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAAGAGGACA
TCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGATAGCCTGCACGAGCACATTGCCAAT
CTGGCCGGCAGCCCCGCCATTAAGAAGGGCATCCTGCAGACAGTGAAGGTGGTGGA
COGAGCTCGTGAAAGTGATGGGCCGGCACAAGCCCOGAGAACATCGTGATCGAAATGG
CCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGACAGAAGAACAGCCOGCGAGAGAATGAA
GCGGATCGAAGAGGGCATCAAAGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCC
GTGGAAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAATGG
GCOGGGATATGTACGTGGACCAGGAACTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGATG
TGGACCATATCGTGCCTCAGAGCTTITCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGC
TGACCAGAAGCGACAAGAACCOGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCTCCGAAGAGGT
CGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCC
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AGAGAAAGTTCGACAATCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTGGAT
AAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGAAACCCGGCAGATCACAAAGCACGT
GGCACAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACTAAGTACGACGAGAATGACAAGCTGA
TCCGGGAAGTGAAAGTGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAG
GATTTCCAGTTTTACAAAGTGCGCGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCC
TACCTGAACGCCOGTCGTGGGAACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAGCTGGAAAG
CGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGA
GCGAGCAGGAAATCGGCAAGGCTACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATG
AACTTTTTCAAGACCGAGATTACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCTCT
GATCGAGACAAACGGCGAAACCGGGGAGATCGTGTGGGATAAGGGCCGGGATTTTG
CCACCGTGCGGAAAGTGCTGAGCATGCCCCAAGTGAATATCGTGAAAAAGACCGAG
OGTGCAGACAGGCGGCTTCAGCAAAGAGTCTATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGATAA
GCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGOGGACCCTAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCC
CCACCGTGGCCTATTCTGTGCTGGTGGTGGCCAAAGTGGAAAAGGGCAAGTCCAAG
AAACTGAAGAGTGTGAAAGAGCTGCTGGGGATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTT
CGAGAAGAATCCCATCGACTTTCTGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAAGTGAAAAAGG
ACCTGATCATCAAGCTGCCTAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAAAACGGCCGGAAG
AGAATGCTGGCCTCTGCCGGCGAACTGCAGAAGGUGAAACGAACTGGCCCTGCCCTC
CAAATATGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCTCCCC
COGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTOGTTTGTGGAACAGCACAAGCACTACCTGGACG
AGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTCCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCTAAT
CTGGACAAAGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCA
GGCCGAGAATATCATCCACCTGTTTACCCTGACCAATCTGGGAGCCCCTGCCGCCTT
CAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGGAAGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGTGC
TGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACACGGATCGAC
CTOTCTCAGCTGGGAGGCGACAAGCOGTCCTGCTGCTACTAAGAAAGCTGGTCAAGCT
AAGAAAAAGAAA

> hEMX1-molde de HR-HindllI-Nhel

GAATGCTGCCCTCAGACCCGCTTCCTCCCTGTCCTTGTCTGTCCAAGGAGA
ATGAGGTCTCACTGGTGGATTTCGGACTACCCTGAGGAGCTGGCACCTGAGGGACA
AGGCCCCCCACCTGCCCAGCTCCAGCCTCTGATGAGGGGTGGGAGAGAGCTACATG
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AGGTTGCTAAGAAAGCCTCCCCTGAAGGAGACCACACAGTGTGTGAGGTTGGAGTC
TCTAGCAGCGGGTTCTGTGCCCCCAGGGATAGTCTGGCTGTCCAGGCACTGCTCTTG
ATATAAACACCACCTCCTAGTTATGAAACCATGCCCATICTGCCTCTCTGTATGGAA
AAGAGCATGGGGCTGGCCCGTOGGOGOTGOGTGTCCACTTTAGGCCCTGTGGGAGATCA
TGGGAACCCACGCAGTGGGTCATAGOGCTCTCTCATTTACTACTCACATCCACTCTGT
GAAGAAGCGATTATGATCTCTCCTCTAGAAACTCGTAGAGTCCCATGTCTGCCGGCT
TCCAGAGCCTGCACTCCTCCACCTTGGCTTGGCTTTGCTGGGGCTAGAGGAGCTAGG
ATGCACAGCAGCTCTGTGACCCTTTGTTTGAGAGGAACAGGAAAACCACCCTTCTCT
CTGGCCCACTGTGTCCTCTTCCTGCCCTGCCATCCCCTTCTGTGAATGTTAGACCCAT
GGGAGCAGCTGGTCAGAGGGGACCCCGGCCTGGGGCCCCTAACCCTATGTAGCCTC
AGTCTTCCCATCAGGCTCTCAGCTCAGCCTGAGTGTTGAGGCCCCAGTGGCTGCTCT
GGGGGCCTCCTGAGTTTCTCATCTGTGCCCCTCCCTCCCTGGCCCAGOGTGAAGGTGT
GGTTCCAGAACCGGAGGACAAAGTACAAACGGCAGAAGCTGGAGGAGGAAGGGCC
TGAGTCCGAGCAGAAGAAGAAGGGCTCCCATCACATCAACCGGTGGCGCATTGCCA
CGAAGCAGGCCAATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGA CaagettgctagcGGTGG
GCAACCACAAACCCACGAGGGCAGAGTGCTGCTTGCTGCTGGCCAGGCCCCTGCGT
GOGGCCCAAGCTGGACTCTGGCCACTCCCTGGCCAGOGCTTTGGGGAGGCCTGGAGTC
ATGGCCCCACAGGOCTTOAAGCCCGGGGCCOCCATTGACAGAGGGACAAGCAATGG
GCTGGCTGAGGCCTGGGACCACTTGGCCTTCTCCTCGGAGAGCCTGCCTGCCTGGGC
GGGCCCGCCCGCCACCGCAGCCTCCCAGCTGCTCTCCOTGTCTCCAATCTCCCTITTG
TITTGATGCATTTCTGTTTTAATTITATTTTCCAGGCACCACTGTAGTTTAGTGATCCCC
AGTGTCCCCCTTCCCTATGGGAATAATAAAAGTCTCTCTCTTAATGACACGGGCATC
CAGCTCCAGCCCCAGAGCCTGGGGTGGTAGATTCCGGCTCTGAGGGCCAGTGOGGGG
CTGGTAGAGCAAACGCGTTCAGGGCCTGGGAGCCTGGOGGTGGGGTACTGGTGGAGG
GGGTCAAGGGTAATTCATTAACTCCTCTCTTTITGTTGGGGGACCCTGGTCTCTACCTC
CAGCTCCACAGCAGGAGAAACAGGCTAGACATAGGGAAGGGCCATCCTGTATCTITG
AGGGAGGACAGGCCCAGUTCTTTCTTAACGTATTGAGAGGTGGGAATCAGGCCCAG
GTAGTTCAATGGGAGAGGGAGAGTGCTTCCCTCTGCCTAGAGACTCTGGTGGCTTCT
CCAGTTGAGGAGAAACCAGAGGAAAGGGGAGUGATTGGGGTCTGGGGGAGGGAACA
CCATTCACAAAGGCTGACGGTTCCAGTCCGAAGTCGTGGGCCCACCAGGATGCTCA
CCTGTCCTTGGAGAACCGCTGGGCAGGTTGAGACTGCAGAGACAGGGCTTAAGGCT

GAGCCTGCAACCAGTCCCCAGTGACTCAGGGCCTCCTCAGCCCAAGAAAGAGCAAC
GTGCCAGGGCCCGCTGAGCTCTTGTGTTCACCTG

> NLS-StCsn1-NLS
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ATGAAAAGGCCGGCGGCCACGAAAAAGGCCGGCCAGGCAAAAAAGAAA
AAGTCCGACCTGGTACTTGGACTGGATATTGGTATCGGTTCGGTGGGAGTCGGAATC
CTCAACAAGGTCACGGGGGAGATCATTCACAAGAACTCGCGGATCTTCCCCGCAGC
TCAGGCTGAGAACAACTTGGTGCGGAGAACG

AATAGGCAGGGCAGGCGACTGGCGAGGAGGAAGAAACACAGGAGAGTC
CGATTGAACCGGCTGTTCGAGGAGTCCGGTTTGATCACCGACTTITACGAAAATCTCG
ATTAACCTTAATCCCTATCAGCTTCGGGTGAAAGGCCTGACAGACGAACTTTCGAAT
GAGGAACTTTTCATCGCGCTGAAAAACATGGTCAAGCACAGAGGGATTTCCTACCTC
GATGACGCCTCGGATGACGGAAATTCCTCAGTAGGAGATTATGCACAGATCGTGAA
AGAGAACTCAAAGCAACTGGAAACAAAGACACCGGGGCAGATCCAACTTGAAAGA
TACCAGACATACGGACAGCTCAGAGGAGATTTTACGGTGGAGAAGGACGGTAAAAA
GCACAGACTCATTAACGTATTTCCCACGTCGGCGTACAGATCCGAAGCGCTCCGCAT
CCTTCAGACTCAACAGGAGTTCAACCCGCAAATTACTGATGAGTTCATCAACCGCTA
TTTGGAAATCTTGACCGGAAAGCGCAAGTATTATCATGGGCCGGGTAATGAGAAAT
CCAGAACAGATTACGGCCGATACAGAACTTICGGGGGAAACCTTGGATAACATCTTT
GGTATTTTGATTGGAAAGTGCACCTTTTACCCGGACGAGTTTCGAGCGGCCAAGGCG
TCATACACAGCACAAGAGTITAATCTCTTGAATGATTTGAACAACTTGACGGTCCCC
ACGGAGACAAAGAAGCTCTCCAAAGAGCAAAAGAACCAAATCATCAACTACGTCA
AGAACGAGAAGGCTATGGGGCCAGCGAAGCTGTTCAAGTATATCGCTAAACTTCTC
AGCTGTGATGTGGCGGACATCAAAGGGTACCGAATCGACAAGTCGGGAAAAGCGGA
AATTCACACGTTTGAAGCATATCGAAAGATGAAAACGTTGGAAACACTGGACATTG
AGCAGATGGACCGGGAAACGCTCGACAAACTGGCATACGTGCTCACGTTGAATACT
GAACGAGAGGGAATCCAAGAGGCCCTTGAACATGAGTTCGCCGATGGATCGTTCAG
CCAGAAGCAGGTCGACGAACTTGTGCAATTCCGCAAGGCGAATAGCTCCATCTTCG
GGAAGGGATGGCACAACTTTTCGGTCAAACTCATGATGGAGTTGATCCCAGAACTTT
ATGAGACTTCGGAGGAGCAAATGACGATCTTGACGCGCTTGOGCAAACAGAAAACG
ACAAGCTCATCGAACAAAACTAAGTACATTGATGCAGAAATTGCTGACGGAAGAAAT
CTATAATCCGGTAGTAGCGAAATCGGTAAGACAAGCGATCAAAATCGTGAACGCGG
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COATCAAGGAATATGGTGACTTTGATAACATCGTAATTGAAATGGCTAGAGAGACG
AACGAAGATGACGAGAAAAAGGCAATCCAGAAGATCCAGAAGGCCAACAAGGATG
AAAAAGATGCAGCGATGCTTAAAGCGGCCAACCAATACAATGGAAAGGCGGAGCT
GCCCCATTCAGTGTTTCACGGTCATAAACAGTTGGCGACCAAGATCCGACTCTGGCA
TCAGCAGGGTGAGCGUOGTGTCTCTACACCGGAAAGACTATCTCCATCCATGACTTGAT
TAACAATTCGAACCAGTTTGAAGTGGATCATATTCTGCCCCTGTCAATCACCTTTGA
CGACTCGCTTGCGAACAAGGTGCTCGTGTACGCAACGGCAAATCAGGAGAAAGGCC
AGCGGACTCCOTATCAGGCGCTCGACTCAATGGACGATGCGTGGTCATTCCGGGAG
CTGAAGGCGTTCGTACGCGAGAGCAAGACACTGAGCAACAAAAAGAAAGAGTATCT
GCTGACAGAGGAGGACATCTCGAAATTCGATGTCAGGAAGAAGTTCATCGAGCGGA
ATCTTGTCGACACTCGCTACGCTTCCAGAGTAGTACTGAACGCGCTCCAGGAACACT
TTAGAGCGCACAAAATTGACACGAAGGTGTCAGTGGTGAGAGGGCAGTTCACATCC
CAACTCCGCCGACATTGGGGCATCGAAAAGACGCGGGACACATATCACCATCATGC
GGTGGACGCGCTGATTATTGCCGCTTCGTCCCAGTTGAATCTCTGGAAAAAGCAGAA
GAACACGCTGGTGTCGTATTCGGAGGATCAGCTTTTGGACATCGAAACCGGGGAGC
TGATTTCCGACGATGAATACAAAGAATCGGTGTTTAAGGCACCATATCAGCATTTCG
TGGACACGCTGAAGAGCAAAGAGTTTGAGGACAGCATCCTCTTTTCGTACCAAGTG
GACTCGAAGTTTAATCGCAAGATTTCAGACGCCACAATCTACGCGACGAGGCAGGC
GAAGGTGGGCAAAGATAAAGCAGATGAAACCTACGTCCTTGGTAAAATCAAGGACA
TCTACACTCAGGACGGGTACCGATGCGTTCATGAAAATCTACAAGAAGGATAAGTCG
AAGTTTCTCATGTACCGCCACGATCCACAGACTTTCGAAAAAGTCATTGAGCCTATT
TTGGAGAACTACCCTAACAAGCAAATCAACGAGAAAGGGAAAGAAGTCCCGTGCAA
CCCCTTTCTGAAGTACAAGOGAAGAGCACGGTTATATCCGCAAATACTCGAAGAAAG
GAAATGGGCCTGAGATTAAGTCGCTTAAGTATTACGACTCAAAGTTGGGTAACCAC
ATCGACATTACCCCGAAAGACTCCAACAACAAAGTCGTGTTGCAGTCCGTCTCGCCC
TGGCCGAGCAGATGTGTATTITAATAAGACGACCGGCAAATATGAGATCCTTGGACTC
AAATACGCAGACCTTCAATTCGAAAAGGGGACGOGCACTTATAAGATTTCACAAGA
GAAGTACAACGACATCAAGAAAAAGGAAGGGGTCGATTCAGATTCGGAGTTCAAAT
TCACCCTCTACAAAAACGACCTCCTGCTTGTGAAGGACACAGAAACGAAGGAGCAG
CAGCTCTTTCGGTTCCTCTCACGCACGATGCCCAAACAAAAACATTACGTCGAACTT
AAACCTTACGATAAGCAAAAGTTTGAAGGGGGAGAGGCACTGATCAAAGTATTGGG

TAACGTAGCCAATAGCGGACAGTGTAAGAAAGGGCTGGGAAAGTCCAATATCTCGA
TCTATAAAGTACGAACAGATGTATTGGGAAACCAGCATATCATCAAAAATGAGGGG
GATAAACCCAAACTCGATTTCAAGCGTCCTGCTGCTACTAAGAAAGCTGGTCAAGCT
AAGAAAAAGAAATAA

> U6-St_ARNtracr (7-97)
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GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCT
GTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAA
TACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTT
AAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTAT
ATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTTACTTAAATCTTGCAGAAGCTACAAAGA
TAAGGCTTCATGCCGAAATCAACACCCTGTCATTTTATGGCAGGGTGTTTTCGTTATT
TAA

> EMX1_TALEN_izquierda

ATGGACTATAAGGACCACGACGGAGACTACAAGGATCATGATATTGATTA
CAAAGACGATGACGATAAGATGGCCCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCAC
GGAGTCCCAGCAGCCGTAGATTTGAGAACTTTGGGATATTCACAGCAGCAGCAGGA
AAAGATCAAGCCCAAAGTGAGGTCGACAGTCGCGCAGCATCACGAAGCGCTGGTGG
GTCATGGGTTTACACATGCCCACATCGTAGCCTTGTCGCAGCACCCTGCAGCCCTTG
GCACGGTCGCCGTCAAGTACCAGGACATGATTGCGGCGTTGCCGGAAGCCACACAT
GAGGCGATCGTCGGTGTGGGGAAACAGTGGAGCGGAGCCCGAGCGCTTGAGGCCCT
GTTGACGGTCGCGGGAGAGCTGAGAGGGCCTCCCCTTCAGCTGGACACGGGCCAGT
TGCTGAAGATCGCGAAGCGGGGAGGAGTCACGGCGGTCGAGGCGGTGCACGCGTGG
CGCAATGCGCTCACGGGAGCACCCCTCAACCTGACCCCAGAGCAGGTCGTGGCAAT
TGCGAGCAACCACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTG
TGCTGTGCCAAGCGCACGGACTTACGCCAGAGCAGOTCGTGGCAATTGCGAGCAAC
CACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCA
AGCGCACGGACTAACCCCAGAGCAGGTCAGTGGCAATTGCGAGCAACATCGGGGGAA
AGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTAGTGCCAAGCGCACGGG
TTGACCCCAGAGCAGGTCGTGGCAATTGCGAGCAACCACGGGGGAAAGCAGGCACT
COAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGCCTGACCCCAG
AGCAGGTCGTGGCAATTGCGAGCAACCACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTC
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CAGAGOTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGACTGACACCAGAGCAGGTCGT
GGCAATTGCGAGCAACATCGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGC
TGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGACTTACACCCGAACAAGTCOGTGGCAATTGCG
AGCAACCACGGGGGAAAGCAGGQCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCT
GTGCCAAGCGCACGGACTTACGCCAGAGCAGGTCGTGGCAATTGCGAGCAACCACG
GGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCG
CACGGACTAACCCCAGAGCAGOTCGTGGCAATTGCOAGCAACATCGGGGGAAAGCA
GGCACTCGAAACCOTCCAGAGOGTTGCTGCCTOTOGCTGTGCCAAGCGCACGGUTTGA
CCCCAGAGCAGGTCAGTGGCAATTGCGAGCAACATCGGGGGAAAGCAGGCACTCGAA
ACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGCCTGACCCCAGAGCA
GGTCGTGGCAATTGCGAGCAACCACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGA
GGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGACTGACACCAGAGCAGGTCGTGGCA
ATTGCGAGCAACCACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCC
TGTGCTGTGCCAAGCGCACGGACTCACGCCTGAGCAGGTAGTGGCTATTGCATCCAA
CAACGGGGGCAGACCCGCACTGGAGTCAATCGTGGCCCAGCTTTCGAGGCCGGACC
CCGCGCTGGCCGCACTCACTAATGATCATCTTGTAGCGCTGGCCTGCCTCGGCGGAC
GACCCGCCTTGGATGCGGTGAAGAAGGGGCTCCCGCACGCGCCTGCATTGATTAAG
CGGACCAACAGAAGGATTCCCGAGAGGACATCACATCGAGTGGCAGGTTCCCAACT
CGTGAAGAGTGAACTTGAGGAGAAAAAGTCGGAGCTGCGGCACAAATTGAAATACG
TACCGCATGAATACATCGAACTTATCGAAATTGCTAGGAACTCGACTCAAGACAGA
ATCCTTGAGATGAAGGTAATGGAGTTCTTTATGAAGGTTTATGGATACCGAGGGAAG
CATCTCGGTGGATCACGAAAACCCCGACGGAGCAATCTATACGGTGGGGAGCCCGAT
TGATTACGGAGTGATCGTCGACACGAAAGCCTACAGCGGTGGGTACAATCTTCCCAT
CGGGCAGGCAGATGAGATGCAACGTTATGTCGAAGAAAATCAGACCAGGAACAAA
CACATCAATCCAAATGAGTGGTGGAAAGTGTATCCTTCATCAGTGACCGAGTTTAAG
TITITGTITGTCTCTGGGCATTTCAAAGGCAACTATAAGGCCCAGCTCACACGGTTG
AATCACATTACGAACTGCAATGGTGCGGTTTTGTCCGTAGAGGAACTGCTCATTGGT
GGAGAAATGATCAAAGCGGGAACTCTGACACTGGAAGAAGTCAGACGCAAGTTTAA
CAATGGCGAGATCAATTTCCGCTCA

> EMX1_TALEN_derecha
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ATGGACTATAAGGACCACGACGGAGACTACAAGGATCATGATATTGATTA
CAAAGACGATGACGATAAGATGGCCCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCAC
GGAGTCCCAGCAGCCGTAGATTTGAGAACTTTGGGATATTCACAGCAGCAGCAGGA
AAAGATCAAGCCCAAAGTGAGGTCGACAGTCGCGCAGCATCACGAAGCGCTGGTGG
GTCATGGGTTTACACATGCCCACATCGTAGCCTTGTCGCAGCACCCTGCAGCCCTTG
GCACGGTCGCCGTCAAGTACCAGGACATGATTGCGGCGTTGCCGGAAGCCACACAT
GAGGCGATCGTCGGTGTGGGGAAACAGTGGAGCGGAGCCCGAGCGCTTGAGGCCCT
GTTGACGGTCGCGGOGAGAGCTGAGAGGGCCTCCCCTTCAGCTGGACACGGGCCAGT
TGCTGAAGATCGCGAAGCGGGGAGGAGTCACGGCGGTCGAGGCGGTGCACGCGTGG
CGCAATGCGCTCACGGGAGCACCCCTCAACCTGACCCCAGAGCAGGTCGTGGCAAT
TGCGAGCAACCACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTG
TGCTGTGCCAAGCGCACGGACTTACGCCAGAGCAGGTCOTGGCAATTGCGAGCAAC
CACGGGUGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGOGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCA
AGCGCACGGACTAACCCCAGAGCAGOTCGTGGCAATTGCGAGCAACCACGGGGGA
AAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGG
OGTTGACCCCAGAGCAGGTCGTGGCAATTGCGAGCAACATCGGGGGAAAGCAGGCAC
TCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGCCTGACCCCAG
AGCAGGTCOTOGCAATTGCGAGCAACCACGGGOGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTC
CAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGACTGACACCAGAGCAGGTCGT
GGCAATTGCGAGCCATCGACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCOTCCAGAGGTTGC
TGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGACTTACACCCGAACAAGTCGTGGCAATTGCG
AGCCATGACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCT
GTGCCAAGCGCACGGACTTACGCCAGAGCAGGTCOTGGCAATTGCGAGCCATGACG
GGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCG
CACGGACTAACCCCAGAGCAGGTCGTGGCAATTGCGAGCAACGGAGGGGGAAAGC
AGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGGTTG
ACCCCAGAGCAGGTCGTGGCAATTGCGAGCAACGGAGUGGGUGAAAGCAGGCACTCG
AAACCGTCCAGAGGTTGCTGCCTGTGCTOGTGCCAAGCGCACGGCCTGACCCCAGAG
CAGOGTCOGTGGCAATTGCCGAGCCATGACGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCA
GAGGTTGCTGCCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGUGACTCGACACCAGAGCAGGTCGTGO
CAATTGCGAGCAACGGAGGGGGAAAGCAGGCACTCGAAACCGTCCAGAGGTTGCTG
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CCTGTGCTGTGCCAAGCGCACGGACTCACGCCTGAGCAGGTAGTGGCTATTGCATCC
AACGGAGGGGGCAGACCCGCACTGGAGTCAATCGTGGCCCAGCTTTCGAGGCCGGA
CCCCGCGCTGOGCCOGCACTCACTAATGATCATCTTGTAGCGCTGGCCTGCCTCGGCGG
ACGACCCGCCTTOCATGCOGGTGAAGAAGGGGUTCCCGCACGCGCCTGCATTGATTA
AGCGGACCAACAGAAGGATTCCCGAGAGGAATCACATCGAGTGGCAGGTTCCCAAC
TCGTGAAGAGTGAACTTGAGGAGAAAAAGTCGGAGCTGCGGCACAAATTGAAATAC
GTACCGCATGAATACATCGAACTTATCGAAATTGCTAGGAACTCGACTCAAGACAG
AATCCTTGAGATGAAGGTAATGGAGTTCTTTATGAAGGTTTATGGATACCGAGGGAA
GCATCTCGGTGGATCACGAAAACCCGACGGAGCAATCTATACGGTGGUGGAGCCCGA
TTGATTACGGAGTGATCGTCGACACGAAAGCCTACAGCGGTGGGTACAATCTTCCCA
TCGGGCAGGCAGATGAGATGCAACGTTATGTCGAAGAAAATCAGACCAGGAACAAA
CACATCAATCCAAATGAGTGGTGGAAAGTGTATCCTTCATCAGTGACCGAGTTTAAG
TTTTTGTTTGTCTCTGGGCATTTCAAAGGCAACTATAAGGCCCAGCTCACACGGTTG
AATCACATTACGAACTGCAATGGTGCGGTTTTGTCCGTAGAGGAACTGCTCATTGGT
GOAGAAATCGATCAAAGCGGGAACTCTGACACTGGAAGAAGTCAGACGCAAGTTTAA
CAATGGCGAGATCAATTTCCGCTCA

Efectores transcripcionales de Cas9. Las células HEK 293FT se cotransfectaron con la proteina de fusién de Cas9
mutante y un ARN de guia sintético (ARNgs) usando Lipofectamine 2000 (Life Technologies) 24 horas después de la
siembra en una placa de 24 pocillos. Unas 72 horas después de la transfeccion, se purifico el ARN total (RNeasy Plus,
Qiagen). Se retrotranscribié 1 ug de ARN en ADNc (qScript, Quanta BioSciences). La PCR en tiempo real cuantitativa
se hizo de acuerdo con el protocolo del fabricante (Life Technologies) y se realiz6 por triplicado usando ensayos
TagMan para hKIf4 (Hs00358836_ml), hSox2 (Hs01053049_s1) y el control enddégeno de GAPDH (Hs02758991_g1).

El plasmido de activador de hSpCas9 se cloné en un vector lentivirico bajo la expresion del promotor hEF1a
(pLenti-EF1a-Cas9-NLS-VP64). El plasmido represor de hSpCas9 se clon6 en el mismo vector
(pLenti-EF1a-SID4x-NLS-Cas9-NLS). Las secuencias de guia (20pb) dirigidas al locus KLF4 son:
GCGCGCTCCACACAACTCAC, GCAAAAATAGACAATCAGCA, GAAGGATCTCGGCCAATTTG. Las secuencias
espaciadoras para los ARN de guia dirigidos al locus SOX2 son: GCTGCCGGGTTTTGCATGAA,
CCGGGCCCGCAGCAAACTTC, GGGGCTGTCAGGGAATAAAT.

>hSpCas9(D10A,H840A)-conector-NLS-VP64
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MOKKYSIGLAIGTNSVOWAVITDEYKVPSKKFKVLONTDRHSIKEKNLIGALLE
DEGETAEATELEKRTARRRY TRRENRICYLOQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKK
HERHPIFGNIVDEVAYHERYPTIVHLRERLVDSTDEADLRLIYLALAHMIKFROHFLIES
DLMPENSDVDKLFIQLYVOTYNQLFEENPINASGVERAKAILSARLSKSRREENLIAGLPGE
KENGLFGNLIALSLGLTPNFRSNIDLAEDAKLOLSEDTYDDDLDNLLAQIGDOYADLFL
AAKNLUEDATLLSDILEVNTEITEAPLSASMIKRYDEHHODLTLLKALVROOLPEKYKEIFF
DOSKNGYAGYIDGOASQEEFYRFIKPILEKMDGTEELLVEKINREDLLEEKQRTFDNGSIPH
OIHLGELHAILRROQEDFYPFLEDNREKIEKILTFRIPY Y VGPLARGNSRFAWMIRKSEET]
TPWNFEEVVDRKGASAQSFIERMTNFDENLPNEEVLPEHSLLYEYFTVYNELTEVKYVTE
GMREPAFLSGEQEEKAIVDLLFKTNREVTVROQLEKEDYFRKIECFDSVEISGYEDRENASL
GTYHDLLKHEDKDFLONEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLETYAHLFDDEVMEKQL
ERRRYTOWOGRLSRELINGIRDKQSGKTILDFLESDGFANRNFMQLIHDDSLTFREDIQKA
QVEGQUDSLHEHIANLAGSPAIKKGILOTVRVVDELVEVMGREEKPENIVIEMARENQTT
QRGOQENSRERMEREEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEELYLY Y LONGRDMY VDOQEL
DINRLEDYDVDAIVPOSFLKDDSIDNEVETRSDENRGESDNVPSEEVVERKMEKNY WRQL
ENAKLITQREKFONLTKAERGGLSELDKAGFIKROQLVETRQITKHVAQILUSRMNTEYDE
NDRLIREVEVITLESELVSDFREDFOQFYKVREINNYHEAHDAYLNAVVGTALIKKYPKL
ESEFVYGDYKVYDVREMIAKSEQEIGKATAKYFFY SNIMNEFFKTEITLANGEIRERPLIET
NGETGEIWWWDKGRDFATVREVLSMPOVNIVEKTEVQTGOGESKESILPEKRNSDELIAREK
DWDPKEYGGRFDSPTVAYSVLVVARVEKGRKSKKLKSVEELLGITIMERSSFEKNPIDELE
ARGYREVERKDLIKLPEYSLTELENGRERMLASAGELOQEGNELALPSKY VNILYLASHY
ERLKGSPEDNEQRKOQLFVEQHKHYLDEHEQISEFSKRVILADANLDEVLSAYNKHRDKPI
REQAENITHLFTUTNLGAPAATEYPFDTTIDRERY TSTEEVLDATLIRQSITGLYETRIDLSO
LGORSAGGGGSGGGGSGGGGSGPKKKRKVAAAGSGRADALDDFDLDMLGSDALDDF
DLDMLGSDALDDFDLDMLGSDALDDFDLDMLIN

>SID4X-NLS-FLAG-conector-hSpCas9(D10A,H840A)-NLS

MGSGMNIQMLLEAADYLERREREAEHGY ASMLPGSGMNIQMLLEAADYLE
RREREAEHGY ASMLPGSGMNIQMLLEAADYLERREREAEHGYASMLPGSGMNIQMLL
EAADYLERREREAEHGYASMLPSRSAGPKKKRKVAAAE DPRSRLEPGEKPYKC

PECGKSFSQSGALTRHQRTHTRDEKYSIGLAKITNSVOWAVITDEY KVPSKKFEVLGNT
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DRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFF
HRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLAL
AHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSK
SRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNL
LAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKAL
VRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDL
LRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNS
RFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFT
VYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDS
VEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKT
YAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL
IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHK
PENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYY
LONGRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEE
VVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVA
QILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNA
VVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEIT
LANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESIL
PKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIM
ERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALP
SKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIEQISEFSKRVILADANLDK
VLSAYNKHRDKPIREQAENIHHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQ
SITGLYETRIDLSQLGGDKRPAATKKAGQAKKKK

Ejemplo 3
Cas9 lentivirica inducible

Preparacién de lentivirus. Después de la clonacion de pCasES10 (que contiene una estructura de plasmido de
transferencia lentivirico), se sembraron HEK293FT a bajo pase (p=5) en un matraz T-75 hasta un 50 % de confluencia
el dia antes de la transfeccion en DMEM con suero bovino fetal al 10 % y sin antibiéticos. Después de 20 horas, el
medio se cambi6 a medio OptiMEM (sin suero) y la transfeccién se hizo 4 horas después. Las células se transfectaron
con 10 ug de plasmido de transferencia lentivirico (pCasES10) y los siguientes plasmidos de empaquetado: 5 ug de
pMD2.G (seudotipo VSV-g) y 7,5 ug de psPAX2 (gag/pol/rev/tat). La transfeccion se hizo en 4 ml de OptiMEM con un
agente de suministro de lipidos catiénicos (50 ul de Lipofectamine 2000 y 100 ul de reactivo Plus). Después de 6
horas, el medio se cambié a DMEM sin antibiético con suero bovino fetal al 10 %.

Purificacion de lentivirus. Los sobrenadantes viricos se recogieron después de 48 horas. Los sobrenadantes se
limpiaron en primer lugar de desechos y se filtraron a través de un filtro de baja unién de proteinas de 0,45 um (PVDF).
Después se centrifugaron en una ultracentrifuga durante 2 horas a 24 000 r.p.m. Los sedimentos viricos se
resuspendieron en 50 ul de DMEM durante una noche a 4 °C. Después se dividieron en alicuotas y se congelaron
inmediatamente a -80 °C.

Aislamiento clonal usando FACS. Para el aislamiento clonal de células embrionarias humanas HEK293FT y HUES64,
las células se infectaron en suspension con 1 ul o 5 ul de virus purificado. Veinticuatro horas después de la infeccion,
se anadié doxiciclina 1 uM al medio de cultivo celular. Después de 24 o 48 horas mas, las células se sometieron a
clasificacion celular asistida por fluorescencia (FACS) en un instrumento BD FACSAria llu para aislar las células
individuales que expresaban de forma robusta EGFP (y, por tanto, Cas9) después de tratamiento con doxiciclina. Las
células se sembraron a granel o en pocillos individuales para permitir la seleccion de poblaciones clonales con una
Cas9 inducible integrada para uso adicional. La eficacia de clasificacion fue siempre mayor >95 % y las células se
visualizaron inmediatamente después de la siembra en placa para verificar la fluorescencia de EGFP.
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La figura 15 representa los disefios del vector Tet Cas9.
La figura 16 representa un vector y la expresion de EGFP en células 293FT.

Secuencia de Cas9 inducible de pCasES020:
caactttgtatagaasagttggctecgaattegeccttcaggtecgagettetagacgagtttactecctatcagtgatagaga
acgatgtegagtitactccctatcagtgatagagaacgtatgtegagittacteectatcagtgatagagaacgtatgtegagtttacteectate
agtgatagagaacgtatgtegagtitatcectatcagtgatagagaacgtatgtegagtitacteccctatcagtgatagagaac gtatgtegay
gtaggcgtgtacggtggragocctatataagcagagetegtitagtgaacegteagategcaaagggegaaticgacccaagtitgtacag
ccacCATGOACTATAAGGACCACGACGGAGACTACAAGOATCATGATATTGATTACAA
AGACGATGACGATAAGATGGCCCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCACGGA
GTCCCAGCAGCCGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGT
OGOGCTGOGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGC
TGGGCAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTIC
GACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGAT
ACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATG
GCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGA

37



ES 2757623 T3

GGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCT
ACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGCACC
GACAAGGCCGACCTGCGOGCTGATCTATCTGOGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGG
GGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCT
GTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACG
CCAGCGGCGTAGGACGCCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGG
CTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAATGGCCTGTTCGGCAA
CCTGATTGCCCTGAGCCTGGGUCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGC
COGAGGATGCCAAACTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACC
TGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTTCTGGCCGCCAAGAACCTGT
CCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCC
CCCCTGAGCGCCTCTATGATCAAGAGATACGACOGAGCACCACCAGGACCTGACCCT
GCTGAAAGCTCTCGTGCGGCAGCAGCTGCCTGAGAAGTACAAAGAGATTTTCTTCGA
CCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATTGACGGCGGAGCCAGCCAGGAAGAG
TTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTGCT
COTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCA
GCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCATTCTGCGGCGGCAGGAA
GATTTTTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGOGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTC
CGCATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTGGCCAGGGGAAACAGCAGATTCGCCTGGAT
GACCAGAAAGAGCCAGGAAACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGAC
AAGGGCGCTTCCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGATAAGAACCT
GCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGT
ATAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACGTGACCOGAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTC
CTGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAA
AGTGACCOTGAAGCAGCTGAAAGAGGACTACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACT
CCOTGGAAATCTCCGGCOGTGGAAGATCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACATACCAC
GATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTTCCTGCGACAATGAGGAAAACGAGGA
CATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCCTGACACTGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGA
GCGAACGGCTCGAAAACCTATGCCCACCTGTTCGACCACAAAGTGATGAAGCAGCTGCA
AGCGGCGGAGATACACCGGCTGOGGGCAGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATC
CGGGACAAGCAGTCCGGCAAGACAATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGC
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CAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAAGAGGACA
TCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGATAGCCTGCACGAGCACATTGCCAAT
CTGGCCOGCAGCCCCGCCATTAAGAAGGGCATCCTGCAGACAGTGAAGGTGGTGGA
COGAGCTCGTGAAAGTGATGOGOCCOGGCACAAGCCCGAGAACATCOGTGATCGAAATGG
CCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGACAGAAGAACAGCCGCUAGAGAATGAA
GCOGGATCGAAGAGGGCATCAAAGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCC
GTGGAAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAATGG
GCOQGGATATGTACGTGGACCAGGAACTOGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGATG
TGGACCATATCGTGCCTCAGAGCTTTCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGC
TGACCAGAAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCTCCGAAGAGOT
CGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCC
AGAGAAAGTTCOGACAATCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTGGAT
AAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGOGTGGAAACCCGGCAGATCACAAAGCACGT
GGCACAGATCCTGGACTCCCOGATGAACACTAAGTACGACGAGAATGACAAGCTGA
TCCGGGAAGTGAAAGTGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAG
GATTTCCAGTTTTACAAAGTGCGCGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCC
TACCTGAACGCCGTCGTGGGAACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAGCTGGAAAG
CGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGA
GCGAGCAGGAAATCGGCAAGGCTACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATG
AACTTTTTCAAGACCGAGATTACCCTGGCCAACGGCCAGATCCGUGAAGCGGCCTCT
GATCGAGACAAACGGCGAAACCGGGGAGATCGTGTGGGATAAGGGCCGGGATTTTG
CCACCGTGCGGAAAGTGCTGAGCATGCCCCAAGTGAATATCGTGAAAAAGACCGAG
OTGCAGACAGGCGGCTTCAGCAAAGAGTCTATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGATAA
GCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCTAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCC
CCACCGTGGCCTATTCTGTGCTGGTGGTGGCCAAAGTGGAAAAGGGCAAGTCCAAG
AAACTGAAGAGTGTGAAAGAGCTGCTGOGGATCACCATCATGOAAAGAAGCAGCTT
COAGAAGAATCCCATCGACTTTCTGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAAGTGAAAAAGG
ACCTGATCATCAAGCTGCCTAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAAAACGGCCGGAAG
AGAATGCTGGCCTCTGCCGGCGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCCCTGCCCTC
CAAATATGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTATGAGAAGCTGAAGOGCTCCCC
CGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTTGTGGAACAGCACAAGCACTACCTGGACG
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AGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTCCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCTAAT
CTGGACAAAGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCA
GGCCGAGAATATCATCCACCTGTTITACCCTGACCAATCTGGGAGCCCCTGCCGCCTT
CAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGGAAGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGTGC
TGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACACGGATCGAC
CTGTCTCAGCTGGGAGGCGACAAAAGGCCOGCGOGCCACGAAAAAGGCCOGCCAGG
CAAAAAAGAAAAAGgaattetctagaGGCAGTGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTGCTAACAT
GCGGTGACGTCGAGGAGAATCCTGGCCCAGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC
GGOGTGOTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAG
COTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCA
TCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCOGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCT
ACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCA
AGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGAC
GGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCOGACACCCTGOTGAACCG
CATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGC
TGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAAC
GGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCT
CGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCA
ACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGC
GATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGTACAAGCTCGAGGGAAGCGGAGCTACTAACTTCAGCCTGCTGAAGCAGGC
TGGCGACGTGGAGGAGAACCCTGGAC CTatgtctaggetggacaagageaaagteataaacggagcetctggaa
ttactcaatggtetcggtatcgaaggcctgacgacaaggaaactegetcaaaagetgggagttgagcagectaceetgtactggecacgtga
agaacaagegggecctgetegatgecctgecaatcgagatgetggacaggcatcatacccacttetgecccetggaaggcgagteatggce
aagactttctgcggaacaacgecaagtcataccgetgtgctetectetcacategegacggogctaaagtgcateteggeacccgeccaac
agagaaacagtacgaaaccctggaanatcagetegegttectgtgtcageaaggetteticectggagaacg cactgtacgetetgteegee
gtggoccactttacactgguctgegtattggagraacagagcatcaagtageaanagagraaagaravacacctaccaccgattetaty
cececcacttetgagacaageaattgagetgttcgaccggcageoaoccgaacctgecticettttcggectggaactaatcatatgtggecty
gagaaacagelaaagigegaaageggegggecgaccgacgeceligacgatitigacttagacatgeicecageegalgeectigacgalt
tteaccttgacatgetecceggataatgtacaaagtggteaattceggeaaticgatatcaagettatc gataatcaacctetggattacaaaatt

tgtgaaagattgactggtaticttaactatgttgctecttttacgetatgtggatacgetgetttaatgectttgtatcatgctattgettccegtatgye
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ctitcatttictcctecttgtatanatectggttgetgtctetttatgapgagttategcecgtigtcaggeaacgtggegtg gtgtgcactgtptity
ctgacgcaacceccactggttgguycattgecaccacctgtcagetectttccgggactttcgetttceeectecctattgecacggeggaac
tecategecgectgecttgeccgetgetggacaggoectegactgttggacactgacaattcegtggtattgtegogeaaatcategtecttic
cttggetgetegectgtgttgccacctggattetgegegggacgtectictgetacgtecctteggeccteaatecageggaccttectteccg
cggcctgetgecggetetgeggecteticegegtettegecticgeccteagacgagteggatetecetttggoccgecteccegeategata
ccgtecgacctegagacctagaaaaacatggageaatcacaagtageaatacageagetaccaatgetgatigtgcctggctagaageaca
agaggagoagoagetogettticcagtcacacctcaggtacctttaagaccaatgacttacaaggeagctgtagatettagecactttttaaa
agaaaagggogoactggaaggectaattcactcccaacgaagacaagatatecttgatetgtggatcetaccacacacaaggetactteeet
gattggcagaactacacaccaggeccaggeatcagatatccactgacctttggatggtgctacaagetagtaccagttgageaagagaay
gtagaagaagecaatgaaggagagaacacecgettgttacacectgtgagectgoatggratggatgacceggagagagaagtattaga
gtggagetttgacagecgectageatticateacatggeecgagagetgcatecggactgtactgggtetctetggttagaccagatetgage
ctgggagetetctggctaactagggaacccactgettaagecteaataaagettgecttgagtycticaagtagtgtgtgccegtetgttgtaty
actctggtaactagagateccteagacecttttagtcagtgtgoaaaatetctageaggaeccgtttaaacecgetgatcagectegactgtee
cltctagttgccagecatetgttgtttgccectecceegtgecticettgacectggaaggteccactcecactgtectticctaataaaatgagy
aaattgcatcgeattgtctgagtaggtgteatictattctggoagatppogtgooocageacagcadgegeeagoatiguoaagacaatay
caggcatgetgguoatpcgetgoectetatggctictgagecgganagaaccagetggeoctctaggeootatccecacgegooctgta
gegecgedttaagegeggegpetetogtoettacgegcagegteaccgctacacttgecagegecctagegeccgetectttegetttctte
cetteetttctegecacgttegeeggettteeccgtcaagetctaaategggepetecetttaggaticegatttagtectttacggcacctegae
cccaaaaaacttgattageetgatogttcacgtagtggoccategecctgatagacggtttttcgecctitgacgttggagtccacgttctttaat
agtgeactettgticcaaactggaacaacactcaacectateteggtctattetittgatttataagggattttgecgatttcggcctattggitaaa
aaatgagctgatttaacaaaaatttaacgegaattaattctgtggaatgtgtgteagttagggtatesaaagtceccaggetecccageagae
agaagtatgcaaagcatgcatetcaattagtcageaaccaggtetevaaagtecccaggocteccecageagycagangtatgcaaageaty
catctcaattagtcagcaaccatagteccgeccctaactecgeccateccgeccctaacteccgeccagttecgeccattetecgecceatgge
teactaattttttttatttatgcagaggecgaggecgeetetgectetgagetattccagaagtagtgaggaggcttttttggag gectag getttt
gcaaaaageteccggpagettgtatatecattttcggatetgatcageacgtgttgacaattaatcatcggeatagtatatcggcatagtataat
acgacaaggteaggaactaaaccatggecaagttgaccagtgeegticeggtgctecacegegegegacgtegeeggageggtegagtte
tegaccgaceggetcgggticteceggacttcgtggaggacgacttegecggtgtogtcegggacgacgtgaccetgttcatcagegeg
giccaggaccaggraggtoccggacaacaccetggectgggtatggatocgcggectggacgagetgtacgecgagtggteggagpteg
tgtecacgaacticegggacgecteccgggccggecatgaccgagatcggegagcagecglggeoocpgoagticgccctgegegace
cggccggcaactgegtgcacttecgtggccgaggagcaggactgacacgtgctacgagatttegattccaccgecgecttctatgaaagtt

ggucttcggaategtittcegggacgecggctggatgatectecagegeggg gatetecatgetggagttecttcgeccacceecaacttgtttatt
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geagcttataatggttacaaataaagcaatageatcacaadtttcacaaataaageatttttttcactgeattetagttgtggtttgteccaaactcat
caatgtatcttatcatgtctgtataccgtegacetctagetagagcttggegtaatcatg gteatagetgtitectgtgtgaaattgttatecgetea
caattccacacaacatacgagecggaageataaagtgtaaagectggegtocctaatgagtgagetaactcacattaattgegtigegetea
ctgeccgetticcagtegggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaateggecaacgegeggegagagecgatitgcatattggacact
cttccgcetiectegeteactgactegetgegeteggtegticggetgegacgageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttateca
cagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccageaaaaggecaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtt
tttccataggetecgeccecctgacgageatcacaaaaategacgetcaagtcagaggtogcgaaaccegacaggactataaagatacca
ggcgtitcccectggaagetecetegtgegetetectgitcegacectgecgettaccggatacctgteegectttetecettegggaagegty
gegcttictcatagetcacgctgtaggtateteagtteggtatagetegttcgetccaagetggoctgtatgcacgaaccecccgticagece

gaccgetgegecttatecggtaactategtettgagtccaacecggtaagacacgacttategccactggeageagecactggtaacaggat

tageagagegagotatgtagoeggtactacagagticttgaagtggtegcctaactacggetacactagaagaacagtatttgetatetgeg

geagcagattacgcgeagaaaaaaaggatetcaagaagatcctttgatctittctacggeetetgacgetcagtggaacgaaaactcacgtt
aagggattttggtcatgagaltatcaaaaaggatcticacctagatecttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaa
acttggtetgacagttaccaatgcttaatcagtegaggcacctatetcagegatetgictatttegttcatecatagttgcctgacteccegtegtyt
agataactacgatacgggagegcttaccatetggccccagtgetgcaatgataccgegagacccacgetcaccggetecagatttatcage
aataaaccagecagecggaaggyccgagegeagaagtggtectgcaactttatcegectecatccagtctattaattgttgccgggaageta
gagtaagtagticgecagtraatagtttgegeaacgttgttgccattgetacaggcategtggtotcacgetegtegtitgotatgecttcattca
getecggtteccaacgatcaaggegagttacatgateeececatgttgtgcaaaaaageggttagetecticggtectecgategttgtcagaa
gltaagttgeccgeagigttatcactcatggttatggcageactgcataaticicttactgtcatgecatcegtaagatgettiteigtgactggtga
gtactcaaccaagtcattctgagaatagtatatgcgocgacegagttgctettgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatagea
gaactttanaagtectcatcattggaanacgttettcgggucyaaaactctcaaggatettaccgctettgapautecagttc patgtaacceact
cgtecacccaactgateticageatettttactttcaccagegttictggotgagcaaaaacaggaagrcaaaatgccgcaaaaaaggoaat
aagggcgacacggaaatgttgaatactcatactettccttittcaatattattgaagcatttatcagggttattgteteatgageggatacatatttg
aatgtatttagaaaaataaacaaatagguattccgegcacatttcceegaaaagtgecacctgacgtegacggateggagateteccgate
cectatgptacactetcagtacaatetgetctgatgecgeatagttaagecagtatetgcteectgetigtgtattggagotegcteagtagtec
gegageaaaatttaagetacaacaaggeaaggettgaccgacaattgcatgaagaatetgettagggttagocptittgegetgettcgegat
gtacgggecagatatacgegttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggustcattagttcatageccatatatggagttee
gegttacataacttacggtaaatggeccgectggctpaccgeccaacgacceccgeccatigacgtcaataatgacgtatgticecatagta
acgccaataggeactttccattgacgteaatggotyoaotatitacggtaaactgeccacttggcagtacatcaagtetatcatatgccaagta

cgeccectattgacgtcaatgacggtaaatggcececgectggeattatgeccagtacatgaccttatggoactticctacttggecagtacateta
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cgtattagtcategetattaccatgetgatecggttitggcagtacatcaatgggegte patageggttigactcacggggatttccaagtetee
accccattgacgtcaatggeagtitgtittgpcaccaaaatcaacggeactttccaaaatgtcgtaacaacteccgecccattgacgeaaatgg
geggtaggcatatacggtgggagetetatataagcagegegtittgectgtactggatetetetggitagaccagatetgageetgggagete
tetggeetaactagggaacecactgettaagectcaataaagettgecttgagtgctticaagtagtgtgtgccegtetgttgtgtgactetggtaa
ctagagatccctcagacecttttagtcagtgtgoaaaatctetageagtgocgeccgaacagggactigaaage gaaaggoaaaccagag
gagcetetetcgacgeaggactcggettgetgaagegegeacggeaagaggegagegocgocgactgetgagtacgecaaaaattttpac
tagcgpagpetagaaggagagapgatpegtocgagagegtcagtattaageggpgagagaattagatcgegatgggaaaaaattcggttaa
ggccaggeooaaagaaaaaatatanattaaaacatatagtatgggcaageaggeagetagaacgattcgeagttaatecctggectgttaga
aacatcagaaggclgtagacaaatactgggacagetacaaccateecttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataatacagtag
caaccclctattgtgtgeatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagetttagacaagatagaggaagageaaaacaaaagtaaga
ccaccgeacageaageggccegeteatcticagacctggaggagoagatatgageeacaattgoagaagtgaattatataaatataaagta
gtaaaaattgaaccattaggagtageacccaccaaggcaaagagaagagtegtocagagagaaaaaagagcagtegoaataggagcttt
gttecttggattctigggagcageaggaageactatggecgeagegteaatgacgetgacggtacaggecagacaattattgtetggtatag
tgcagcageagaacaatttgctgagggctattgaggcgcaacageatetgitgcaactcacagictggggcatcaagcagetecaggcaa
gaatcetggcetgtggaaagatacctaaaggatcaacagetectggggatttggooitgcictggaaaacteatitgeaccactgetgtgccett
guaatgctagttggagtaataaatetctggaacagatttggaatcacacgacctggatggagtogoacagagaaattaacaattacacaage
ttaatacactccttaattgaagaatcgeaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattatiggaattagataaatgegcaagttigtggaatt
ggtttaacataacaaatiggetgtgetatataaaattattcataatgatagtaggaggctiggtagotitaagaatagtttttgctgtacttictatag
tgaatagagitaggcagggataticaccattatcgtitcagacccaccteccaaccecgagggoaccegacaggccegaagyadatagaag
dagaaggtgragagagagacagagacagatecattegattagtgaacggateggcactgegtgegecaatictgcagacaaatggeagt
attcatccacaattttaaaagaaaaggggacatigeggogetacagigcaggaraaagaataglagacataatagcaacagacatacaaact

aaagaattacadaaacaaattacaaaaattcaaaatittcgggtitattacagggacageagagateccagtttggttaattaa
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo de repeticiones palindromicas cortas intercaladas de forma regular agrupadas (CRISPR)-Cas, que
comprende:

- una Cas9, en la que la Cas9 tiene dos o mas sefiales de localizacion nuclear;
- una secuencia de guia unida a una secuencia de acoplamiento tracr, y
- una secuencia tracr hibridable con la totalidad o una parte de la secuencia de acoplamiento tracr;

en el que la secuencia de guia se disefia para que tenga complementariedad con una secuencia diana en una
célula eucariota y pueda dirigir la unién especifica de secuencia del complejo de CRISPR a la secuencia diana en
la célula eucariota.

2. Un sistema de vector de repeticiones palindromicas cortas intercaladas de forma regular agrupadas (CRISPR)-Cas,
que comprende:

a) un primer elemento regulador unido de forma funcional a una o méas secuencias que codifican (1) una secuencia
de guia unida a una secuencia de acoplamiento tracr y (2) una secuencia tracr hibridable con la totalidad o una
parte de la secuencia de acoplamiento tracr;

b) un segundo elemento regulador unido de forma funcional a una secuencia que codifica una Cas9,

en el que la Cas9 tiene dos o mas senales de localizacién nuclear;

en el que los componentes (a) y (b) estan ubicados en el mismo vector o diferentes vectores del sistema y en el
que la secuencia de guia se disefia para que tenga complementariedad con una secuencia diana en una célula
eucariota.

3. El sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la secuencia que codifica la Cas9
tiene los codones optimizados para la expresién en células eucariotas.

4. El sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, que comprende
dos 0 mas secuencias de guia.

5. El sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que dicho
mismo o diferentes vectores son uno o0 mas vectores viricos.

6. El sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con reivindicacion 5, en el que dicho uno o mas vectores viricos
SON UNo 0 Mas vectores retroviricos, adenoviricos, alfaviricos adenoasociados o viricos del herpes simple.

7. El sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el retrovirus es un lentivirus.

8. El sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el alfavirus es un virus Sindbis,
virus del bosque Semliki o virus de la encefalitis equina venezolana.

9. El sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que los
componentes (a) y (b) estan ubicados en el mismo vector.

10. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, en el que la secuencia de acoplamiento tracr se une con la secuencia tracr para formar un ARN
quimérico (ARNqui).

11. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10, en el que la Cas9 dirige la escisidn de ambas hebras de un polinucleétido diana que contiene
la secuencia diana.

12. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10, en el que la Cas9 se muta con respecto a una Cas9 de tipo silvestre correspondiente de modo
que la Cas9 mutada carezca de la capacidad de escindir una o ambas hebras de un polinucleétido diana que contiene
la secuencia diana.

13. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1-10 y 12, en el que la Cas9 comprende una mutacion seleccionada del grupo que consiste en D10A,
H840A, N854A y N863A con referencia a la numeracion de posiciones de una Cas9 de S. Pyogenes.
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14. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13, en el que la Cas9 comprende una o mas sefales de localizacion nuclear en el extremo amino y
una o mas sefales de localizacion nuclear en el extremo carboxi.

15. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-14, en el que la Cas9 es una Cas9 de S. Pyogenes.

16. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-14, en el que la Cas9 es una de thermophilus Cas9.

17. El complejo de CRISPR-Cas o sistema de vector de CRISPR-Cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-16 para su uso en tratamiento.

18. Uso del complejo de CRISPR o sistema de vector de CRISPR-cas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-16 para manipulacion gendmica, en el que dicho uso no es un método de tratamiento del organismo
animal o humano por terapia, y en el que dicho uso no es un proceso para modificar la identidad genética de la linea
germinal de los seres humanos.

45



ES 2757623 T3

3xFLAG NLS SpCas9 GFP

w i
_ i

NLS mCherry SpRNasa Il |
%

ok,

i

SpRNasa I mCherry NLS
| L/

B
3x ~ hsp-
EF1a FLAG NLS hSpCas9 NLS EF1a RNasa /il mCherry NLS
' . Fa 1

=

L T
O g
S
e
e

EMX1(1) L
5 - . AAACGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAGAAGAAGTTTIA. .- &

L _ _protoespaciador (1) v faM
_ 5 - . . AGGAGH SCAGAAGAAGAAGGGCTC . . -3’
locus EMX1 e FLEH
humano ¥ - . . TCCTCCTTCCCGGACTCAGGCTCGTCTICTICTTCCCGAG . . -8
ARRRRRRRRRRARNRRRNR

ARNcr § - GAGUCCGAGCAGAAGAAGAAGUUUUA . .-3

FIG. 1A-C

46



ES 2757623 T3

SpCas® + + + + +
SpRNasalll  — + + — +
ARNtracr —_ + - + +
DR-EMX1(1}DR  + - + + +

indel
en EMX1

WT

D1

+1

D2

D3

D6

m1, D6

684pb P

367pb P
317pb =

indel (%) 47 50

GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG-AGAAGGGCTC
GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAGAAAGAAGGGCTC
GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAAGAG- - - GAAGGGCTC
GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG - - - - AAGGGCTC
GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG ------- GGCTC
GGAGGAAGGGCCTGAGCCCGAGCAGAAG -------GGCTC

FIG. 1D-E

47

o=



ES 2757623 T3

61 9

IV

61 (%) pul

ap euelp

8%@%%%

ﬁmu Loum_omnmmouoa
mwwhoum_umawwouo._a

LXW
a3

o Jopeioedsaojoid ©

DI

o
¥OYED 533&%@? Qmﬁmamuw 1
w i =ing-
L OYNOSYOVIINNNDNHNNNNNNNENNNNNNNNNN <, ¢

(qd 02) eInB ap elousnods

oougwinb Ny

- £

it

%@5@@@%

o Y

A ngwwww mww@«wmﬁ@@uhu@muw@mmwauﬁ@wmnw
o I

mgﬁﬂmum&ﬂggﬁﬁzzgxﬁﬁv&zﬁxxﬂ%

.  (qd pg) iopeloedsa

10BNNYY + JONYvaId ap ojusiwessooid

mmw hovm_umnmmouo._n_

::::m::::::_:::_:::,_:x_::m::::

IOBINYY

& JONYvyeud

FELLENS :2::Zm:m_:mm::m;_.::::ﬁ _:m m_:::m:::m_
T HolL R ILy B 2333 YDA IV O Y OO0 DO YO ER YOV DOVE D OO DDODEMYORNDD
. {#} Jopeioedsaojoid i %ﬁ%& k1Y _oummomammoyoa
£ - } L

g
si.nm
~ouewny
G iXwg
~ sndoo| Y

48



A

locus EMX1
humano

ARNcr wt

secuencias
de guia que
contienen

emparejamiento
incorrecto

684pb »

367pb »
317pb »

indel (%)

locus
EMX1
humano

ES 2757 623 T3

57 -, . CTGGAGGAGGAAGGGCC

_ Iillilililiii%&;&i
3%, .GACCTCCTCCTTCCLGG

57~
mi
m2
m3
m4
ms
m7
me
mii
m13
mis
mi7

protoespaciador (1)

NRNRRRREREARRRARANE

GAGUCLGALEAGA
GAGUCCGAGCAGAAGAAGAL
GAGUCCGAGCAGAAGAAGUA
GAGUCCGAGCAGAAGAACAA
GAGUCCGAGCAGAAGALGAA
GAGUCCGAGCAGAAGUAGAA
GAGUCCGAGCAGALGAAGAA
GAGUCTGAGCACAAGAAGAA
GAGUCCGAGGAGAAGAAGAA
GAGUCCGUGCAGAAGAAGAA
GAGUCGGAGCAGAAGAAGAA
GAGACCGAGCAGAAGAAGAA

espaciadores mal emparejados

AGAAGAAGUUUUAGAGC . .

PAM
§RGGG GGCTCCCAT. .

ERRRARNN
CCGAGGGTA. .-

A
{S\N

:}‘\
5

56 7,5 88

sitio de union de TALEN
|qu|erdo

37~ . Gf

protoespaciador (1)

smo de union de TALEN

T Pﬂkﬁz&

9.7

derecho

FIG. 3A-C

49



ES 2757 623 T3

TALEN ARN quimérico ARNcr control

684pb »

367pb »
317pb &

indel (%) 36 38 45 11 74 86 22 29 25

FIG. 3D

50



ES 2757 623 T3

(%) HH

qdg60lL
u&m.m:

- qd18zz.

YH ap spjow
- + - ugsendsy
- - + ssendsy

[BUN “1HpUIH

YH ep apjow

ouewny
Lx3 snooj

HVY "DId

(%) 18pul

«qd/le
- qdjge

- 9dpgg

+ + + + + + + + + oolwinb NYY
- _ - + + + — —_ - ugsendsg
- - - - - - + + +  BSeDdg

Il QAnY 11 ANy

SN UgsEDdSY SN PI43 odslinb  gf
NYV

51



ES 2757 623 T3

d¥ "DId

51 vz gL l2 (wiepur

4 qd 96l

qd 29€
qd 8¢

& qd 1LS
4 qdyeg

J1o0hanng

gIWAd IXW3 GTVAd IXIWT GIVAd XN GTVAd IXWE op ouEID

¥a  ¥a R
eaTd U elgTwd-ua
-¥a -¥a {Dpavz-ua
(£ 111 199YOY0099YDL LO19DO1IVOYODD0990VOVYY " * LLLOVYOYYDYYOYIOVOIOL1OVOL0000OVYOOOWYYY .G

. . o
o o i o

Jejoajsued) uls

i SRIETE ) .
e RRRE

¥

PINYYV =p
Zljew ap oussip &

52



ES 2757 623 T3

DY "DIA

qd gLL @p

uoloBUIWIR

op uolun
F191933901302409019 " 99vHVYaY 1
PEVRLRRRIRRNE R LR R b e R

IVOLYOVIVIIIIINIFOVIIOND “ID1ID11I0I99VILIVINLINIILL
a m@w J1opejoedsajoud . jEptates

10319Y91 L1910V

T

1

H i
Lol

£~"" 9YLLLIODOVOLOVVYOVOIYOYOYIDD0OYDODYO0IVY * LLOVYOVYOYOVODYO00LOVOL00099VYOR0WWYY - . §

g
=
% i
P S
: e
e e
a0,

uQIoBUIWIIB

" 9p opejnsal

-ouewny

EXWE snoo|

JONYY °p zujew
ap oussip

9

53



ES 2757623 T3

opesasoud
JOBNNYY

)

T

650 :
Jod epeipow WVd

eue|p ap ojualw

-190U0234 "¢ -
asa ¥ Joperoedsaoloud oINpE IONYV
(s)eproouoasap (s)eseajonu A ||| eseNy 10d uoioeinpew 2

JON¥Vaid ap uoloduosuesy "L

saJopejoedsa Zusy gseo Lsen  gsen

i

sejoalIp sauoionadal JoRNNYY

0.€48 seuaboAd snasosojdens ap || odi} ap YdSIYD @p sn20o|

54



ES 2757 623 T3

ARNTtracr corto
(89 pb)

b TR

- -

. LI
-

-
--xEﬂ
-
=
s
-
-

- ' duana de sonda de transferenma de“Ncrﬁhern

.GGAC GAAACACCGGAACCATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGG '
CTAGTCCGTTATCAAGYTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTT TT..

terminador U6

‘ ARNTtracr largo
YS (171 pb)

GGAGGAAAGACCGGTAGTATTAAGTATTGTTTTATGGCTGATAAATTTC_
TTTGAATTTCTGCTTGATTATTTGTTATAAAAGTTATAAA#.TAA?CTTGTT

GGAACCATTCAAAAGAGCATAGCAAGTTAAAATAAGGETA_GTGCGTTATCA
ACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCT?T TTTT.

terminador U6

SpCasg

" - - &
ARNtracr largo 4 + - =
ARNTtracr corto - - + §

SpRNasa il & + + +

DR-EMX1(1)-DR + & > +

684pb B

367pb g
317pb b=

indel (%) 0,60 11

FIG. 6A-B

55



ES 2757 623 T3

- SpRNasa Il + SpRNasa Il

SpCasg - - - + + 4+ S
ARNtracrlargo . . - . -+ - e m .
ARNtracrcorto . . + . 4+ . e

DR-EMXT(1}DR - .+ + 4+ + + - + + + 4+ o+

180nt
170nt

150nt

120nt
Tiont

100t
aont
80nt-

70nt

60nt

50nt

40nt

30nt

FIG. 6C

56



ES 2757623 T3

rehibridar

nucleasa surveyor

cuantificacion en gel

% indel = (1-J1- (@ = b)ffa +b +c) ) *100

FIG. 7

57



'Szﬁ'zaﬁ%-:.
ARNtracr corto .

ARNtracr largo

DR-EMX1(1}-DR

ES 2757 623 T3

UB DR EMX1(1). DR

"

~ SpfNasa il
s e + 8 = =
- - i Bl = -
= w E? - - "
* * + - i +

e

FIG. 8A-B

58




ES 2757623 T3

g-V6 DId

. I .4 !

&7 YYYYODDYDIVOCOLIVELL VYL I SOIVE L IDIVOOI O IVYYYOVED 100y
RN RN RN RN E R RN AR R R AR R R R RN R

£ 1LLIO00LOVLOOOWYIVYWYLLOYY OV IVVWOVEIOVOVLLLIOL

S+ WWYWYOLLLIODDYOONLLOVWWYOVDOVIVOOLOIVYWYIE
TN
£+ LLLLLOYYYYD00L90IWYOLLLIDIIDIVIODVOVLL L

]

FddM

JHdM STN 6SE0dSY SN

i P
OV1d4 pL43

&~ YYYONNNNNNNNNNNNNNNNNNND -8

R R R NN
£~ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNDOOYD -5

S99 IS99

Xg

&~ JYYYYONNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNYNNNNNN B

BN RN RR R AR RN AR RN RN RN RN

£~ TONNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNDYYY -5

S99 1S9

& i % .y ,m,,.
SN 65eDdSy SN OV1d D43
Xg:

Y

I

(RRRRRRRRSRRRANAN

i

&3

OBLLLIDDOVOOVLLOVWWWOVOOVIVOOLOIWYYIND - &
SRR R IR _
ODOVYYYOOOLDDIVWOLLLIDIDOIVIIOVOVLLLIOND - §

einb ap elpuanoas
ap ouasul

einb ap elousnoss
ap uoIDJasUI ap onIs

elopeloedsa elouaN2as

ap ouasul

elopeloedsa elousnoas
ap UQIiolasul ap oS

59



B

ES 2757623 T3

locus Jkby
PVALB L e ffpmrms ¥
humano s ST T

o -
e T e

5" CTEGTCTTCCACCTCTCTGCOCTOAACACCCAATCTCBGECCCTCTCBCCACCCTCCTGCATTTOTETT . -3
N RN R RN N RN RN NN RN R N A RN RN N R A R AR R R RN N
3’- _ GACCAGAAGGTGGAGAGACGGLACTTGTEGETTAGAGCCGGGEAGAGCGETEEGAGGACGTARMGACAA . 5"
#as  protoespaclador¥ .
protoespaciador 3.

protoespéciadorﬁ -
kb
locus ———
Th o
de raton T,

protoespaciador
protoespaciador ¥ T
. VAR
5" .. ACCCAAGCACTGAGTGCCATTAGCTAAATGCATAGGGTACCACCCACAGGTGOCAGBGGECTTTCCCAA

(RN R R R RN RN R R RN RN RN R R R AR EAR Y RN
3. TEGGTTCGTGACTCACGGTAATCOATTTACGTATCCCATGBTEGGTCTCCACBGETCCCCGBAAAGGETT

AGTTCCCAGCCCCTTCTCCAACCTTTCCTGBOCCABAGGCTTTCCCATGTGTGTGGCTGACCCTITGA . |3
T R L D L T e
TCAAGGGTCGGGGAAGAGG TTGGARAGGACCEGETCTCCGAAAGGGTACACACACCGACCTGGGAAACT .. 5"

: protoespaciador.3

FIG. 10A-B

60



ES 2757 623 T3

D-VII "DId

L8829 &6 B A
066 €9 Zel 8 X
gort 5B 26 @ z2
Pilk 99 yEL L iz
818 BL S IR 02
vori 28 v 9 65
BI0L  ED ¥EL B gt
g2t 9L €0b 9§ L
L 7 O 4 9t
0 89 A VR 5i
sipL 89 0Z+ 8 23
g'pe 29 9€r B €1
S'E0L S0 AT Zi
g'eor 99 14 i
o201 99 pgE 2 ok
S0TE 59 68t L 6
600k ¥2 g€t B 8
8201 99 ¥z 8 Z
586 €9 VEF B o
646 €9 el B &
Gv6 19 ovt 6 ¥
5’86 £9 0eL B g
g00L  v9 2L 8 z
gslh /9 AN ] L
e|paw euelpaw BlpaW EUBIPAW  "WOID

MYVOVNN

DoON

(qd) eouesip

O e

qdg'api ®Ipe
qdzgz “eueips)

AW ouewny euowab us Nvd op erouaploul
GEBIAG Z SN0 60T ﬁ@mﬁag SRIRC00IIRNS

(qd) eouelsip
i

Dl ouewny mcoEmm ua _>_<n_ ap m_ocmu_oc_
mmmu%_pﬁuaﬁmw:

Tl

4K} elouanoaly

61

{455} elouanoaly



ES 2757623 T3

qg-v<Zi ‘DId

AYNO9OYO99NON---NNNIDNNVANNYY - €
N L VERLEED  THEEE 1

n NVONONI00VOVVYONYYYOIDDNYINNIOOWY 1DENNYY-IS

S - ONNVONNYYVYNONNDOVOVYOONYIYYYD V

N R NRERR RN NN ™ B N
£ - NNNNNYNNNYOYYO-NONOYNONNENNONNNNNNNNNNNNNNNNNNN - - G JONYY

I0BRNNYVIS

an 6SEIISY 0}43

Jopeloedsa

sejoalip sauolonadal

LAdSIIO 6- AN SMIYdOULIBY) SJ000JABAS  f

gus) ZseD 4se)  1EINYWHS 6SeDIS

62



ES 2757623 T3

a-oci DId

(%) lepul
qdesl e
qdeczz & ooe
00
oo
] 005
qdeig &
qdisg 4 059
qdvig = 0s8
+ - = = zeminbliNyYy
- % = = | EINBIONYY
+ + 4 - IoBINYWS
* + + - gSEOIS
(1) Joperoedseojoud Wed __ (91) Joperoedseoioid v

.8+ 7 TOOVIOVODIVOIVIVIVOYYVIVOVOVOVYYOIVOVV LD IVEVOOVO LOVIVIVYYI LOVOOVD LYOVYYY " - £

R R R L R AR RN n Ry
(" "OOIDDI00VIOVIVIOIOLLIDIOINIOLLOVIOLIVOVIOLODIOVOLOLOI L IOVOLIOIOVION L1 - &

B g e s s
R L
O e o e B

o e
- . o e B

.yl.;,ﬁ&..«&ﬂaﬁ R e i P Ocm_(_(_:_l_

O -,

£ = . 4 e B S g
SNoO|

wn

63



ES 2757623 T3

Psi cPPT EF-1a GFP WPRE hGH pA
j P s
‘ vector lentivirico

vector AAV

e u

(QAW §pDF6 @;ALE
w,m i ‘ -

transfeccmn con PEI recoger )
sobrenadante .~

- 48h
R

congelar
alicuotas

HEK-293FT

filtro (0,45 um)

24h: cam%&r{\w anadlr sobrenadante a
7d:recoger pro elna neuronas corticales primarias

FIG. 13A-C

64



ES 2757623 T3

qd-Vv1 DId

! ﬂ wEwwmvmu.ﬁEmuww@EEUOQ mxu.pn.._.{_m_muﬁmu((w({#.uUba‘{E(.w(khwﬁuuwwqu{mu{{{(({EQﬁ@mgU{hﬁhmk
S

LLIOYYOVVLOLLLISYYOYLLIOODL LI LIVIDIDI VDL 091 100D01OVLLIVIOOVOOOOVIDDDO03SYOD0OVOYOYYOODLOVDLD

Q@(ﬂh@@@k@&ﬂ@h@@0@&@@4@0&@0@3@@%u@wgoégﬂghﬁg@hw(@hwkwhwggaoGgwuﬁihwwm_vm.v m
1 B4 [

M..“w., | w«« w;,,..,d.,, w“.«;,,,.w““?:@.,

._.Uf_.miuumuduwwD§®00Q0§€000E9<0 Q(GQD@G Omvthuwwumuuuhw{mvw Buiuhag<0<omkumv0®uﬂ.umuo D991VO0090 .

e

Lyd™

£ 2o
qd 05z

?‘ENMI voidl

GU(«;&UG?GE&Q&U@ m

HINTHTL il

ejo|dwod
uogioduosuel]

ouewny

SNoO|

q

65



ES 2757623 T3

Iv1 “DId

€ZX0S
m UUU.E.D«HGEQ;&OH&OQHQPEOU._.Dwxﬁ 40%9&.00@._.0‘_.048QSQUkﬂwuﬂggwghwwﬂEUp.émeu{OU{{._b(w

g ‘,P 2110 ;.,,.;\;

wm @@8?0%10@000@@&00@00@3 ,_,._*w@him...@k(ﬁ.ﬂﬁb@8&0&@%&8&?@%(80%@@0%@@;&&@%0

S

ZZXos .V eXos

%gégggﬁgggﬁghg{%@gg Y200

ouewny

_ S— e oo G ZXOS
na omN w:oo_

I

66



ES 2757 623 T3

D-Av1 DId

WNYY op ugisaidal ap 10joe4

¥4I op ugioeAoy

2XOS op ugisaidey

VOPEH VOLa | ~ VOYEH V0L

STINJodu0D 658D STIN XPAIS Bldd ¥9dA S7IN J0109U0D 4,6SBD

WNYY p UoIoBAIjOE 8p J010B

L
eld3

67



ES 2757623 T3

Casetes lentiviricos transgénicos de Cas9 ES

1) Bicistronico de rtTA3 y Cas9

FIG. 15
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Cas9 autoinductora sensibla a Dox en HEK293FT mediante lentivirus purificado

]

Cas}

2A}[eorRl[2a] rtTA3]wrRE |-«

2 dias después de la infeccion 3 dias después de la infeccion
1 dia después de dox 2 dias después de dox

+Dhox

-Dox

FIG. 16
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