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DESCRIPCION
Células virales resistentes y sus usos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a lineas celulares de mamiferos manipuladas para tener resistencia viral y al uso de
dichas lineas celulares para reduccion o prevencion de la contaminacion viral de sistemas de produccion biologica.

Antecedentes

El uso de proteinas terapéuticas producidas de manera recombinante para el tratamiento de numerosas enfermedades
o afecciones tal como el cancer y enfermedades autoinmunes continlia en aumento. Sin embargo, la produccion a
gran escala de tales productos terapéuticos proteicos aun continta siendo un desafio. Por ejemplo, un proceso de
fabricacion comercial debe administrar un rendimiento confiablemente alto con procesos corriente abajo que producen
un producto extremadamente puro permitiendo cantidades muy pequefias de contaminantes, preferentemente
ninguna cantidad.

El uso de medios libres de componentes animales ha reducido significativamente la incidencia de contaminacion viral
adventicia. Ademas, la implementacion de procedimientos tal como ultrafiltracion, procesamiento de intervalo breve a
alta temperatura, y/o radiacion UVC de materiales a granel ha reducido adicionalmente la incidencia de contaminacion.
No obstante, contintia presente el riesgo de contaminacion viral. Un incidente de contaminacion seria catastréfico para
el fabricante en términos de pérdida de producto, retiro temporario del mercado, y costos extensivos de
descontaminacion. De este modo, existe una necesidad de lograr lineas celulares de mamiferos que tengan mayor
resistencia a la infeccion viral.

Taber et al., 1976 (Cell, Vol. 8, 529-533) y Jan et al., 1999 (Journal of Virology, Vol. 73, No. 6, pp 4919-4924) describen
lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO) que han sido seleccionadas por su resistencia a la infeccion viral.

Los virus pueden ingresar a las células a través de unidon especifica a receptores complementarios sobre las
superficies de las células. Para muchos virus, estos receptores de la superficie celular comprenden estructuras de
glicano ligadas a las proteinas (o a los lipidos). Los glicanos que terminan en acido sialico o sus derivados sirven como
receptores para muchos virus (Matrosovich et al., 2013, Top Curr Chem, DOI: 10.1007/128_2013_466). Nam et al.,
2006 (Journal of Biological Chemistry, Vol. 281, No. 35, pp. 25670-25677) describen diversos glicanos que muestran
especificidad para virus diminutos del ratén (MVM). Yang et al. 2012 (Blood, Vol. 120, No. 5, pp.1015-1026) ensefian
que la expresion conjunta de St3Gal4 y St3Gal6 contribuye a la sialilacion que es responsable de la sintesis y la
funcion de los ligandos de selectina.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 presenta una secuencia temporal de infeccion viral por MVM segun lo ensayado por andlisis de
Southern blot. Trazada con la cantidad relativa de ADN viral MVM detectada a las 24, 48, 72 y 96 horas de
células de tipo salvaje (CHOZN GS-/-), SIc35A1 KO, clon FO7 COSMC KO, COSMC KO, clon G0O3 COSMC
KO, y clon HO5 COSMC KO. El clon HO5 tiene una eliminacién dentro del marco de 12 pb (es decir, una
mutacion sin desviacion de marco).

La FIG. 2 muestra una secuencia temporal de infeccion viral por MVM segun lo detectado por ensayos en
placa. Es trazada la pfu/ml detectada a las 24, 48, 72 y 96 horas para células de tipo salvaje (CHOZN),
Slc35A1 KO, clon FO7 COSMC KO, COSMC KO, clon GO3COSMC KO, y clon HO5 COSMC KO.

La FIG. 3 ilustra el efecto de infeccién por MMV sobre el crecimiento celular. Es trazado el nimero de células
viables (células/ml) durante el transcurso de 120 horas para células de tipo salvaje (2E3) (A) y clon FO7
COSMC KO (B) en ausencia (lineas continuas) y presencia (lineas discontinuas) de virus MVM a MOl de 1 u
8.

La FIG. 4 presenta una secuencia temporal de virus asociado con las células después de infeccion por MMV.
Es trazada la copia del genoma del virus MVM (vgc) por célula (en base a la suposicion de que cada célula
infectada puede producir 2 x 10* vgc) segun lo detectado a través de gPCR durante el transcurso de 120
horas para células de tipo salvaje (2E3) (lineas continuas) y clon FO7 clon FO7 COSMC KO, (lineas
discontinuas) en presencia de virus MVM a MOI de 1 (A) u 8 (B).

La FIG. 5 muestra la secuencia temporal de replicacién de MMV en las lineas celulares indicadas. Es trazada
la vgc/muestra a las 0 y 21 horas después de la infeccién con virus MVM a MOI de 0,3 (A) o 0,03 (B).

La FIG. 6 presenta la secuencia temporal de replicacién de Reovirus-3 en las lineas celulares indicadas. Es
trazada la vgc/muestra relativa a células de tipo salvaje (2E3) a las 0 y 24 horas después de la infeccion con
virus Reo-3.

La FIG. 7 presenta ensayos de crecimiento para células crecidas en ausencia (UN) o presencia (IN) de virus
2
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MVM. El panel A presenta la densidad de células viables (VCD) para tipo salvaje (GS), SIc35A1 KO, clon FO7
clon FO7 COSMC KO, y clon GO3 COSMC KO durante 10 dias. El panel B presenta la VCD para tipo salvaje
(GS), clones que producen IgG 71H1 y 71C3 derivados de clon FO7 COSMC KO, durante 8 dias.

La FIG. 8 presenta ensayos de crecimiento para células crecidas en ausencia (UN) o presencia (IN) de virus
MVM. Es trazada la VCD para tipo salvaje (GS), clon 7D10St3Gal4 KO, clon 1B08 St3Gal4 KO, y clon 1B10
St3Gal4 KO, durante 9 dias.

Sumario

Entre los diversos aspectos de la presente invencion, y como es definido en las reivindicaciones, se encuentra la
provision de lineas celulares de mamiferos que estan manipuladas para impedir o prevenir la entrada viral y/o la
propagacion viral en las células. En algunas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos son modificadas
genéticamente de modo tal que la entrada y/o propagacion de virus diminutos de ratén (MVM) es reducida o eliminada
en comparacion con las lineas celulares progenitoras. En diversas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos
desveladas en la presente memoria comprenden al menos una secuencia cromosémica modificada que comprende
una secuencia cromosoémica inactivada que codifica la alfa-2,3-sialiltransferasa 4 de beta-galactésido St3 (St3Gal4).
En realizaciones adicionales, la secuencia cromosémica modificada es inactivada de modo tal que la linea celular no
produce, o produce niveles reducidos, del producto proteico codificado, St3Gal4.

En una realizacion, la linea celular comprende al menos una secuencia cromosomica inactivada que codifica la
chaperona enzimatica Nucleo 1 (COSMC). En otra realizacion, todas las copias de secuencias cromosoémicas que
codifican COSMC son inactivadas y la linea celular no produce COSMC. En una realizacion alternativa, la linea celular
comprende al menos una secuencia cromosémica inactivada que codifica la familia de portador soluto 35
(transportador de acido sialico-CMP), miembro A1 (SIc35A1). En otra realizacion, todas las copias de secuencias
cromosomicas que codifican SIc35A1 son inactivadas y la linea celular no produce SIc35A1. Incluso en ofra realizacion,
la linea celular comprende al menos una secuencia cromosomica inactivada que codifica la enzima de estiramiento
nacleo 1 (C1GalT1). En una realizacién adicional, todas las copias de secuencias cromosoémicas que codifican
C1GalT1 son inactivadas y la linea celular no produce C1GalT1. En una realizacién adicional, la linea celular
comprende al menos una secuencia cromosomica inactivada que codifica la alfa-2,3-sialiltransferasa 1 de beta-
galactosido St3 (St3Gal1). En otra realizacion, todas las copias de secuencias cromosémicas que codifican St3Gal1
son inactivadas y la linea celular no produce St3Gal1. En una realizacion alternativa, la linea celular comprende al
menos una secuencia cromosomica inactivada que codifica la alfa-2,3-sialiltransferasa 2 de beta-galactosido St3
(St3Gal2). En otra realizacion, todas las copias de secuencias cromosémicas que codifican St3Gal2 son inactivadas
y la linea celular no produce St3Gal2. Aun en otra realizacion, la linea celular comprende al menos una secuencia
cromosomica inactivada que codifica la alfa-2,3-sialiltransferasa 3 de beta-galactésido St3 (St3Gal3). En una
realizacion adicional, todas las copias de secuencias cromosémicas que codifican St3Gal3 son inactivadas y la linea
celular no produce St3Gal3. Incluso en otra realizacion alternativa, y de acuerdo con la presente invencion, la linea
celular comprende al menos una secuencia cromosomica inactivada que codifica la alfa-2,3-sialiltransferasa 4 de beta-
galactosido St3 (St3Gal4). En otra realizacion, todas las copias de secuencias cromosomicas que codifican St3Gal4
son inactivadas y la linea celular no produce St3Gal4. En una realizacion alternativa, la linea celular comprende al
menos una secuencia cromosomica inactivada que codifica la alfa-2,3-sialiltransferasa 5 de beta-galactosido St3
(St3Galb5). En una realizacion adicional, todas las copias de secuencias cromosomicas que codifican St3Gal5 son
inactivadas y la linea celular no produce St3Gal5. Aun en otra realizacion, la linea celular comprende al menos una
secuencia cromosoémica inactivada que codifica la alfa-2,3-sialiliransferasa 6 de beta-galactésido St3 (St3Gal6). En
una realizacion adicional, todas las copias de secuencias cromosémicas que codifican St3Gal6 son inactivadas y la
linea celular no produce St3Gal6. En una realizacién alternativa, la linea celular comprende secuencias cromosémicas
inactivadas que codifican cualquiera de dos de St3Gal1, St3Gal2, St3Gal3, St3Gal4, St3Gal5 y St3Gal6. Aun en otra
realizacion alternativa, la linea celular comprende secuencias cromosémicas inactivadas que codifican cualquiera de
tres de St3Gal1, St3Gal2, St3Gal3, St3Gal4, St3Gal5 y St3Gal6. En realizaciones adicionales, las lineas celulares que
comprenden secuencias cromosoémicas inactivadas que codifican COSMC, SIc35A1, C1GalT1, St3Gal1, St3Gal2,
St3Gal3, St3Gal4, St3Gal5, y/o St3Galé comprenden, adicionalmente, secuencias cromosomicas inactivadas que
codifican (alfa-1,3-manosil)-glicoproteina beta-1,2-N-acetilglucosamiltransferasa 1 (Mgat1), manosil (alfa-1,6-)-
glicoproteina  beta-1,2-N-acetilglucosamiltransferasa 2 (Mgat2), manosil (alfa-1,4-glicoproteina beta-1,4-N-
acetilglucosamiltransferasa 3 (Mgat3), (alfa-1,3-manosil)-glicoproteina beta-1,4-N-acetilglucosamiltransferasa 4
(Mgat4), y/o manosil (alfa-1,6-)-glicoproteina beta-1,6-N-acetilglucosamiltransferasa 5 (Mgat5). Las lineas celulares
de mamiferos desveladas en la presente memoria que comprenden secuencia cromosomica modificada tienen mayor
resistencia a la entrada viral y/o la propagacion viral en comparacion con las lineas celulares progenitoras no
modificadas. Incluso en otras realizaciones, las lineas celulares que comprenden las secuencias cromosémicas
inactivadas que codifican St3Gal1, St3Gal2, St3Gal3, St3Gal4, St3Gal5, y/o St3Gal6 estan manipuladas
adicionalmente para sobreexpresar al menos una sialiliransferasa responsable de producir ligaduras 2,6 (por €j., St6
beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (St6Gal1), St6 beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 2
(St6Gal2), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 1 (St6GalNac1), St6 (alfa-N-
acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 2 (St6GalNac2), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-
beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 3 (St6GalNac3), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-
acetilgalactosaminida 4 (ST6GalNac4), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida
5 (St6GalNac5), y/o St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 6 (St6GalNac6).
3
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En algunas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos son lineas celulares no humanas. En otras realizaciones
de acuerdo con la invencion, las lineas celulares de mamiferos son lineas celulares de ovario de hamster chino (CHO).
En realizaciones especificas, la linea celular es una linea celular de CHO que comprende secuencias cromosoémicas
inactivadas que codifican COSMC, SIc35A1, C1GalT1, St3Gal1, St3Gal2, St3Gal3, St3Gal4, St3Gal5, St3Gal6, o
combinaciones de las anteriores.

En ciertas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos desveladas en la presente memoria exhiben resistencia a
la entrada y/o propagacion de virus seleccionados de parvovirus, reovirus, rotavirus, virus de la gripe, virus
adenoasociados, calcivirus, virus de parainfluenza, virus de rubeola, coronavirus, norovirus, virus de
encefalomiocarditis, poliomavirus, o sus combinaciones. En algunas realizaciones, el parvovirus es virus diminuto de
raton (MVM), parvovirus tipo 1 de raton, parvovirus tipo 2 de ratdn, parvovirus tipo 3 de ratén, parvovirus 1 porcino,
parvovirus 1 bovino, parvovirus B19 humano, parvovirus 4 humano, parvovirus 5 humano, o sus combinaciones. En
realizaciones adicionales, el reovirus es reovirus 3 de mamifero, ortoreovirus de mamifero, ortoreovirus aviar, o sus
combinaciones.

En diversas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos desveladas en la presente memoria son preparadas por
modificacion de al menos una secuencia cromosémica usando una técnica de modificacion del genoma mediada por
endonucleasa diana. La endonucleasa diana puede ser nucleasas de dedos de cinc, endoncleasas CRISPR/Cas,
nucleasa efectora similar al activador de transcripcion (TALE), meganucleasa, una endonucleasa especifica del sitio,
o un agente inductor de ruptura de doble hebra de ADN diana artificial. En realizaciones especificas, la endonucleasa
diana es un par de nucleasas de dedos de cinc.

En algunas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos desveladas en la presente memoria ademas comprenden
al menos un acido nucleico que codifica una proteina recombinante seleccionada de un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, una vacuna, un factor de crecimiento, una citoquina, una hormona, un factor de coagulacion u otra proteina
terapéutica.

Otro aspecto de la presente divulgacion abarca un procedimiento de reduccién o prevencion de contaminacion viral
de un producto de proteina recombinante, el procedimiento comprende obtener una linea celular de mamifero con
resistencia viral como es desvelado en la presente memoria y expresar el producto de proteina recombinante en la
linea celular.

Un aspecto adicional de la presente divulgacion proporciona un procedimiento de reduccion de riesgo de
contaminacion viral de un sistema de produccion bioldgica, en el que el procedimiento comprende proporcionar una
linea celular de mamifero con resistencia viral como es desvelado en la presente memoria para usar en el sistema de
produccién biologica.

Incluso otro aspecto de la presente divulgaciéon abarca una composicion que comprende una linea celular de mamifero
con resistencia viral como es desvelado en la presente memoria y al menos un virus, en la que la linea celular exhibe
resistencia a la infeccién producida por el al menos un virus.

Otro aspecto e iteraciones de la divulgacion son descritos en mayor detalle a continuacion.

Descripcion detallada

La presente divulgacion proporciona lineas celulares de mamiferos manipuladas para impedir o prevenir la entrada
viral y/o la propagacion viral en las lineas celulares. Las lineas celulares manipuladas que tienen resistencia viral
pueden ser modificadas genéticamente para contener secuencias cromosémicas modificadas (por ej., inactivadas).
También son proporcionados procedimientos de uso de las lineas celulares desveladas en la presente memoria para
la produccién de proteinas recombinantes, en los que los productos de proteina recombinante estan esencialmente
desprovistos de contaminacion viral. El uso de las lineas celulares que son resistentes a la infeccion viral, por lo tanto,
reduce o elimina el riesgo de contaminacion viral de los sistemas de produccion bioldgica y los productos de proteina
resultantes.

(l) Lineas celulares con resistencia viral

Un aspecto de la presente invencién abarca lineas celulares de mamiferos, como es definido por las reivindicaciones,
que estan manipuladas para tener resistencia viral. Indicado de otro modo, las lineas celulares desveladas en la
presente memoria tienen mayor resistencia a la infeccion por al menos un virus en comparacion con las lineas
celulares progenitoras, no modificadas. Mas especificamente, la entrada del virus MVM y/o la propagacion del virus
MVM es reducida o eliminada en las lineas celulares manipuladas descritas en esta memoria en comparacién con las
lineas celulares progenitoras no modificadas. En algunas realizaciones y de acuerdo con la invencion, las lineas
celulares de mamiferos estan modificadas genéticamente y contienen al menos una secuencia cromosomica
modificada. En general, la secuencia modificada comprende una mutaciéon. En algunas realizaciones, la secuencia
cromosomica modificada es inactivada (o bloqueada) de modo tal que el producto de proteina codificada no es
producido por la linea celular.

En general, la resistencia (o susceptibilidad) a infeccion viral puede ser determinada por comparacion de la respuesta
4
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de las lineas celulares de mamifero manipuladas con la exposicién a uno o varios virus con la respuesta de las células
progenitoras (no manipuladas) no modificadas a la misma provocacion viral. La infeccion viral de la linea celular y/o la
propagacion viral en la linea celular puede ser analizada por una variedad de técnicas. Los ejemplos no limitativos de
técnicas adecuadas incluyen procedimientos de deteccion de acido nucleico (por €j., ensayo Southern blot con acido
nucleico para detectar la presencia de acidos nucleicos virales especificos, PCR o RT-PCR para detectar acidos
nucleicos virales, procedimientos de secuencia y similares), técnicas a base de anticuerpos (por €j., técnicas de
inmunotransferencia Western usando anticuerpos de proteinas antivirales, procedimientos ELISA, y demas),
bioensayos, (por €j., ensayos de placas, ensayos de efecto citopatico y similares), y técnicas microscopicas (por €j.,
microscopio electronico para detectar particulas virales, etc.). En algunas realizaciones, la infeccion y/o propagacion
del virus dentro de las lineas celulares de mamifero manipuladas pueden ser reducidas en al menos aproximadamente
10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 99%, o mas de
aproximadamente 99% con relacion a las células progenitoras no modificadas. En realizaciones especificas, las lineas
celulares manipuladas de mamiferos son resistentes a la infeccion viral, es decir, el virus es incapaz de entrar y/o de
propagarse en las lineas celulares manipuladas de mamiferos.

Las lineas celulares de mamiferos desveladas en la presente memoria pueden ser manipuladas en una variedad de
modos diferentes para impartir resistencia viral. En algunas realizaciones, las lineas celulares pueden ser modificadas
de modo tal que la entrada viral a través de los receptores de superficie sea reducida o eliminada. En otras
realizaciones, las lineas celulares pueden ser manipuladas para expresar moléculas que inhiban o bloqueen las
proteinas virales especificas involucradas en la replicacion y/o infectividad. Incluso en otras realizaciones, las lineas
celulares pueden ser manipuladas para sobreexpresar proteinas antivirales celulares especificas. En algunas
realizaciones, la manipulacion puede ser genética, en la que las secuencias genomicas o cromosomicas son
modificadas. Dicho de otro modo, las lineas celulares son modificadas genéticamente. En otras realizaciones la
manipulacion puede ser epigenética o extracromosémica.

(a) Mecanismo de resistencia viral

(i) Perturbacion de receptores de superficie celular

En ciertas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos son manipuladas para contener receptores de la superficie
celular alterados. Los virus pueden ingresar a las células a través de la unién especifica a receptores complementarios
sobre las superficies de las células. Para numerosos virus, estos receptores de la superficie celular comprenden
estructuras de glicano ligadas a las proteinas (o a los lipidos). Los glicanos que terminan en acido sialico o sus
derivados sirven como receptores para numerosos virus (Matrosovich et al., 2013, Top Curr Chem, DOI:
10.1007/128_2013_466). De este modo, las glicoproteinas que comprenden glicanos O-ligados o N-ligados con
residuos terminales de acido sialico pueden funcionar como los receptores de la superficie celular para numerosos
virus. Acido siélico se refiere a derivados del acido neuraminico, por ejemplo, acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac o
NANA) y acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc o NGNA).

En algunas realizaciones, las lineas celulares son manipuladas para comprender glicoproteinas que carecen de
residuos de acido sidlico terminal. Los residuos de acido sidlico terminal pueden ser eliminados por eliminacion (es
decir, noqueo) o alteracion de enzimas y/o proteinas involucradas en la sintesis de las cadenas de glicano. Los blancos
adecuados incluyen enzimas o proteinas involucradas en la sintesis de glicanos O-ligados, enzimas o proteinas
involucradas en la sintesis de glicanos N-ligados, y/o enzimas o proteinas involucradas en la sintesis o el transporte
del acido sialico.

En ciertas realizaciones, la linea celular puede ser deficiente en al menos una de las enzimas o proteinas especificas
mencionadas con anterioridad (o cualquier combinacién de las dianas mencionadas con anterioridad). Como se usa
en la presente memoria, "deficiente" se refiere a niveles reducidos o no detectables de enzimas o proteinas
especificas, o actividad reducida o no detectable de las enzimas o proteinas especificas. La cantidad o la actividad de
la enzima o la proteina diana puede ser reducida o eliminada por modificacion de al menos una secuencia
cromosomica que codifica la proteina o enzima diana. Por ejemplo, la secuencia cromosémica puede ser modificada
para contener una eliminacién de al menos un nucleétido, una insercién de al menos un nucleétido, una sustitucion
de al menos un nucledtido, o una de sus combinaciones. De esta manera, las eliminaciones, inserciones y/o
sustituciones pueden cambiar el marco de lectura de la secuencia cromosémica de modo tal que no sea producido
producto de proteina (es decir, la secuencia cromosémica es inactivada). Alternativamente, las eliminaciones,
inserciones y/o sustituciones en la secuencia cromosdmica modificada pueden conducir a la produccion de un producto
de proteina alterada. La modificacion de secuencias cromosémicas de interés puede ser lograda usando técnicas de
edicion gendmica especifica mediada por endonucleasa, que se detallan a continuacion en la seccion (lll)(a). En casos
en los que una secuencia cromosémica que codifica la enzima o proteina diana es inactivada, la linea celular
manipulada produce niveles reducidos de enzima o proteina diana. En otros casos en los que todas las copias de las
secuencias que codifican la enzima o proteina diana son inactivadas, la linea celular manipulada no produce enzima
o proteina diana (es decir, la linea celular es un knock out o KO). Incluso en otras realizaciones, el nivel de enzima o
proteina diana puede ser reducido o eliminado usando mecanismos mediados por interferencia de ARN, que se
describen a continuacion en la seccion (I11)(b).
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En algunas realizaciones, el nivel de enzima o proteina diana puede ser reducido en al menos aproximadamente 5%,
de aproximadamente 5 a 10%, de aproximadamente 10 a 20%, de aproximadamente 20 a 30%, de aproximadamente
30 a 40%, de aproximadamente 40 a 50%, de aproximadamente 50 a 60%, de aproximadamente 60 a 70%, de
aproximadamente 70 a 80%, de aproximadamente 80 a 90%, o de aproximadamente 90 a aproximadamente 100%.
En otras realizaciones, el nivel de enzima o proteina diana puede ser reducido hasta niveles no detectables usando
técnicas estandares en el campo (por €j., ensayos de inmunotransferencia Western, ensayos enzimaticos ELISA, y
similares).

En algunas realizaciones, la linea celular puede ser deficiente en enzimas o proteinas involucradas en la glicosilacion
O-ligada. Por ejemplo, la linea celular puede ser deficiente en enzima de estiramiento nucleo 1 (también llamada
nucleo 1 sintasa, glicoproteina-N-acetilgalactosamina 3-beta-galactosiltransferasa, 1, o C1GalT1), nucleo 1 chaperona
enzimatica (también llamada chaperona especifica de C1GalT1 o COSMC), o ambas. COSMC facilita el plegado, la
estabilidad y la actividad de C1GalT1, que cataliza la transferencia de un residuo de glucosa en el residuo de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) que esta O-ligado a serina o treonina de una proteina. En realizaciones especificas, la
linea celular es deficiente en C1GalT1 o COSMC, o ambas. La deficiencia puede deberse a las secuencias
cromosomicas inactivadas que codifican C1GalT1 y/o COSMC de modo tal que son logrados niveles reducidos o nada
de proteina C1GalT1 y/o COSMC. En algunos casos, al menos una secuencia cromosomica que codifica C1GalT1 y/o
COSMC es inactivada. En otros casos, todas las copias de las secuencias cromosémicas que codifican C1GalT1 y/o
COSMC son inactivadas, de modo tal que la linea celular es desprovista de proteina C1GalT1 y/o proteina COSMC.

En otras realizaciones, la linea celular puede ser deficiente en al menos una sialiltransferasa (ST). La sialiltransferasa
puede ser una sialiltransferasa que agrega acido sialico a la galactosa en una conformacion de ligacion alfa-2,3, una
sialiltransferasa que agrega acido sialico a galactosa o N-acetilgalactosamina en la conformacion de ligacion alfa-2,6,
o una sialiltransferasa que agrega acido sialico a otras unidades de acido sialico en una conformacioén de ligacion alfa-
2,8. Los ejemplos no limitativos de sialiltransferasas adecuadas incluyen con St3 beta-galactésido alfa-2,3-
sialiltransferasa 1 (St3Gal1), St3 beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 2 (St3Gal2), St3 beta-galactésido alfa-2,3-
sialiltransferasa 3 (St3Gal3), St3 beta-galactdsido alfa- 2,3-sialiltransferasa 4 (St3Gal4), St3 beta-galactésido alfa-2,3-
sialiltransferasa 5 (St3Gal5), St3 beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 6 (St3Gal6), St6 beta-galactosamida alfa-
2,6-sialiltransferasa 1 (St6Gal1), St6 beta-galactosamida alfa-2,6-sialiliransferasa 2 (St6Gal2), St6 (alfa-N-acetil-
neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 1 (St6GalNac1), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-
galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 2 (St6GalNac2), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-
acetilgalactosaminida 3 (St6GalNac3), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 4
(ST6GalNac4), St6 (alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 5 (St6GalNac5), St6
(alfa-N-acetil-neuraminil-2,3-beta-galactosil-1,3)-N-acetilgalactosaminida 6 (St6GalNac6), St8 alfa-N-acetil-
neuraminida alfa-2,8-sialiltransferasa 1 (St8Sia1), St8 alfa-N-acetil-neuraminida alfa-2,8-sialiltransferasa 2 (St8Sia2),
St8 alfa-N-acetil-neuraminida  alfa-2,8-sialiltransferasa 3 (St8Sia3), St8 alfa-N-acetil-neuraminida alfa-2,8-
sialiltransferasa 4 (St8Sia4), St8 alfa-N-acetil-neuraminida alfa-2,8-sialiltransferasa 5 (St8Sia5) o St8 alfa-N-acetil-
neuraminida alfa-2,8-sialiltransferasa 6 (St8Sia6).

En realizaciones especificas, la linea celular puede ser deficiente en al menos una alfa-2,3-sialiltransferasa (por €;j.,
St3Gal1, St3Gal2, St3Gal3, St3Gal4, St3Gal5, y/o St3Gal6). La deficiencia puede ser debida a secuencias
cromosomicas inactivadas que codifican la al menos una alfa-2,3-sialiltransferasa de modo tal que son producidos
niveles reducidos o nada de la al manos una alfa-2,3-sialiltransferasa. En algunos casos, al menos una secuencia
cromosomica que codifica al menos una alfa-2,3-sialiltransferasa puede ser inactivada. En otros casos, todas las
copias de las secuencias cromosdmicas que codifican la al menos una alfa-2,3-sialiltransferasa puede ser inactivada,
de modo tal que la linea celular esté desprovista de al menos una alfa-2,3-sialiltransferasa. Dicho de otro modo, las
secuencias cromosomicas que codifican St3Gal 1, 2, 3, 4, 5 y/o 6 pueden ser bloqueadas.

En algunas instancias en las que la linea celular comprende al menos una secuencia cromosémica inactivada que
codifica la al menos una alfa-2,3-sialiltransferasa (por €j., St3Gal1, St3Gal2, St3Gal3, St3Gal4, St3Gal5 y/o St3Gal6),
la linea celular puede ser manipulada adicionalmente para sobreexpresar al menos una sialiltransferasa responsable
de producir las ligaduras 2,6 (por ej., St6Gal 1, St6Gal 2, St6GalNac1, St6GalNac2, St6GalNac3, ST6GalNac4,
St6GalNac5 y/o St6GalNac6). De esta manera, dichas lineas celulares pueden comprender glicoproteinas que tienen
numeros reducidos de (o ningun) residuos de acido sialico 2,3-ligado terminal y mayores nimeros de residuos de
acido sialico 2,6-ligado terminal.

En realizaciones adicionales, la linea celular puede ser deficiente en al menos una enzima o proteina involucrada en
la sintesis o el transporte de acido sialico. Los ejemplos de enzimas o proteinas involucradas en la sintesis o en el
transporte de acido sialico incluyen, sin limite, glucosamina (UDP-N-acetil)-2-epimerasa/N-acetiimanosamina quinasa
(GNE), sintasa del acido N-acetilneuraminico (NANS), fosfatasa del acido N-acetilneuraminico (NANP), citidina
monofosfato de sintetasa del acido N-acetilneuraminico (CMAS), e citidina monofosfato de hidroxilasa del acido N-
acetilneuraminico (CMAH), familia 35 de portador soluto (transportador de acido sialico-CMP), miembro A1 (SIc35A1).
En ciertas realizaciones, la linea celular puede ser deficiente en SIc35A1, que transporta CMP-acido sialico en Golgi.
En algunos casos, al menos una secuencia cromosémica que codifica SIc35A1 puede ser inactivada. En otros casos,
todas las copias de las secuencias cromosomicas que codifican SIc35A1 pueden ser inactivadas, de modo tal que la
célula es desprovista de proteina SIc35A1.
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En realizaciones adicionales, la linea celular puede ser deficiente en al menos una enzima o proteina involucrada en
la N-glicosilacién. En algunas instancias, la enzima o la proteina involucrada en la N-glicosilacion puede ser una N-
acetilglucosilaminil-transferasa, que afiade un residuo de GIcNAc a un residuo de manosa beta-ligado de un glicano
N-ligado. Ejemplos incluyen (alfa-1,3-manosil)-glicoproteina beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa 1 (Mgat-1),
manosil (alfa-1,6-)-glicoproteina beta-1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa 2 (Mgat-2), manosil (alfa-1,4-)-glicoproteina
beta-1,4-N- acetilglucosaminiltransferasa 3 (Mgat-3), (alfa-1,3-manosil)-glicoproteina beta-1,4-N-
acetilglucosaminiltransferasa 4 (Mgat-4), y manosil (alfa-1,6-)-glicoproteina beta-1,6-N-acetilglucosaminiltransferasa 5
(Mgat-5). En otras instancias, la enzima o la proteina involucrada en la N-glicosilacion puede ser galactosiltransferasa,
que afiade un residuo de galactosa en un residuo 1,4-ligadura beta a un residuo GlcNac de un glicano N-ligado. La
galactosiltransferasa, puede ser UDP- Gal:BetaGIcNAc beta 1,4-galactosiltransferasa, polipéptido 1 (B4GalT1), UDP-
Gal:BetaGIcNAc beta 1,4-galactosiltransferasa, polipéptido 2 (B4GalT2), UDP-Gal:BetaGIcNAc beta 1,4-
galactosiltransferasa, polipéptido 3 (B4GalT3), UDP-Gal:BetaGIcNAc beta 1,4-galactosiltransferasa, polipéptido 4
(B4GalT4), UDP-Gal:BetaGIcNAc beta 1,4-galactosiltransferasa, polipéptido 5 (B4GalT5), UDP-Gal:BetaGIcNAc beta
1,4-galactosiltransferasa, polipéptido 6 (B4GalT6), o UDP-Gal:BetaGIcNAc beta 1,4-galactosiltransferasa, polipéptido
7 (B4GalT7). En ciertos casos, la linea celular puede ser deficiente en al menos una N-acetilglucoilaminiliransferasa
y/o galactosiltransferasa. En algunas iteraciones, al menos una secuencia cromosomica que codifica al menos una N-
acetilglucoilaminiltransferasa y/o galactosiltransferasa puede ser inactivada. En otros casos, todas las copias de las
secuencias cromosomicas que codifican la al menos una N-acetilglucoilaminiltransferasa y/o galactosiltransferasa
puede ser inactivada, de modo tal que la linea celular esté desprovista de al menos una N-acetilglucoilaminiltransferasa
y/o galactosiltransferasa.

(ii) Interferencia con proteinas virales

En otras realizaciones, las lineas celulares de mamiferos pueden ser manipuladas para expresar moléculas que
inhiban o bloqueen la replicacion y/o infectividad viral. Por ejemplo, las lineas celulares pueden manipularse para
expresar de manera estable al menos un agente de interferencia de ARN (iIARN) contra las proteinas virales
especificas que estan involucradas en la replicacion y/o infectividad. Ejemplos no limitativos de proteinas virales
adecuadas incluyen proteinas no estructurales tales como NS1 o NS2 y proteinas de la capside tal como VP1 o VP2.
Los agentes de iARN son unidos a las transcritos diana y previenen la expresion de las proteinas por mediacion de la
escision de la escision por transcripcion o la traduccion por interrupcion de la transcripcion.

En algunas realizaciones, el agente de iARN puede ser un ARN de interferencia breve (ARNsi). En general, el ARNsi
comprende una molécula de ARN de doble hebra que oscila de aproximadamente 15 a aproximadamente 29
nucledtidos de longitud, o mas generalmente de aproximadamente 19 a aproximadamente 23 nucledtidos de longitud.
En realizaciones especificas, el ARNsi puede ser de aproximadamente 21 nucledtidos de longitud. El ARNsi puede
comprender opcionalmente, ademas, una o dos salientes de hebra simple, por €j., una saliente 3' en uno o ambos
extremos. El ARNsi puede ser formado a partir de dos moléculas de ARN hibridadas en conjunto o, alternativamente,
puede ser generado a partir de un ARN de horquilla corta (ARNsh) (véase a continuacion). En algunas realizaciones,
las dos hebras de ARNsi pueden ser completamente complementarias, de modo tal que no existan faltas de
coincidencia o protuberancias en el duplex formado entre las dos secuencias. En otras realizaciones, las dos hebras
de ARNSsi pueden ser sustancialmente complementarias, de modo tal que existan una o mas faltas de coincidencia y/o
protuberancias en el duplex formado entre las dos secuencias. En ciertas realizaciones, uno o ambos de los extremos
5' del ARNsi pueden tener un grupo fosfato, mientras que en ofras realizaciones uno o ambos de los extremos 5'
pueden carecer de un grupo fosfato.

Una hebra del ARNsi, a la que se hace referencia como "hebra antisentido" o "hebra guia", incluye una porcién
hibridada con la transcrito diana. En algunas realizaciones, la hebra antisentido del ARNsi puede ser completamente
complementar a una region del transcrito diana, es decir, se hibrida a la transcrito diana, sin una falta de coincidencia
individual o protuberancia a través de la longitud del ARNSsi. En ofras realizaciones, la hebra antisentido puede ser
sustancialmente complementaria a la region especifica, es decir, una o mas faltas de equivalencia y/o protuberancias
pueden existir en el duplex formado por la hebra antisentido y la transcrito diana. Normalmente, los ARNSsi estan
dirigidos a secuencias exonicas del transcrito diana. Las personas con experiencia en la técnica estan familiarizadas
con programas, algoritmos y/o servicios comerciales que disefian ARNSsi para transcritos diana.

En ofras realizaciones, el agente de iARN puede ser un ARN de horquilla breve (ARNsh). En general, un ARNsh y una
molécula de ARN que comprende al menos dos porciones complementarias hibridadas o son capaces de hibridacion
para formar una estructura de hebra doble lo suficientemente larga para mediar la interferencia de ARN (como se
describe con anterioridad), y al menos una porcién de hebra simple que forma un bucle que conecta las regiones de
ARNsh que forma el duplex. La estructura también puede ser llamada estructura de vastago-bucle, siendo el vastago
la porcion del duplex. En algunas realizaciones, la porcion de duplex de la estructura puede ser completamente
complementaria, de modo tal que no existan faltas de coincidencia o protuberancias en la region del duplex del ARNsh.
En otras realizaciones, la porciéon del duplex de la estructura puede ser sustancialmente complementaria, de modo tal
que existan una o mas faltas de coincidencia y/o protuberancias en la porcion del diplex del ARNsh. El bucle de la
estructura puede ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 nucledtidos de longitud, especificamente de
aproximadamente 6 a aproximadamente 9 nucleétidos de longitud. El bucle puede estar ubicado indistintamente en el
extremo 5' o 3' de la regidén que es complementaria a la transcrito diana (es decir, la porcion antisentido del ARNsh).

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2797050 T3

El ARNsh puede ademas comprender una saliente en el extremo 5' o 3'. La saliente opcional puede ser de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 nucleétidos de longitud, o mas especificamente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 15 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, la saliente puede comprender uno o mas
residuos U, por ej., entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 residuos U. En algunas realizaciones, el extremo
5' del ARNsh puede tener un grupo fosfato. En general, los ARNsh son procesados en ARNsi por la maquinaria de
ARNi celular conservada. De este modo, los ARNsh son precursores de los ARNsi que son similarmente capaces de
inhibir la expresion de una transcripcion blanco que es complementaria de la porcion de ARNsh (es decir, la porcion
antisentido del ARNsh). Las personas expertas en la técnica estan familiarizadas con los recursos disponibles para el
disefio y la sintesis de ARNsh. Un ejemplo es ARNsh MISSION® (Sigma-Aldrich).

El ARNsi o ARNsh puede ser expresado in vivo desde un constructo de expresion de ARNiI. Los constructos adecuados
incluyen vectores plasmidos, fagémidos, cosmidos, mini-cromosomas/cromosomas artificiales, transposones y
vectores virales (por ej., vectores lentivirales, vectores virales adenoasociados, etc.). En una realizacion, la
construccion de expresion de ARNi puede ser un vector de plasmido (por ej., pUC, pBR322, pET, pBluescript, y las
variantes de éstos). La construccion de expresion de ARNi puede comprender dos secuencias de control del promotor,
en las que cada una es una secuencia de codificacion adecuada operativamente ligada de modo tal que pueden
transcribirse hebras de ARNsi complementarias. Las dos secuencias de control del promotor pueden estar en la misma
orientaciéon o en orientaciones opuestas. En otra realizacion, el vector de expresién de ARNi puede contener una
secuencia de control del promotor que conduce la transcripcién de una molécula de ARN simple que comprende dos
regiones complementarias, de modo tal que la transcripcion forma un ARNsh. En general, la(s) secuencias de control
del promotor seran promotores de polimerasa Ill (Pol 1ll) de ARN tales como los promotores U6 o H1. En ofras
realizaciones, pueden ser usadas las secuencias de control del promotor de polimerasa Il (Pol IlI) del ARN (algunos
ejemplos se presentan a continuacion). Las construccion de expresion de ARNi pueden contener elementos de
secuencia adicionales, tales como las secuencias de terminacion de transcripcidon, secuencias de marcador
seleccionable, etc., La construcciéon de expresion del ARNi puede ser introducida en la linea celular de interés usando
procedimientos estandar. La construccion de expresion de ARNi puede estar cromosdmicamente integrada en la linea
celular para la expresion estable. Alternativamente, la construccion de expresion de ARNi puede ser extracromosoémica
(por ej., episomal) en la linea celular para la expresion estable.

Incluso en otras realizaciones, las lineas celulares pueden ser manipuladas para expresar de manera estable formas
negativas dominantes de proteinas virales involucradas en la replicacion y/o infectividad. Una forma negativa
dominante de una proteina es alterada o mutada tal que compite con, o inhibe, la proteina de tipo salvaje. Los ejemplos
no limitativos de proteinas adecuadas incluyen proteinas virales no estructurales tal como NS1 o NS2 y proteinas
virales de la capside tales como VP1 o VP2. En realizaciones especificas, la linea celular puede ser manipulada para
expresar una forma negativa dominante de una o mas proteinas NS1.

Una proteina negativa dominante puede tener una eliminacion, una insercion, y/o una sustitucion relativa a la proteina
de tipo salvaje (Lagna et al., 1998, Curr. Topics Dev. Biol, 36:75-98). La eliminacion, insercion y/o sustitucion puede
estar en la ubicacion de extremo terminal N-, extremo terminal C o interna de la proteina. Los medios para generar
proteinas mutantes (a través de mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis basada en PCR, mutagénesis aleatoria,
etc.) son conocidos en la técnica, como lo son los medios para identificar aquellas que tienen efectos negativos
dominantes. Las lineas celulares pueden ser transfectadas con constructos de expresion (véase mas arriba) que
comprenden la secuencia que codifica las proteinas negativas dominantes, en las que la secuencia de codificacion
esta operativamente ligada a una secuencia de control del promotor Pol Il para expresion. La secuencia de control del
promotor puede ser constitutiva, regulada o especifica del tejido.

Las secuencias de control constitutivas del promotor adecuadas incluyen, pero sin limitacién, promotor temprano
inmediato de citomegalovirus (CMV), promotor del virus de simio (SV40), promotor tardio principal de adenovirus,
promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), promotor del virus de tumor mamario de raton (MMTV), promotor de
quinasa de fosfoglicerato (PGK), promotor de estiramiento del factor (ED1)-alfa, promotores de ubiquitina, promotores
de actina, promotores de tubulina, promotores de inmunoglobulina, fragmentos de los anteriores, o combinaciones de
cualquiera de los anteriores. Los ejemplos de secuencias de control del promotor regulado adecuado incluyen sin
limite aquellos regulados por shock térmico, metales, esteroides, antibiéticos o alcohol. Ejemplos no limitativos de
promotores especificos del tejido incluyen promotor B29, promotor CD14, promotor CD43, promotor CD45, promotor
CD68, promotor de desmina, promotor de elastasa-1, promotor de endoglina, promotor de fibronectina, promotor Flt-
1, promotor GFAP, promotor GPllb, promotor ICAM-2, promotor INF-p, promotor Mb, promotor Nphsl, promotor OG-
2, promotor SP-B, promotor SYN1, y promotor WASP. La secuencia promotora puede ser tipo salvaje o puede ser
modificada para una expresién mas eficiente o eficaz.

La construccion de expresion puede comprender secuencias adicionales de control de expresion (por ej., secuencias
potenciadoras, secuencias de Kozak, secuencias de poliadenilacion, secuencias de terminacion de transcripcion, etc.),
secuencias de marcador seleccionable (por €j., genes de resistencia a los antibioticos), origenes de replicacion, y
similares. Informacién adicional puede ser hallada en "Current Protocols in Molecular Biology" Ausubel et al., John
Wiley & Sons, New York, 2003 o "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" Sambrook & Russell, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, NY, 3rd edition, 2001.

(iii) Sobreexpresién de proteinas celulares involucradas en respuestas antivirales
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En realizaciones alternativas, las lineas celulares de mamiferos pueden ser manipuladas para sobreexpresar proteinas
celulares involucradas en las respuestas antivirales de la célula huésped. Los ejemplos no limitativos de proteinas
involucradas en repuestas antivirales incluyen quinasa R de la proteina con ARN activado de hebra doble (PKR,
también denominada quinasa 2 del factor eucariotico iniciador de la traduccion 2-alfa o Eif2ak2), quinasa 2 de la
proteina que interactuda con el receptor (RIPK2), interferones (por €j., Tipo | y Tipo Il), interleucinas (por €j., IL-1 e IL-
6), factor alfa de necrosis tumoral, factor 1 regulador del interferén, STATSs, p53, factor 3 de activacion de transcripcion,
NF-kB, factor 2 de iniciacion eucaridtica (elF2), inhibidores de proteinas de apoptosis (IAPs), y proteina antiviral de
dedos de cinc (ZAP). En realizaciones especificas, las lineas celulares pueden ser manipuladas para PKR.

La sobreexpresion puede ser lograda mediante la introduccion de una o mas copias exégenas de una secuencia de
acido nucleico que codifica la proteina de interés. La secuencia que codifica la proteina celular de interés generalmente
esta ligada operativamente a una secuencia de control del promotor Pol Il (véase con anterioridad). Multiples copias
de la secuencia de codificacion pueden estar relacionadas en tdndem y colocadas bajo control de una sola secuencia
de control del promotor. Las secuencias que codifican la proteina de interés pueden ser introducidas en las lineas
celulares como parte de un constructo de expresion (véase con anterioridad). De esta manera, la construccion de
expresion puede ser insertada en una ubicacidon cromosémica o, alternativamente, la construccion de expresion puede
ser extracromosomica (por e€j., episomal) para la expresion estable.

La sobreexpresion también puede ser lograda por modificacion de la secuencia de control del promotor de la secuencia
cromosomica enddgena que codifica la proteina de interés. Por ejemplo, la secuencia de control del promotor
enddgeno puede ser modificada por insercion de al menos una secuencia de control del promotor "fuerte" exégeno
(es decir, que tiene alta afinidad por la polimerasa de ARN y/o factores asociados) (cuyos ejemplos son presentados
anteriormente). Alternativamente, la secuencia de control del promotor endégeno puede ser modificada para imitar las
secuencias de control del promotor "fuerte". Las secuencias cromosémicas enddégenas pueden ser modificadas
usando técnicas de modificacion especifica de genoma mediadas por endonucleasa, detalladas a continuacion en la
seccion (l11).

(b) Tipo de células

Las lineas celulares resistentes a los virus desveladas en la presente memoria son lineas celulares de mamiferos. En
algunas realizaciones, las lineas celulares que tienen resistencia a la infeccion viral pueden ser derivadas de células
de ovario de hamster chino (CHO); células de mieloma NSO de raton; células de rifion de hamster bebé (BHK); células
de fibroblasto 3T3 de embrion de ratén (NIH3T3); células de linfoma A20 de ratén B; células de melanoma B16 de
raton; células de mioblasto C2C12 de ratdn; células de mieloma SP2/0 de ratén; células mesenquimales C3H- 10T1/2
de embrién de ratén; células de carcinoma CT26 de ratdn, células DuCuP de préstata de raton; células EMT6 de
mama de ratéon; células Hepalc1c7 de hepatoma de ratéon; células J5582 de mieloma de ratén; células MTD-1A
epiteliales de ratén; células MyEnd de miocardio de raton; células RenCa renales de ratén; células RIN-5F
pancreaticas de ratén; células X64 de melanoma de ratén; células YAC-1 de linfoma de ratéon; células 9L de
glioblastoma de rata; células RBL de B linfoma de rata; células B35 de neuroblastoma de rata; células de hepatoma
de rata (HTC); células BRL 3A de higado de rata bufalo; células renales de canino (MDCK); células mamarias de
canino (CMT); células D17 de osteosarcoma de rata; células DH82 de monocito/macrofago de rata; células de
fibroblasto transformadas SV-40 (COS7) de rifidon de mono; células CVI-76 de rifion de mono; células de rifidén de
mono verde africano (VERO-76); células de rifidn de embrién humano (HEK293, HEK293T); células de carcinoma
cervical humano (HELA); células de pulmén humano (W138); células de higado humano (Hep G2); células de
osteosarcoma U2-OS humano, células A549 humanas, células A-431 humanas, o células K562 humanas. Una lista
extensiva de lineas celulares de mamiferos pueden ser halladas en el catalogo de la American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA). En otras realizaciones, las lineas celulares con resistencia viral son lineas celulares de
mamiferos no humanos. En realizaciones adicionales, las lineas celulares con resistencia viral son lineas celulares de
mamiferos, no ratén, no humanos. En ciertas realizaciones, las lineas celulares con resistencia viral son lineas
celulares de CHO. Numerosas lineas celulares de CHO estan disponibles de ATCC. Las lineas celulares de CHO
incluyen, pero sin limitacion, células CHO-K1 y sus derivados.

En diversas realizaciones, las lineas celulares pueden ser deficientes en glutamina sintasa (GS), dihidrofolato
reductasa (DHFR), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT), o una de sus combinaciones. Por ejemplo, las
secuencias cromosomicas que codifican GS, DHFR, y/o HPRT pueden ser inactivadas. En realizaciones especificas,
todas las secuencias cromosomicas que codifican GS son inactivadas en las lineas celulares.

(c) Virus

Las lineas celulares manipuladas que tienen resistencia viral pueden ser resistentes a una variedad de virus de
mamiferos. El virus puede ser un virus de ADN o un virus de ARN, y el virus puede ser con envoltura o sin envoltura
("desnudo"). Ejemplos no limitativos de virus que pueden unirse e ingresar a las células de mamiferos a través de los
receptores de acido sialico incluyen parvovirus, reovirus, rotavirus, virus de la gripe, virus adenoasociados, calcivirus,
virus de parainfluenza, virus de rubeola, coronavirus, norovirus, virus de encefalomiocarditis y poliomavirus. En
algunas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos manipuladas son resistentes a la infeccion por al menos un
parvovirus. Ejemplos no limitativos de parvovirus adecuados incluyen el virus diminuto del ratén (MVM) (que también
se conoce como virus diminuto del raton (MMV) o protoparvovirus 1 del roedor), tipo-1 de parvovirus del raton (MPV-
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1), tipo-2 de parvovirus del raton (MPV-2), tipo-3 de parvovirus del raton (MPV-3), parvovirus 1 porcino, parvovirus 1
bovino, y parvovirus humano (por €j., parvovirus B19 humano, parvovirus 4 humano, parvovirus 5 humano, etc.). En
realizaciones particulares y de acuerdo con la presente invencion, el parvovirus puede ser MVM. En oftras
realizaciones, el virus puede ser un reovirus, tal como reovirus-3 de mamifero, orteovirus de mamifero, ortoreovirus
aviar, y similares).

En algunas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos manipuladas que tienen resistencia a la infeccion viral
también pueden tener resistencia a la infeccion por organismos del orden de Mollicutes. En particular, las lineas
celulares divulgadas en esta memoria pueden ser resistentes a la infeccién por el género mycoplasma o spiroplasma.

(d) Acido nucleico opcional que codifica la proteina recombinante

En algunas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos que tienen resistencia a la infeccion viral pueden
comprender, ademas, al menos un acido nucleico que codifica una proteina recombinante. En general, la proteina
recombinante es heterdloga, lo que significa que la proteina no es nativa para la célula. La proteina recombinante
puede ser, sin limite, una proteina terapéutica seleccionada de un anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo quimeérico,
una molécula de IgG, una cadena pesada de IgG, una cadena liviana de IgG, una molécula de IgA, una molécula de
IgD, una molécula de IgE, una molécula de IgM, una vacuna, un factor de crecimiento, una citoquina, un interferén,
una interleucina, una hormona, un factor de coagulacién, un componente de la sangre, una enzima, una proteina
terapéutica, una proteina nutracéutica, un fragmento funcional o variante funcional de cualquiera de los anteriores, o
una proteina de fusion que comprende cualquiera de las proteinas que anteceden y/o sus fragmentos o variantes
funcionales.

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina recombinante puede ser relacionado con la
secuencia que codifica la hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT), dihidrofolato reductasa (DHFR), y/o
glutamina sintasa (GS), de modo tal que HPRT, DHFR, y/o GS pueden ser usados como marcador seleccionable
susceptible de amplificarse. El acido nucleico que codifica la proteina recombinante también puede ser relacionado
con la secuencia que codifica al menos un gen de resistencia a los antibiéticos y/o la secuencia que codifica las
proteinas marcadoras tales como las proteinas fluorescentes. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica
la proteina recombinante puede ser parte de un constructo de expresiéon. Como es detallado en otra parte, los
constructos o los vectores de expresion pueden comprender secuencias adicionales de control de expresion (por €j.,
secuencias potenciadoras, secuencias de Kozak, secuencias de poliadenilacién, secuencias de terminaciéon de
transcripcion, etc.), secuencias de marcador seleccionable, origenes de replicacion, y similares. Informacién adicional
puede ser hallada en Ausubel et al. 2003, supra, y Sambrook & Russell, 2001, supra.

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina recombinante puede estar ubicado
extracromosdmicamente.

Es decir, el acido nucleico que codifica la proteina recombinante puede ser expresado transitoriamente a partir de un
plasmido, un césmido, un cromosoma artificial, un minicromosoma u otra construccién extracromosémica. En otras
realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina recombinante puede ser integrado cromosémicamente en el
genoma de la célula. La integracion puede ser aleatoria o especifica. De esta manera, la proteina recombinante puede
ser expresada de manera estable. En algunas iteraciones de esta realizacién, la secuencia de acido nucleico que
codifica la proteina recombinante puede estar ligada operativamente a una secuencia de control de expresion
heteréloga adecuada (es decir, un promotor). En otras iteraciones, la secuencia de acido nucleico que codifica la
proteina recombinante puede ser colocada bajo control de una secuencia de control de expresion endogena. La
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina recombinante puede ser integrada en el genoma de la linea
celular usando recombinacién homdloga, edicion del genoma mediada por endonucleasa especifica, vectores virales,
transposones, plasmidos, y otros medios conocidos. Directrices adicionales pueden ser halladas en Ausubel et al.
2003, supra'y Sambrook & Russell, 2001, supra.

(e) Composiciones

En ciertas realizaciones, las lineas celulares de mamiferos, como son definidas en las reivindicaciones, y manipuladas
para exhibir resistencia viral, pueden ser parte de una composicién, que también comprende al menos un virus. La
composicion, por lo tanto, comprende la linea celular especifica (que comprende opcionalmente un acido nucleico que
codifica una proteina recombinante) desvelada en la presente memoria y un virus, en la que la entrada y/o la
propagacion de al menos un virus es reducida o eliminada en la linea celular manipulada de mamifero. De este modo,
las células en la composicion son capaces de propagarse, pero el virus en la composicién es incapaz de propagarse
porque su entrada y/o replicacion dentro de las células es reducida o eliminada. La composicion puede comprender,
ademas, al menos un medio de crecimiento celular para soportar el crecimiento de la linea celular manipulada de
mamifero. En algunas instancias, el medio de crecimiento celular es un medio libre de componentes animales.

(f) Realizaciones de ejemplo

En realizaciones especificas y de acuerdo con la invencion, las lineas celulares de mamiferos que tienen resistencia
viral son lineas celulares de CHO. Las lineas celulares de CHO con resistencia viral pueden ser resistentes a la
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infeccion por virus diminuto del ratén (MVM) (que también es denominado virus del raton diminuto (MMV) o
protoparvovirus 1 del roedor) y/o reovirus 3 del mamifero. Especificamente, las lineas celulares de CHO modificadas
genéticamente tienen mayor resistencia a la infeccion por MVM o reovirus-3 en comparacion con las lineas celulares
de CHO progenitoras no modificadas. En algunas realizaciones, la linea celular progenitora no modificada es una linea
celular de CHO (GS -/-).

Las lineas celulares de CHO con resistencia viral comprenden al menos una secuencia cromosémica inactivada que
codifica St3Gasl4. En algunas realizaciones, todas las copias de secuencias cromosomicas que codifican St3Gal4 son
inactivadas o bloqueadas en las lineas celulares de CHO. En otras realizaciones, las células CHO que comprenden
secuencias cromosomicas inactivadas que codifican St3Gal4 comprenden adicionalmente secuencias cromosémicas
inactivadas que codifican Mgat1. En realizaciones adicionales, las células CHO que comprenden secuencias
cromosémicas inactivadas que codifican St3Gal4 estan manipuladas ademas para sobreexpresar St6Gal 1, St6Gal 2,
St6GalNac1, St6GalNac2, St6GalNac3, ST6GalNac4, St6GalNac5, y/o St6GalNace.

(ll) Procedimientos para reduccion o prevencién de la contaminacién viral

Otro aspecto de la presente divulgacion abarca procedimientos para reduccion o prevencion de la contaminacion viral
de un producto de proteina recombinante, o reduccion del riesgo de contaminacion viral de un sistema de produccion
bioldgica. En general, los procedimientos comprenden proporcionar lineas celulares de mamiferos manipuladas en las
que la entrada y/o la propagacion de al menos un virus es reducida o eliminada, y usar dichas lineas celulares para la
produccion de la proteina recombinante. Las lineas celulares de mamiferos manipuladas son detalladas anteriormente
en las secciones () y en las reivindicaciones. Las lineas celulares de mamiferos manipuladas exhiben mayor
resistencia a la infeccion viral en comparacion con las lineas progenitoras modificadas. Las lineas celulares de
mamiferos manipuladas se exhiben resistentes a los virus descritos en la seccion (l)(c). Las proteinas recombinantes
adecuadas son descritas en la seccion (1)(d). Los medios para producir o fabricar proteinas recombinantes son
conocidos en el campo (véase por ej., "Biopharmaceutical Production Technology", Subramanian (ed), 2012, Wiley-
VCH; ISBN: 978-3-527-33029-4). En las realizaciones especificas, las lineas celulares de mamiferos manipuladas son
genéticamente modificadas para compren der al menos una secuencia cromosomica modificada de modo tal que la
linea celular sea resistente a la infeccion viral.

En general, el uso de lineas celulares de mamiferos manipuladas desveladas en la presente memoria reduce la
capacidad de que los virus se repliquen en un fermentador u otro recipiente de bioproduccién de modo tal que el nivel
de virus replicable esté a un nivel infimo o, idealmente, a un nivel que no sea detectable por las mejores practicas
estandar de la industria. Los procedimientos adecuados incluyen procedimientos de deteccion de acido nucleico (por
ej., Southern blot para detectar la presencia de acidos nucleicos virales especificos, PCR o RT-PCR para detectar
acidos nucleicos virales, procedimientos de secuencia y similares), técnicas a base de anticuerpos (por €j.,
inmunotransferencia Western usando anticuerpos de proteinas antivirales, procedimientos ELISA, y demas), y
técnicas microscopicas (por e€j., ensayos de efecto citopatico, microscopio electronico para detectar particulas virales,
etc.).

(lll) Procedimientos para preparar lineas celulares con resistencia viral

Incluso otro aspecto de la presente divulgacion proporciona procedimientos de preparacion de células con resistencia
viral que tienen receptores de superficie celular alterados, como es detallado con anterioridad en la seccion (1)(a)(i).
Las secuencias cromosomicas que codifican enzimas o proteinas involucradas en la sintesis de cadenas de glicano
pueden ser reducidas o eliminadas usando una variedad de técnicas para generar las lineas celulares con resistencia
viral. En algunas realizaciones, las lineas celulares con resistencia viral pueden ser preparadas por un proceso de
modificacion del genoma mediado por endonucleasa especifica. En otras realizaciones, las lineas celulares con
resistencia viral pueden ser preparadas por mecanismos mediados por interferencia de ARN. Incluso en otras
realizaciones, las lineas celulares con resistencia viral pueden ser preparadas por sistemas de recombinacion
especifica del sitio, mutagénesis aleatoria u otros procedimientos conocidos en la técnica.

(a) Ediciéon del genoma mediada por endonucleasa diana

Las endonucleasas diana pueden ser usadas para modificar (es decir, inactivar o alterar) las secuencias cromosémicas
especificas de interés. Una secuencia cromosémica especifica puede ser inactivada por introduccién en una célula de
una endonucleasa especifica o un nucleico que codifica la endonucleasa especifica, que se dirige a una secuencia
cromosomica especifica. En una realizacién, la endonucleasa especifica reconoce y se une a la secuencia
cromosoémica especifica e introduce una ruptura de hebra doble que es reparada por un proceso de reparacion de
union final no homologa (NHEJ). Dado que la NHEJ es propensa a error, puede ocurrir una eliminacion, insercion y/o
sustitucién de al menos un nucledtido, interrumpiendo por consiguiente el marco de lectura de la secuencia
cromosoémica de modo tal que no se produzca producto de proteina. En otra realizacion, las endonucleasas diana
también pueden ser usadas para alterar una secuencia cromosoémica a través de una reacciéon de recombinacion
homologa por la introduccion conjunta de un polinucleétido que tiene identidad sustancial de secuencia con una
porcion de la secuencia cromosémica especifica. La ruptura de hebra doble introducida por la endonucleasa es
reparada por un proceso de reparacion dirigida por homologia de modo tal que la secuencia cromosomica es
intercambiada con el polinucledtido de un modo que genera que la secuencia cromosémica sea cambiada o alterada.
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Una variedad de endonucleasas diana puede ser usada para modificar las secuencias cromosémicas de interés. La
endonucleasa especifica puede ser una proteina natural o una proteina manipulada. Las endonucleasas diana
adecuadas incluyen, sin limite, nucleasas de dedos de cinc (ZFN), endoncleasas CRISPR/Cas, nucleasas efectoras
similares al activador de transcripciéon (TALE), meganucleasas, endonucleasas diana del sitio, y agentes inductores
de ruptura de doble hebra de ADN diana artificial.

(i) Nucleasas de dedos de cinc

En realizaciones especificas, la endonucleasa especifica puede ser una nucleasa de dedos de cinc (ZFN). Las ZFN
son unidas a una secuencia diana especifica buscada e introducen una ruptura de hebra doble en la secuencia
especifica. Normalmente, una ZFN comprende un dominio de unién al ADN (es decir, dedos de cinc) y un dominio de
escision (es decir, nucleasa), cada uno de los cuales es descrito a continuacion.

Dominio de unién al ADN. Un dominio de unién al ADN o los dedos de cinc pueden ser manipulados para reconocer
y ser unidos a cualquier secuencia de acido nucleico de eleccion. Véase, por ejemplo, Beerli et al. (2002) Nat.
Biotechnol. 20:135-141; Pabo et al. (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-340; Isalan et al. (2001) Nat. Biotechnol.
19:656-660; Segal et al. (2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12:632-637; Choo et al. (2000) Curr. Opin. Struct. Biol. 10:411-
416; Zhang et al. (2000) J. Biol. Chem. 275(43):33850-33860; Doyon et al. (2008) Nat. Biotechnol. 26:702-708; y
Santiago et al. (2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105:5809-5814. Un dominio de union de los dedos de cinc manipulado
puede tener una especificidad de unién novedosa en comparaciéon con una proteina de dedos de cinc natural. Los
procedimientos de manipulacion incluyen, pero sin limitacion, el disefio racional y diversos tipos de seleccion. El disefio
racional incluye, por ejemplo, el uso de bases de datos que comprenden secuencias de nucledtidos en duplete, triplete
y/o cuadruplete y secuencias de aminoacidos de dedos de cinc individuales, en las que cada secuencia de nucleétidos
en duplete, triplete o cuadruplete es asociada con una o mas secuencias de aminoacidos de los dedos de zinc que
son unidos a la secuencia en triplete o cuadruplete particular. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
Num. 6.453.242 y 6.534.261 como ejemplo, el algoritmo descrito en la Patente de los Estados Unidos 6.453.242 puede
ser usado para disefiar un dominio de unién a los dedos de zinc para buscar una secuencia preseleccionada. Los
procedimientos alternativos, tales como el disefio racional usando una tabla del cédigo de reconocimiento no
degenerado también pueden ser usados para disefiar un dominio de unién a los dedos de zinc para buscar una
secuencia especifica (Sera et al. (2002) Biochemistry 41:7074-7081). Las herramientas de base web disponibles al
publico para identificar los sitios blanco potenciales en las secuencias de ADN asi como disefiar los dominios de union
a los dedos de zinc son conocidas en la técnica. Por ejemplo, las herramientas para identificar sitios blancos
potenciales en las secuencias de ADN pueden ser encontrados en http://www.zincfingertools.org. Las herramientas
para disefiar dominios de unién de los dedos de zinc pueden ser halladas en http://zifit.part- ners.org/ZiFiT. (Véase
también, Mandell et al. (2006) Nuc. Acid Res. 34:W516-W523; Sander et al. (2007) Nuc. Acid Res. 35:W599-W605.)

Un dominio de union de los dedos de cinc puede ser disefiado para reconocer y unirse a una secuencia de ADN que
oscila de aproximadamente 3 nucledtidos a aproximadamente 21 nucleétidos de longitud. En una realizacion, el
dominio de union de los dedos de cinc puede ser disefiado para reconocer y unirse a una secuencia de ADN que
oscila de aproximadamente 9 a aproximadamente 18 nucledtidos de longitud. En general, los dominios de unién de
los dedos de cinc de las nucleasas con dedos de cinc usadas en esta memoria comprenden al menos tres regiones
de reconocimiento con dedos de cinc o dedos de cinc, en las que cada dedo de zinc es unido a 3 nucleétidos. En una
realizacion, el dominio de unién de los dedos de cinc comprende cuatro regiones de reconocimiento con dedos de
cinc. En otra realizacion, el dominio de unién de los dedos de cinc comprende cinco regiones de reconocimiento con
dedos de cinc. Incluso en otra realizacién, el dominio de unién de los dedos de cinc comprende seis regiones de
reconocimiento con dedos de cinc. Un dominio de unién de los dedos de cinc puede ser disefiado para unirse a
cualquier secuencia de ADN diana adecuada. Véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Num.
6.607.882; 6.534.261 y 6.453.242.

Los procedimientos de ejemplo de seleccion de una region de reconocimiento con dedos de cinc incluyen sistemas
de visualizacion de fago y de dos hibridos, que son descritos en la Patentede los Estados Unidos Num. 5.789.538;
5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200,759; y 6.242.568; asi como el documento WO
98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y GB 2,338,237. Ademas, la mejora de la especificidad de
unioén por los dominios de unién de los dedos de cinc ha sido descrita, por ejemplo, en el documento WO 02/077227.

Los dominios de unién de los dedos de cinc y procedimientos para disefio y construccion de las proteinas de fusion (y
los polinucledtidos que codifican las mismas) son conocidos para los expertos en la técnica y son descritos en detalle,
por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Num. 7.888.121, las regiones de reconocimiento de los dedos de
cinc y/o las proteinas dedos de cinc con multiples dedos pueden ser ligadas entre si usando secuencias ligadoras
adecuadas, incluyendo, por ejemplo, ligadores de cinco o mas aminoacidos de longitud. Véase la Patente de los
Estados Unidos Num. 6.479.626; 6.903.185 y 7.153.949, para conocer ejemplos no limitativos o secuencias ligadoras
de seis 0 mas aminoacidos de longitud. El dominio de unién de los dedos de cinc descritos en esta memoria puede
incluir una combinacioén de ligaduras adecuadas entre los dedos de cinc individuales de la proteina.

En algunas realizaciones, la nucleasa con dedos de cinc comprende de manera adicional una sefial o secuencia de
localizacién nuclear (NLS). Una NLS es una secuencia de aminoacidos que facilita la especificacion de la proteina de
nucleasa con dedos de cinc en el nucleo para introducir una ruptura de hebra doble en la secuencia especifica en el
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cromosoma. Las sefiales de localizacién nuclear son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Makkerh et al.
(1996) Current Biology 6:1025-1027.

Dominio de escision. La nucleasa con dedos de cinc también incluye un dominio de escision. La porcién del dominio
de escisién de la nucleasa con dedos de cinc puede ser obtenida de cualquier endonucleasa o exonucleasa. Los
ejemplos no limitativos de endonucleasas de los cuales puede ser derivado un dominio de escision incluyen pero sin
limitacion, endonucleasas de restriccion y endonucleasas de direccion. Véase, por ejemplo, New England Biolabs
Catalog o Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388. Las enzimas adicionales que escinden el ADN son
conocidas (por e€j., Nucleasa S1; nucleas de porotos mung; DNase | pancreatica; nucleasa de micrococo;
endonucleasa HO de levadura). Véase también Linn et al. (eds.) Nucleases, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1993. Una o mas de estas enzimas (o sus fragmentos funcionales) pueden ser usadas como fuente de dominios de
escision.

Un dominio de escisién también puede ser derivado de una enzima o porciéon de la misma, como es descrito
anteriormente, que requiere dimerizacion para la actividad de escisién. Dos nucleasas con dedos de cinc pueden ser
requeridas para la escision, ya que cada nucleasa comprende un mondémero de dimero enzimatico activo.
Alternativamente, una nucleasa con dedos de cinc puede comprender ambos mondmeros para crear un dimero
enzimatico activo. Como se usa en la presente memoria, un "dimero enzimatico activo" es un dimero enzimatico capaz
de escindir una molécula de acido nucleico. Los dos mondmeros de escision pueden derivarse de la misma
endonucleasa (o fragmentos funcionales de esta), o cada mondmero puede derivar de una endonucleasa diferente (o
fragmentos funcionales de esta).

Cuando dos monémeros de escision son usados para formar un dimero enzimatico activo, los sitios de reconocimiento
para las dos nucleasas con dedos de cinc son preferentemente descartados de modo tal que la unién de las nucleasas
con dedos de cinc a sus respectivos sitios de reconocimiento coloca los monémeros de escisidn en una orientacion
espacial entre si que permite que los mondmeros de escision formen un dimero enzimatico activo, por ej., por
dimerizacién. Como resultado, los bordes cercanos de los sitios de reconocimiento pueden ser separados por
aproximadamente 5 a aproximadamente 18 nucleétidos. Por ejemplo, los bordes cercanos pueden ser separados por
aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 nucledtidos. Sin embargo, se entendera que cualquier
numero integral de nucleétidos o pares de nucleétido pueden intervenir entre dos sitios de reconocimiento (por €j., de
aproximadamente 2 a aproximadamente 50 pares de nucledtidos o mas). Los bordes cercanos de los sitios de
reconocimiento de las nucleasas con dedos de cinc, tales como por ejemplo aquellas desveladas en la presente
memoria en detalle, pueden ser separadas por 6 nucleétidos. En general, el sitio de escision yace entre los sitios de
reconocimiento.

Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion) estan presentes en muchas especies y son capaces de
union especifica de la secuencia al ADN (en el sitio de reconocimiento), y escindir el ADN en el sitio de unién o cerca
del mismo. Ciertas enzimas de restriccion (por ej., Tipo IIS) escinden el ADN en los sitios retirados del sitio de
reconocimiento y tienen unién separable y dominios de escision. Por ejemplo, la enzima Fokl tipo IIS cataliza la
escision de hebra doble del ADN, en 9 nucledtidos de su sitio de reconocimiento en una hebra y 13 nucleétidos de su
sitio de reconocimiento en la otra. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 5.356.802; 5.436.150
y 5.487.994; asi como Li et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4275-4279; Li et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:2764-2768; Kim et al. (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:883-887; Kim et al. (1994b) J. Biol. Chem.
269:31978-31982. De esta manera, una nucleasa con dedos de cinc puede comprender el dominio de escisién de al
menos una enzima de restriccion tipo IS y uno o mas dominios de unién de los dedos de cinc, que pueden o no ser
manipulados. Las enzimas de restriccion Tipo IIS ejemplificativas son descritas por ejemplo en la Publicacion
Internacional WO 07/014,275. Las enzimas de restriccion adicionales también contienen dominios de union y escision
separables, y estos también estan contemplados por la presente descripcion. Véase, por ejemplo, Roberts ef al. (2003)
Nucleic Acids Res. 31:418-420.

Una enzima de restriccion Tipo |IS ejemplificativa, cuyo dominio de escision es separable del dominio de unién, es
Fokl. Esta enzima particular es activa como dimero (Bitinaite et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 10, 570-10,
575). De esta manera, para los fines de la presente divulgacion, la porcion de la enzima Fokl usada en una nucleasa
con dedos de cinc es considerada un mondémero de escision. De este modo, para la escisién de hebra doble especifica
con el uso de un dominio de escisién Fokl, dos nucleasas con dedos de cinc, comprendiendo cada una un monémero
de escision Fokl, pueden ser usadas para reconstituir un dimero enzimatico.

Alternativamente, una molécula de polipéptido individual que contiene un dominio de unién de los dedos de cinc y dos
mondmeros de escision Fokl también pueden ser usados.

En ciertas realizaciones, el dominio de escision comprende uno o mas monémeros de escisién manipulados que
minimizan o previenen la homodimerizacion. A modo de ejemplo no limitativo, los residuos en las posiciones 446, 447,
479, 483, 484, 486, 487, 490, 491,496, 498, 499, 500, 531,534, 537 y 538 de Fokl son todos dianas para influir en la
dimerizacién de los medios dominios de escision Fokl. Los monémeros de escisiéon manipulados ejemplificativos de
Fokl que forman heterodimeros obligados incluyen un par en el cual un primer monémero de escision incluye
mutaciones en las posiciones del residuo de aminoacidos 490 y 538 de Fokl y un segundo monémero de escision que
incluye mutaciones en las posiciones del residuo de aminoacidos 486 y 499.
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De este modo, en una realizacién de los mondmeros de escision manipulados, la mutaciéon en la posiciéon del
aminoacidos 490 reemplaza a Glu (E) con Lys (K); una mutacion en el residuo de aminoacidos 538 reemplaza a Iso
() con Lys (K); una mutacion en el residuo de aminoacidos 486 reemplaza a GIn (Q) con Glu (E); y una mutacion en
la posicion 499 reemplaza a Iso (I) con Lys (K). Especificamente, los monémeros de escision manipulados pueden ser
preparados por mutacion de las posiciones 490 de E a Ky 538 de | a K en un monémero de escision para producir un
monomero de escision manipulado designado "E490K:1538K" y por mutacién de las posiciones 486 de Q a E y 499 de
| a K en otro mondmero de escisidon para producir un monémero de escisiéon manipulado "Q486E:1499K." Los
monomeros de escision manipulados descritos mas arriba son mutantes de heterodimero obligados en los cuales la
escision aberrante es minimizada o abolida. Los monémeros de escision manipulados pueden ser preparados usando
un procedimiento adecuado, por ejemplo, por mutagénesis dirigida al sitio de monémeros de escision tipo salvaje
(Fokl) como se describe en la Patente de los Estados Unidos Num. 7.888.121, que se incorpora en la presente memoria
en su totalidad.

Dominios adicionales. En algunas realizaciones, la nucleasa con dedos de cinc ademas comprende al menos una
secuencia de localizacion nuclear (NLS). Una NLS es una secuencia de aminoacidos que facilita la especificacion de
la proteina de nucleasa con dedos de cinc en el ndcleo para introducir una ruptura de hebra doble en la secuencia
especifica en el cromosoma. Las sefiales de localizaciéon nuclear son conocidas en la técnica (véase por €j., Lange et
al., J. Biol. Chem., 2007, 282:5101-5105). Por ejemplo, en una realizacion, la NLS puede ser una secuencia
monopartita, tal como PKKKRKYV (SEC ID NUM.: 1) o PKKKRRYV (SEC ID NUM.: 2). En otra realizacion, la NLS puede
ser una secuencia bipartita. Incluso en otra realizacion, la NLS puede ser KR-PAATKKAGQAKKKK (SEC ID NUM.: 3).
La NLS puede estar ubicada en el extremo terminal N, el C-término o en una ubicacién interna de la proteina.

En realizaciones adicionales, la nucleasa con dedos de cinc también puede comprender al menos un dominio que
penetra en la célula. En una realizacion, el dominio que penetra en la célula puede ser una secuencia que penetra en
la célula derivada de la proteina HIV-1 TAT. Como ejemplo, la secuencia que penetra en la célula TAT puede ser
GRKKRRQRRRPPQPKKKRKYV (SEC ID NUM.:4). En otra realizacion, el dominio de penetracién en la célula puede
ser TLM (PLSSIFSRIGDPPKKKRKYV; SEC ID NUM.: 5), una secuencia de péptido que penetra en la célula derivada
del virus de la hepatitis B. Incluso en otra realizacién, el dominio de penetracion en la célula puede ser MPG
(GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKY; SEC ID NUM.: 6 0 GALFLGFLGAAGSTMGAWSQP- KKKRKV; SEC ID NUM.:
7). En una realizacion adicional, el dominio de penetracién en la célula puede ser Pep-1 (KETWWETWW-
TEWSQPKKKRKYV; SEC ID NUM.: 8), VP22, un péptido que penetra en la célula del virus del Herpes simple, o una
secuencia de péptido de poliarginina. EI dominio que penetra en la célula puede estar ubicado en el extremo terminal
N, el extremo terminal C o en una ubicacioén interna de la nucleasa con dedos de cinc.

Incluso en otras realizaciones, la nucleasa con dedos de cinc puede comprender, ademas, al menos un dominio
marcador. Los ejemplos no limitativos de dominios marcadores incluyen proteinas fluorescentes, marcas de
purificacién y marcas de epitopes. En una realizacién, el dominio marcador puede ser una proteina fluorescente.
Ejemplos no limitativos de proteinas fluorescentes adecuadas incluyen proteinas fluorescentes verdes (por €j., GFP,
GFP-2, tagGFP, turboGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Monomeric Azami Green, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1),
proteinas fluorescentes amarillas (por ej. YFP, EYFP, Citrine, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellow1), proteinas
fluorescentes azules (por ej. EBFP, EBFP2, Azurite, mKalama1, GFPuv, Sapphire, T-sapphire), proteinas
fluorescentes cian (por ej. ECFP, Cerulean, CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes rojas (mKate,
mKate2, mPlum, monémero DsRed, mCherry, mMRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-Monémero, HcRed-Tandem,
HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred), y proteinas fluorescentes naranja (mOrange, mKO,
Kusabira-Orange, Monomeric Kusabira-Orange, mTangerine, tdTomato) o cualquier otra proteina fluorescente
adecuada. En otra realizacién, el dominio marcador puede ser una marca de purificacion y/o una marca de epitope.
Los marcadores adecuados incluyen, pero sin limitacion, glutationa-S-transferasa (GST), proteina que se une a quitina
(CBP), proteina que se une a la maltosa, tioredoxina (TRX), poli(NANP), marca de purificacion por afinidad en tandem
(TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu- Glu, HSV, KT3, S, S1,
T7, V5, VSV-G, 6xHis, proteina portadora de carboxilo de biotina (BCCP), y calmodulina. El dominio marcador puede
estar ubicado en el extremo terminal N, el extremo terminal C o en una ubicacion interna de la nucleasa con dedos de
cinc.

El dominio marcador puede estar ligado a la nucleasa con dedos de cinc por un péptido 2A (Szymczak et al., 2004,
Nat. Biotechnol., 589(5):589-94). Un péptido 2A fue caracterizado originalmente en virus de ARN de hebra positiva,
que producen una poliproteina que es "escindida" durante la traduccion en proteinas individuales maduras. Mas
especificamente, la region del péptido 2A (~20 aminoacidos) media la "escision" en su propio extremo terminal C para
liberarse de la region corriente abajo de la poliproteina. En general, una secuencia de péptido 2A termina con una
glicina y un residuo de prolina. Durante la traduccioén de un péptido 2A, el ribosoma pausa después del residuo de
glicina, lo que resulta en la liberacién de la cadena de polipéptidos naciente. La traduccion se reanuda, con el residuo
de prolina de la secuencia 2A que se convierte en el primer aminoacido de la proteina corriente abajo.

(ii) Endonucleasas CRISPR/Cas

En otras realizaciones, la endonucleasa diana puede ser una endonucleasa CRISPR/Cas. Las endonucleasas
CRISPR/Cas son endonucleasas guiadas por ARN derivadas de sistemas CRISPR/Cas. Las bacterias y arqueas han
evolucionado un sistema inmunitario adaptativo a base de ADN que usa CRISPR (del inglés, repeticion palindromica
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cortas agrupadas y regularmente espaciada) y proteinas Cas (asociadas con CRISPR) para detectar y destruir los
virus o plasmidos invasores. Las endonucleasas CRISPR/Cas pueden ser programadas para introducir rupturas
especificas del sitio de doble hebra al proporcionar ARN guia sintéticos especificos del sitio (Jinek et al., 2012, Science,
337:816-821).

Endonucleasa. La endonucleasa CRISPR/Cas puede ser derivada de un sistema CRISPR/Cas tipo I, tipo Il, o tipo Ill.
Ejemplos no limitativos de proteinas CRISPR/Cas adecuadas incluyen Cas3, Cas4, Cas5, Cas5e (o CasD), Cas6,
Casb6e, Cas6f, Cas7, Cas8a1, Cas8a2, Cas8b, Cas8c, Cas9, Cas10, Cas10d, CasF, CasG, CasH, Csy1, Csy2, Csy3,
Cse1 (o CasA), Cse2 (o CasB), Cse3 (o CasE), Cse4 (o CasC), Csc1, Csc2, Csab, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csmb,
Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3,Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csz1, Csx15,
Csf1, Csf2, Csf3, Csf4 y Cu1966.

En una realizacién, la endonucleasa CRISPR/Cas es derivada de un sistema CRISPR/Cas tipo Il. En realizaciones
ejemplificativas, la endonucleasa CRISPR/Cas es derivada de una proteina Cas9. La proteina Cas9 puede ser de
Streptococcus  pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., Nocardiopsis dassonvillei,
Streptomycespristinaespiralis, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces viridochromogenes,
Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum, Alicyclobacillus acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides,
Bacillus selenitireducens, Exiguobacterium sibiricum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus salivarius, Microscilla
marina, Burkholderiales bacterium, Polaromonas naphthalenivorans, Polaromonas sp., Crocosphaera watsonii,
Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp., Acetohalobium arabaticum, Ammonifex degensii,
Caldicelulosiruptor becscii, Candidatus Desulforudis, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Finegoldia magna,
Natranaerobius thermophilus, Pelotomaculum thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus
ferrooxidans, Allochromatium vinosum, Marinobacter sp., Nitrosococcus halophilus, Nitrosococcus watsoni,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer, Methanohalobium evestigatum, Anabaena variabilis,
Nodularia spumigena, Nostoc sp., Arthrospira maxima, Arthrospira platensis, Arthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus
chthonoplastes, Oscillatoria sp., Petrotoga mobilis, Thermosipho africanus o Acaryochloris marina. En una realizacion
especifica, la proteina Cas9 es de Streptococcus pyogenes.

En general, las proteinas CRISPR/Cas comprenden al menos un dominio de reconocimiento del ARN y/o de unién al
ARN. Los dominios de reconocimiento del ARN y/o de uniéon al ARN interactian con el ARN guia de modo tal que la
proteina CRISPR/Cas es dirigida a una secuencia cromosomica especifica o una secuencia cromosémica (es decir,
sitio especifico). Las proteinas CRISPR/Cas también pueden comprender dominios de nucleasa (es decir, dominios
de DNasa o RNasa), dominios que son unidos al ADN, dominios de helicasa, dominios de interaccion proteina-
proteina, dominios de dimerizacién, asi como otros dominios.

La endonucleasa CRISPR/Cas puede ser derivada de una proteina CRISPR/Cas de tipo salvaje, una proteina
CRISPR/Cas modificada o un fragmento de una proteina de tipo salvaje o proteina CRISPR/Cas modificada. La
proteina CRISPR/Cas puede ser modificada para aumentar la afinidad de unién y/o la especificad del acido nucleico,
alterar una actividad enzimatica, y/o cambiar otra propiedad de la proteina. Por ejemplo, los dominios de nucleasa (es
decir DNasa, RNasa) de la proteina CRISPR/Cas pueden ser modificados, eliminados o inactivados. La proteina
CRISPR/Cas puede ser truncada para retirar los dominios que no son esenciales para la funciéon de la proteina. La
proteina CRISPR/Cas también puede ser truncada o modificada para optimizar la actividad de la proteina o un dominio
efector con la proteina CRISPR/Cas.

En algunas realizaciones, la endonucleasa CRISPR/Cas puede ser derivada de una proteina Cas9 de tipo salvaje o
sus fragmentos. En otras realizaciones, la endonucleasa CRISPR/Cas puede ser derivada de una proteina Cas9
modificada. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la proteina Cas9 puede ser modificada para alterar una o
mas propiedades (por ej., actividad de nucleasa, afinidad, estabilidad, etc.) de la proteina. Alternativamente, los
dominios de la proteina Cas9 no involucrados en la escision guiada por el ARN pueden ser eliminados de la proteina
de modo tal que la proteina Cas9 modificada sea mas pequeia que la proteina Cas9 tipo salvaje.

En general, una proteina Cas comprende al menos dos dominios de nucleasa (es decir DNasa). Por ejemplo, una
proteina Cas9 puede comprender un dominio de nucleasa similar a RuvC y un dominio de nucleasa similar a HNH.
Los dominios RuvC y HNH trabajan juntos para cortar las hebras simples para hacer una ruptura de doble hebra en el
ADN (Jinek et al., Science, 337: 816-821). En una realizacion, la endonucleasa basada en CRISPR es derivada de
una proteina Cas9 y comprende dominios de nucleasa de dos funciones.

Los sitios especificos reconocidos por los sistemas CRISPR/Cas naturales que tienen longitudes de aproximadamente
14-15 pb (Cong et al., Science, 339:819-823). El sitio especifico no tiene limitacion de secuencia excepto que la
secuencia complementaria al extremo 5' del ARN guia (es decir, llamada secuencia protoseparadora) es
inmediatamente seguida por (3' 0 mas abajo) una secuencia de consenso. Esta secuencia de consenso también es
conocida como motivo protoseparador adyacente (o PAM). Los ejemplos de PAM incluyen, pero sin limitacion, NGG,
NGGNG, y NNAGAAW (en los que N es definido como cualquier nucleétido y W es definido indistintamente como A o
T). A la longitud tipica, solo aproximadamente 5-7% de los sitios especificos serian unicos dentro del genoma
especifico, indicando que los efectos de compensacion del objetivo podrian ser significativos. La longitud del sitio
especifico puede ser expandida por requisito de dos eventos de unidn. Por ejemplo, las endonucleasas basadas en
CRISPR pueden ser modificadas de modo tal que puedan solo escindir una hebra de una secuencia de hebra doble
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(es decir, convertida en nicasas). De este modo, el uso de una nicasa basada en CRISPR en combinaciéon con dos
ARN guia diferentes seria esencialmente el doble de la longitud del sitio especifico, mientras que aun efectia una
ruptura de hebra doble.

En algunas realizaciones, por lo tanto, la endonucleasa derivada de Cas9 puede ser modificada para contener solo
un dominio de nucleasa funcional (indistintamente un dominio de nucleasa similar a RuvC o similar a HNH). Por
ejemplo, la proteina derivada de Cas9 puede ser modificada de modo tal que uno de los dominios de nucleasa es
eliminado o mutado de modo tal que ya no es funcional (es decir, el dominio carece de actividad de nucleasa). En
algunas realizaciones, en las cuales uno de los dominios de nucleasa es inactivo, la proteina derivada de Cas9 es
capaz de introducir un deterioro en un acido nucleico de hebra doble (dicha proteina es denominada "nicasa"), pero
no disocia el ADN de hebra doble. Por ejemplo, una conversion de aspartato a alanina (D10D) en un dominio similar
a RuvC convierte la proteina derivada de Cas9 en una nicasa "HNH". Del mismo modo, una conversion de histidina a
alanina (H840A) en algunas instancias, la histidina esta ubicada en la posicién 839) en un dominio de HNH convierte
la proteina derivada de Cas9 en una nicasa "RuvC". De este modo, por ejemplo, en una realizacion, la nicasa derivada
de Cas9 tiene una conversion de aspartato a alanina (D10A) en un dominio similar a RuvC. En otra realizacion, la
nicasa derivada de Cas9 tiene una conversion de histidina a alanina (H840A o H839A) en un dominio de HNH. Los
dominios de nucleasa similares a RuvC o similares a HNH de la nicasa derivada de Cas9 pueden ser modificados
usando procedimientos conocidos, tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis mediada por PCR y sintesis
genética total, asi como otros procedimientos conocidos en la técnica.

Dominios adicionales. La endonucleasa o nicasa CRISPR/Cas generalmente comprende al menos una sefal de
localizacion nuclear (NLS). Por ejemplo, en una realizacion, la NLS puede ser una secuencia monopartita, tal como
PKKKRKYV (SEC ID NUM.: 1) o PKKKRRYV (SEC ID NUM.: 2). En otra realizacién, la NLS puede ser una secuencia
bipartita. Incluso en otra realizacién, la NLS puede ser KRPAATKKAGQAKKKK (SEC ID NUM.: 3). La NLS puede
estar ubicada en el extremo terminal N, el extremo terminal C o en una ubicacién interna de la proteina.

En algunas realizaciones, la endonucleasa CRISPR/Cas o nicasa puede comprender ademas al menos un dominio
que penetra en la célula. El dominio que penetra en la célula puede ser una secuencia que penetra en la célula
derivada de la proteina HIV-1 TAT. Como ejemplo, la secuencia que penetra en la célula TAT puede ser
GRKKRRQRRRPPQPKKKRKY (SEC ID NUM.: 4). En otra realizacién, el dominio de penetracion en la célula puede
ser TLM (PLSSIFSRIGDPPKKKRKYV; SEC ID NUM.: 5), una secuencia de péptido que penetra en la célula derivada
del virus de la hepatitis B. Incluso en otra realizacién, el dominio de penetracion en la célula puede ser MPG
(GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKY; SEC ID NUM.: 6 0 GALFLGFLGAAGSTMGAWSQP- KKKRKV; SEC ID NUM.:
7). En una realizacion adicional, el dominio de penetracién en la célula puede ser Pep-1 (KETWWETWW-
TEWSQPKKKRKYV; SEC ID NUM.: 8), VP22, un péptido que penetra en la célula del virus del Herpes simple, o una
secuencia de péptido de poliarginina. EI dominio que penetra en la célula puede estar ubicado en el extremo terminal
N, el extremo terminal C o en una ubicacion interna de la proteina.

Incluso en otras realizaciones, la endonucleasa CRISPR/Cas o nicasa puede comprender ademas al menos un
dominio marcador. Ejemplos no limitativos de dominios marcadores incluyen proteinas fluorescentes, marcas de
purificacién y marcas de epitopes. En una realizacién, el dominio marcador puede ser una proteina fluorescente.
Ejemplos no limitativos de proteinas fluorescentes adecuadas incluyen proteinas fluorescentes verdes (por gj., GFP,
GFP-2, tagGFP, turboGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Monomeric Azami Green, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1),
proteinas fluorescentes amarillas (por ej. YFP, EYFP, Citrine, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellow1), proteinas
fluorescentes azules (por ej. EBFP, EBFP2, Azurite, mKalama1, GFPuv, Sapphire, T-sapphire), proteinas
fluorescentes cian (por ej. ECFP, Cerulean, CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes rojas (mKate,
mKate2, mPlum, monémero DsRed, mCherry, mMRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-Monémero, HcRed-Tandem,
HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred), y proteinas fluorescentes naranja (mOrange, mKO,
Kusabira-Orange, Monomeric Kusabira-Orange, mTangerine, tdTomato) o cualquier otra proteina fluorescente
adecuada. En otra realizacion, el dominio marcador puede ser una marca de purificacion y/o una marca de epitope.
Los marcadores adecuados incluyen, pero sin limitacion, glutationa-S-transferasa (GST), proteina que se une a quitina
(CBP), proteina que se une a la maltosa, tioredoxina (TRX), poli(NANP), marca de purificacion por afinidad en tandem
(TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu- Glu, HSV, KT3, S, S1,
T7, V5, VSV-G, 6xHis, proteina portadora de carboxilo de biotina (BCCP), y calmodulina. El dominio marcador puede
estar ubicado en el extremo terminal N, el extremo terminal C o en una ubicacién interna de la proteina. EI dominio
marcador puede estar ligado a la endonucleasa CRISPR/Cas o nicasa por un péptido 2A (Szymczak et al., 2004, Nat.
Biotechnol., 589(5):589-94).

ARN guia. La endonucleasa CRISPR/Cas es guiada al sitio especificado por un ARN guia. Un ARN guia interactua
con ambos, la endonucleasa CRISPR/Cas vy el sitio especifico en el cromosoma, en el que el sitio de la endonucleasa
o nicasa CRISPR/Cas escinde al menos una hebra de la secuencia de hebra doble. EI ARN guia puede ser introducido
en la célula junto con la endonucleasa CRISPR/Cas o el acido nucleico que codifica la endonucleasa CRISPR/Cas.
Alternativamente, el ADN que codifica ambos, la endonucleasa CRISPR/Cas y el ARN guia puede ser introducido en
la célula.

Un ARN guia comprende tres regiones: una primera region en el extremo 5' que es complementaria a la secuencia en
el sitio especifico, una region interna que forma una estructura en bucle de vastago, y una tercera region 3' que
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permanece esencialmente con hebra simple. La primera region de cada ARN guia es diferente de modo tal que cada
ARN guia guie una endonucleasa o nicasa CRISPR/Cas a un sitio blanco especifico. La segunda y tercera regiones
(también llamada regién andamio) de cada ARN guia pueden ser iguales en todos los ARN guia.

La primera region del ARN guia es complementaria a la secuencia (es decir, secuencia protoseparadora) en el sitio
especifico de tal modo que la primera region del ARN guia puede ser par base con la secuencia en el sitio especifico.
En general, no hay malas equivalencias entre la secuencia de la primera region del ARN guia y la secuencia en el sitio
especifico (es decir, la complementariedad es total). En diversas realizaciones, la primera region del ARN guia puede
comprender de aproximadamente 10 nucledtidos a mas de aproximadamente 25 nucleétidos. Por ejemplo, la region
del apareamiento de bases entre la primera region del ARN guia y el sitio especifico en la secuencia cromosomica
puede ser de aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, o mas de 25 nucledtidos de
longitud. En realizaciones ejemplificativas, la primera region del ARN guia es de aproximadamente 19 o 20 nucleétidos
de longitud.

El ARN guia también comprende una segunda regién que forma una estructura secundaria. En algunas realizaciones,
la estructura secundaria comprende un vastago (u horquilla) y un bucle. La longitud del bucle y la horquilla pueden
variar. Por ejemplo, el bucle puede oscilar de aproximadamente 3 a aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, y el
vastago puede oscilar de aproximadamente 6 a aproximadamente 20 pares de base de longitud. El vastago puede
comprender una o mas salientes de 1 a aproximadamente 10 nucleétidos. De este modo, la longitud general de la
segunda region puede oscilar de aproximadamente 16 a aproximadamente 60 nucledtidos de longitud. En una
realizacion ejemplificativa, el bucle es de aproximadamente 4 nucleétidos de longitud y el vastago comprende
aproximadamente 12 pares de bases.

El ARN guia también comprende una tercera region en el extremo 3' que permanece esencialmente de hebra simple.
De este modo, la tercera region no tiene complementariedad con ninguna secuencia cromosomica en la célula de
interés y no tiene complementariedad con el resto del ARN guia. La longitud de la tercera regién puede variar. En
general, la tercera region es de mas de aproximadamente 4 nucleotidos de longitud. Por ejemplo, la longitud general
de la tercera region puede oscilar de aproximadamente 5 a aproximadamente 60 nucleétidos de longitud.

La longitud combinada de la segunda y tercera regiones (o andamio) del ARN guia pueden oscilar de
aproximadamente 30 a aproximadamente 120 nucleédtidos de longitud. En un aspecto, la longitud combinada de la
segunda y tercera regiones del ARN guia oscila de aproximadamente 70 a aproximadamente 100 nucleotidos de
longitud.

En algunas realizaciones, el ARN guia comprende una molécula que comprende las tres regiones. En otras
realizaciones, el ARN guia puede comprender dos moléculas separadas. La primera molécula de ARN puede
comprender la primera region del ARN guia y una mitad del "vastago" de la segunda region del ARN guia. La segunda
molécula de ARN puede comprender la otra mitad del "vastago" de la segunda region del ARN guia y la tercera region
del ARN guia. De este modo, en esta realizacion, la primera y segunda moléculas de ARN contienen, cada una, una
secuencia de nucleotidos que son complementarias entre si. Por ejemplo, en una realizacion, la primera y segunda
moléculas de ARN comprenden, cada una, una secuencia (de aproximadamente 6 a aproximadamente 20 nucleétidos)
que forman pares de base con la otra secuencia para formar un ARN guia funcional.

(iii) Otras endonucleasas diana

En realizaciones adicionales, la endonucleasa diana puede ser una meganucleasa. Las meganucleasas son
endodesoxiribunucleasas caracterizadas por secuencias extensas de reconocimiento, es decir, la secuencia de
reconocimiento generalmente oscila de aproximadamente 12 pares de bases a aproximadamente 40 pares de bases.
Como consecuencia de este requisito, la secuencia de reconocimiento generalmente ocurre solo una vez en cualquier
genoma dado. Entre las meganucleasas, la familia de endonucleasas de conduccion denominada LAGLIDADG se ha
convertido en una herramienta valiosa para el estudio de genomas y manipulacion de genomas (véase, por €j., Arnould
et al., 2011, Protein Eng Des Sel, 24(1-2):27-31). Una meganucleasa puede dirigirse a una secuencia cromosomica
diana por modificacion de su secuencia de reconocimiento usando técnicas muy conocidos por las personas con
experiencia en la técnica.

En realizaciones adicionales, la endonucleasa diana puede ser una nucleasa efectora similar al activador de
transcripcion (TALE). Los TALE son factores de transcripcion de los Xanthomas patogénicos de las plantas que
pueden ser manipuladas facilmente para unirse a nuevos blancos de ADN. Los TALE o sus versiones truncadas
pueden ser ligados al dominio catalitico de las endonucleasas tales como Fokl para crear la endonucleasa diana
llamadas nucleasas TALE o TALEN (Sanjana et al., 2012, Nat Protoc, 7(1): 171-192).

Incluso en otras realizaciones, la endonucleasa diana puede ser una endonucleasa diana del sitio. En particular, la
endonucleasa diana del sitio puede ser una nucleasa "cortadora infrecuente" cuya secuencia de reconocimiento ocurre
raramente en un genoma. Alternativamente, la endonucleasa diana del sitio puede manipularse para escindir un sitio
de interés (Friedhoff et al., 2007, Methods Mol Biol 352:1110123). Generalmente, la secuencia de reconocimiento de
la endonucleasa diana del sitio ocurre solo una vez en un genoma. En realizaciones alternativas, la endonucleasa
diana puede ser un agente inductor de ruptura de la hebra doble del ADN especifico artificial.
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(iv) Polinucleétido opcional

El procedimiento para modificacién del genoma especificado puede comprender, adicionalmente, introducir en la
célula al menos un polinucleétido que comprende una secuencia que tiene identidad sustancial de secuencia con una
secuencia en al menos un lado del sitio de escisién especificado de modo tal que la ruptura de hebra doble introducida
por la endonucleasa diana puede ser reparada por un proceso de reparacion dirigido por homologia y la secuencia del
polinucleétido es intercambiada con la secuencia cromosémica endégena, modificando de esta manera la secuencia
cromosomica endogena. Por ejemplo, el polinucleétido comprende una primera secuencia que tiene identidad de
secuencia sustancial con la secuencia en un lado del sitio de escision especificado y una segunda secuencia que tiene
identidad de secuencia sustancial con la secuencia en el otro lado del sitio de escisidon especificado. Alternativamente,
el polinucleétido comprende una primera secuencia que tiene identidad de secuencia sustancial con la secuencia en
un lado del sitio de escisidon diana y una segunda secuencia que tiene identidad de secuencia sustancial con una
secuencia ubicada lejos del sitio de escision diana. La secuencia ubicada lejos del sitio de escision especificado puede
estar decenas, cientos o miles de nucledtidos corriente arriba o corriente abajo del sitio de escision diana.

Las longitudes de las primeras y segundas secuencias en el polinucleétido que tienen identidad de secuencia
sustancial con las secuencias en la secuencia cromosomica especificada pueden variar y varian. En general, cada
una de las primeras y segundas secuencias en el polinucledtido es de al menos 10 nucleétidos de longitud. En diversas
realizaciones, las secuencias de polinucleétidos que tienen identidad de secuencia sustancial con las secuencias
cromosoémicas pueden ser de aproximadamente 15 nucleétidos, aproximadamente 20 nucleétidos, aproximadamente
25 nucledtidos, aproximadamente 30 nucleétidos, aproximadamente 40 nucleétidos, aproximadamente 50 nucledétidos,
aproximadamente 100 nucledtidos, o mas de 100 nucledtidos de longitud.

La frase "identidad de secuencia sustancial" significa que las secuencias en el polinucleétido tienen al menos
aproximadamente 75% de identidad de secuencia con las secuencias cromosomicas de interés. En algunas
realizaciones, las secuencias en el polinucleétido tiene aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad
de secuencia con las secuencias cromosoémicas de interés.

La longitud del polinucledtido puede variar y varia. Por ejemplo, el polinucleétido puede oscilar de aproximadamente
20 nucledtidos de longitud a aproximadamente 200.000 nucledtidos de longitud. En diversas realizaciones, el
polinucledtido oscila de aproximadamente 20 nucleétidos a aproximadamente 100 nucledtidos de longitud, de
aproximadamente 100 nucleétidos a aproximadamente 1000 nucleétidos de longitud, de aproximadamente 1000
nucledtidos a aproximadamente 10.000 nucledtidos de longitud, de aproximadamente 10.000 nucledtidos a
aproximadamente 100.000 nucleétidos de longitud, o de aproximadamente 100.000 nucleétidos a aproximadamente
200.000 nucleotidos de longitud.

Normalmente, el polinucleétido es ADN. El ADN puede ser de hebra simple o de doble hebra. El polinucleétido puede
ser un plasmido de ADN, un cromosoma bacteriano artificial (BAC), un cromosoma de levadura (YAC), un vector viral,
una parte lineal de ADN, un fragmento de PCR, un acido nucleico desnudo, o un acido nucleico en complejo con un
vehiculo de administraciéon tal como un liposoma o poloxamero. En ciertas realizaciones, el polinucleétido es de hebra
simple. En realizaciones ejemplificativas, el polinucledtido es un oligonucledtido de hebra simple que comprende
menos de aproximadamente 200 nucleétidos.

En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende, ademas, un marcador. Dicho marcador puede permitir
seleccionar integraciones especificadas. En algunas formas de realizacion, el marcador es un sitio de endonucleasa
de restriccion. En otras realizaciones, el dominio marcador es una proteina fluorescente, una marca de purificacién o
una marca de epitope. Ejemplos no limitativos de proteinas fluorescentes adecuadas incluyen proteinas fluorescentes
verdes (por €j., GFP, GFP-2, tagGFP, turboGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Monomeric Azami Green, CopGFP,
AceGFP, ZsGreen1), proteinas fluorescentes amarillas (por ej. YFP, EYFP, Citrine, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellow1),
proteinas fluorescentes azules (por ej. EBFP, EBFP2, Azurite, mKalama1, GFPuv, Sapphire, T-sapphire), proteinas
fluorescentes cian (por ej. ECFP, Cerulean, CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes rojas (mKate,
mKate2, mPlum, monémero DsRed, mCherry, mMRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-Monémero, HcRed-Tandem,
HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred), y proteinas fluorescentes naranja (mOrange, mKO,
Kusabira-Orange, Monomeric Kusabira-Orange, mTangerine, tdTomato) o cualquier otra proteina fluorescente
adecuada. En otras realizaciones, el marcador puede ser una marca de purificacion y/o una marca de epitope. Los
marcadores ejemplificativos incluyen, pero sin limitacion, glutationa-S-transferasa (GST), proteina que se une a quitina
(CBP), proteina que se une a la maltosa, tioredoxina (TRX), poli(NANP), marca de purificacion por afinidad en tandem
(TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu- Glu, HSV, KT3, S, S1,
T7, V5, VSV-G, 6xHis, proteina portadora de carboxilo de biotina (BCCP), y calmodulina.

(v) Administracion a la célula

El procedimiento comprende introducir la endonucleasa diana en la célula de interés. La endonucleasa puede ser
introducida en la célula como proteina aislada purificada o como acido nucleico que codifica la endonucleasa diana.
El acido nucleico puede ser ARN o ARN. En realizaciones en las que el acido nucleico que codifica es ARN, el ARNm
puede ser 3' tapado y/o 3' poliadenilado. En realizaciones en las que el acido nucleico que codifica es ADN, el ADN
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puede ser lineal o circular. El ADN puede ser parte de un vector, en el que el ADN que codifica puede estar ligado
operativamente a un promotor adecuado. Las personas con experiencia en la técnica estan familiarizadas con vectores
adecuados, promotores, otros elementos de control, y medios para introducir el vector en la célula de interés.

Las moléculas de endonucleasa diana y los polinucleétidos opcionales descritos anteriormente pueden ser
introducidos en la célula por una variedad de medios. Los medios de administracion adecuados incluyen
microinyeccion, electroporacion, sonoporacion, biolistica, transfeccion mediada por fosfato de calcio, transfeccion
catiénica, transfeccion de liposomas, transfeccion de dendrimeros, transfeccién por shock térmico, transfeccion por
nucleofeccion, magnetofeccion, lipofeccion, impalefeccion, transfeccion o6ptica, captacién de acidos nucleicos
potenciada por el agente exclusivo, y distribucion a través de liposomas, inmunoliposomas, virosomas, o viriones
artificiales. En una realizacion especifica, las moléculas de endonucleasa y los polinucleétidos diana son introducidos
en la célula por nucleofeccion.

En realizaciones en las que mas de una molécula de endonucleasa y mas de un polinucleétido son introducidos en
una célula, las moléculas pueden ser introducidas simultaneamente o consecutivamente. Por ejemplo, las moléculas
de endonucleasa diana, cada una especifica para un sitio de escision especifica (y polinucleétidos opcionales) pueden
ser introducidas al mismo tiempo. Alternativamente, cada molécula de endonucleasa diana, ademas de los
polinucleétidos opcionales puede ser introducida secuencialmente.

La relacion de las moléculas de endonucleasa diana a los polinucledtidos opcionales puede variar y varia. En general,
la relacion de las moléculas de endonucleasa diana a los polinucleétidos oscila de aproximadamente 1:10 a
aproximadamente 10:1. En diversas realizaciones, la relacion de las moléculas de especificacion a polinucledtidos
puede ser de aproximadamente 1:10, 1:9, 1:8, 1.7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1,4:1,5:1,6:1,7:1,8:1,9:1 0 10:1.
En una realizacion, la relacion es de aproximadamente 1:1.

(vi) Cultivo de la célula

El procedimiento ademas comprende mantener la célula en las condiciones adecuadas de modo tal que la ruptura de
hebra doble introducida por la endonucleasa puede ser reparada por (i) un proceso de reparacion de union final no
homologa de modo tal que la secuencia cromosémica sea modificada por una eliminacion, insercion y/o sustitucion
de al menos un nucleétido u, opcionalmente, (ii) un proceso de reparacion dirigido por homologia de modo tal que la
secuencia cromosémica sea intercambiada con la secuencia del polinucleétido de modo tal que la secuencia
cromosomica sea modificada. En realizaciones en las que los acidos nucleicos que codifican las endonucleasas son
introducidos en la célula, el procedimiento comprende mantener la célula en las condiciones adecuadas de modo tal
que la célula expresa las endonucleasas diana.

En general, la célula es mantenida en las condiciones adecuadas para el crecimiento y/o mantenimiento celular. Las
condiciones adecuadas de cultivo celular son muy conocidas en la técnica y son descritas, por ejemplo, en Santiago
et al. (2008) PNAS 105:5809-5814; Moehle et al. (2007) PNAS 104:3055-3060; Urnov et al. (2005) Nature 435:646-
651; y Lombardo ef al. (2007) Nat. Biotechnology 25:1298-1306. Las personas con experiencia en la técnica apreciaran
que los procedimientos para cultivar células son conocidos en la técnica y pueden variar, y varian, dependiendo del
tipo de célula. Puede ser usada optimizacion de rutina, en todos los casos, para determinar las mejores técnicas para
un tipo de célula particular.

Durante esta etapa de proceso, las endonucleasas diana reconocen, unen y crean una ruptura de hebra doble en los
sitios de escisiéon diana en la secuencia cromosémica, y durante la reparacion de las rupturas de hebra doble una
eliminacion, insercion, y/o sustitucion de al menos un nucleétido es introducida en la secuencia cromosdmica diana.
En realizaciones especificas, la secuencia cromosoémica diana es inactivada.

Tras la confirmacion de que la secuencia cromosémica de interés ha sido modificada, los clones celulares individuales
pueden ser aislados y su genotipo determinado (a través de secuenciacion de ADN y/o analisis de proteinas). Las
células que comprenden una secuencia cromosémica modificada pueden someterse a uno o mas ciclos adicionales
de modificacion especificada del genoma para modificar las secuencias cromosomicas adicionales (por ej., véase el
Ejemplo 1).

(b) Interferencia de ARN

En otra realizacién, una linea celular con resistencia viral puede ser preparada usando un agente de interferencia de
ARN (iARN) que inhibe la expresién de un ARNm o transcrito diana. El agente de iARN puede conducir a la escision
del ARNm o transcrito diana. Alternativamente, el agente de iARN puede prevenir o interrumpir la traduccion del ARNm
especifico en la proteina.

En algunas realizaciones, el agente de iARN puede ser un ARN de interferencia breve (ARNsi). En general, el ARNsi
comprende una molécula de ARN de doble hebra que oscila de aproximadamente 15 a aproximadamente 29
nucledtidos de longitud. EI ARNsi puede ser de aproximadamente 16-18, 17-19, 21-23, 24-27 o 27-29 nucledtidos de
longitud. En una realizacion especifica, el ARNsi es de aproximadamente 21 nucleétidos de longitud. EI ARNsi puede
comprender opcionalmente, ademas, una o dos salientes de hebra simple, por €j., una saliente 3' en uno o ambos
extremos. El ARNSsi puede ser formado a partir de dos moléculas de ARN hibridadas juntas o, alternativamente, puede
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ser generado a partir de un ARN de horquilla corta (ARNsh) (véase a continuacion). En algunas realizaciones, las dos
hebras de ARNSsi son completamente complementarias, de modo tal que no existan faltas de coincidencia o
protuberancias en el duplex formado entre las dos secuencias. En otras realizaciones, las dos hebras de ARNsi son
sustancialmente complementarias, de modo tal que pueda existir una o mas faltas de coincidencia y/o protuberancias
en el duplex formado entre las dos secuencias. En ciertas realizaciones, uno o ambos de los extremos 5' del ARNsi
tienen un grupo fosfato, mientras que en otras realizaciones uno o ambos de los extremos 5' carecen de un grupo
fosfato. En otras realizaciones, uno o ambos de los extremos 3' del ARNSsi tienen un grupo hidroxilo, mientras que en
otras realizaciones uno o ambos de los extremos 5' carecen de un grupo hidroxilo.

Una hebra del ARNsi, a la que se hace referencia como "hebra antisentido" o "hebra guia", incluye una porcién
hibridada con la transcrito diana. En ciertas realizaciones, la hebra antisentido del ARNsi es completamente
complementaria con una region del transcrito diana, es decir, hibridada a la transcrito diana sin una falta de
equivalencia o saliente individual sobre una region especifica entre aproximadamente 15 y aproximadamente 29
nucledtidos de longitud, preferentemente al menos 16 nucledtidos de longitud, y mas preferentemente
aproximadamente 18-20 nucledtidos de longitud. En otras realizaciones, la hebra antisentido es sustancialmente
complementaria a la region especifica, es decir, una o mas faltas de equivalencia y/o protuberancias pueden existir
en el duplex formado por la hebra antisentido y la transcrito diana. Normalmente, los ARNsi estan dirigidos a
secuencias exodnicas del transcrito diana. Las personas con experiencia en la técnica estan familiarizadas con
programas, algoritmos y/o servicios comerciales que disefian ARNsi para transcritos diana. Un ejemplo es Rosetta
siRNA Design Algorithm (Rosetta Inpharmatics, North Seattle, WA) y MISSION® siRNA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). ElI ARNsi puede ser sintetizado enzimaticamente in vitro usando procedimientos muy conocidos para las
personas con experiencia en la técnica. Alternativamente, el ARNsi puede ser sintetizado quimicamente usando
técnicas de sintesis de oligonucledtidos que son muy conocidas en la técnica.

En ofras realizaciones, el agente de iARN puede ser un ARN de horquilla breve (ARNsh). En general, un ARNsh y una
molécula de ARN que comprende al menos dos porciones complementarias hibridadas o son capaces de hibridacion
para formar una estructura de hebra doble lo suficientemente larga para mediar la interferencia de ARN (como se
describe con anterioridad), y al menos una porcién de hebra simple que forma un bucle que conecta las regiones de
ARNsh que forma el duplex. La estructura también es llamada estructura de vastago-bucle, siendo el vastago la
porcion del duplex. En algunas realizaciones, la porcion de duplex de la estructura es completamente complementaria,
de modo tal que no existan faltas de coincidencia o protuberancias en la region del duplex del ARNsh. En ofras
realizaciones, la porcion del duplex de la estructura es sustancialmente complementaria, de modo tal que existan una
o mas faltas de coincidencia y/o protuberancias en la porcion del duplex del ARNsh. El bucle de la estructura puede
ser de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 nucleotidos de longitud, preferentemente de aproximadamente 4 a
aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, y mas preferentemente de aproximadamente 6 a aproximadamente 9
nucledtidos de longitud. El bucle puede estar ubicado indistintamente en el extremo 5' o 3' de la region que es
complementaria a la transcrito diana (es decir, la porcion antisentido del ARNsh).

El ARNsh puede ademas comprender una saliente en el extremo 5' o 3'. La saliente opcional puede ser de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 nucleétidos de longitud, y mas preferentemente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 15 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, la saliente comprende uno o mas residuos U,
por €j., entre aproximadamente 1y aproximadamente 5 residuos U. En algunas realizaciones, el extremo 5' del ARNsh
tiene un grupo fosfato, mientras que en otras realizaciones no. En otras realizaciones, el extremo 3' del ARNsh tiene
un grupo hidroxilo, mientras que en otras realizaciones no. En general, los ARNsh son procesados en ARNSsi por la
maquinaria de ARNi celular conservada. De este modo, los ARNsh son precursores de los ARNsi que son similarmente
capaces de inhibir la expresion de una transcripcion blanco que es complementaria a la porcion de ARNsh (es decir,
la porcion antisentido del ARNsh). Las personas expertas en la técnica estan familiarizadas con los recursos
disponibles (como es detallado con anterioridad) para el disefio y la sintesis de ARNsh.

Incluso en ofras realizaciones, el agente de iARN puede ser un vector de expresion de iARN. Normalmente, el vector
de expresion de iARN es usado para la sintesis extracelular (in vivo) de agentes de iARN, tal como ARNsi o0 ARNsh.
En una realizacion, dos hebras de ARNsi complementarias, separadas, son transcritas usando un vector individual
que contiene dos promotores, cada uno de los cuales dirige la transcripcion de una hebra de ARNSsi individual (es
decir, cada promotor esta ligado operativamente a una plantilla para el ARNsi de modo que pueda ocurrir la
transcripcion). Los dos promotores pueden estar en la misma orientacion, en cuyo caso cada uno esta ligado
operativamente a una plantilla para una de las hebras de ARNsi complementarias. Alternativamente, los dos
promotores pueden estar en orientaciones opuestas, flanqueando un solo patréon de modo tal que la transcripcién para
los promotores resulta en la sintesis de dos hebras de ARNsi complementarias. En otra realizacion, el vector de
expresion de ARNi puede contener un promotor que conduce la transcripcion de una molécula de ARN simple que
comprende dos regiones complementarias, de modo tal que el transcrito forma un ARNsh.

Las personas con experiencia en la técnica apreciaran que es preferente que los agentes de ARNsi o ARNsh sean
producidos in vivo a través de la transcripcion de mas de una unidad de transcripcion. En términos generales, los
promotores usados para dirigir la expresion in vivo de una o mas unidades de transcripcion ARNsi o ARNsh pueden
ser promotores de polimerasa Ill del ARN (Pol lll). Ciertos promotores Pol lll, tal como U6 o H1, no requieren elementos
regulatorios que actuen sobre Cis dentro de la regién transcripta, y de este modo se prefieren en ciertas realizaciones.
En otras realizaciones, los promotores para Pol |l pueden ser usados para conducir la expresiéon de las una o mas

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2797050 T3

unidades de transcripcion de ARNsi o ARNsh. En algunas realizaciones, pueden ser usados promotores Pol I
especificos del tejido, especificos de la célula o inducibles.

Un constructo que proporciona una plantilla para la sintesis de ARNsi o ARNsh puede ser producido usando
procedimientos estandar de ADN recombinante y ser insertado en cualquiera de una amplia variedad de diferentes
vectores adecuados para expresion en células eucariodticas. Las técnicas de ADN recombinantes se describen en
Ausubel et al, 2003, supray Sambrook & Russell, 2001, supra. Las personas con experiencia en la técnica apreciaran
que los vectores pueden comprender secuencias regulatorias adicionales (por ej., secuencia de terminacion,
secuencia de control de traduccion, etc.), ademas de secuencias del marcador seleccionable. Los plasmidos de ADN
son conocidos en la técnica, incluyendo aquellos basados en pBR322, PUC, y demas. Dado que muchos vectores de
expresion pueden contener ya un promotor o promotores adecuados, puede ser solo necesario insertar la secuencia
de acido nucleico que codifica el agente de ARNi de interés en la ubicacion adecuada con respecto a los promotores.
Los vectores virales también pueden ser usados para proporcionar expresion intracelular de los agentes de iARN. Los
vectores virales adecuados incluyen vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales, vectores del
virus adenoasociados, vectores del herpes virus y demas. En una realizacién especifica, el vector de expresion de
iRNA es un vector shARN de base lentiviral o particula lentiviral, tal como se proporciona en los productos de ARNsh
MISSION®TRC (Sigma- Aldrich).

Los agentes de iARN o los vectores de expresion de iARN pueden ser introducidos en la célula usando procedimientos
muy conocidos por los expertos en la técnica. Dichas técnicas son descritas en Ausubel et al, 2003, supra o Sambrook
& Russell, 2001, supra, por ejemplo. En ciertas realizaciones, el vector de expresion de iARN, por €j., un vector viral,
es integrado de manera estable en el genoma de la célula, de modo tal que la expresion de Mgat1 es interrumpida
durante generaciones celulares subsiguientes.

(c) Recombinacién especifica del sitio

En realizaciones alternativas, las lineas celulares con resistencia viral pueden ser preparadas usando técnicas de
recombinacién especificas del sitio. Por ejemplo, las técnicas de recombinacion especificas del sitio pueden ser
usadas para eliminar la totalidad o parte de la secuencia cromosémica de interés, o introducir polimorfismos de
nucledtidos individuales (SNP) en la secuencia cromosémica de interés. En una realizacion, la secuencia cromosomica
de interés es localizada usando un sistema de recombinaciéon especifica del sitio Cre-loxP, un sistema de
recombinacioén especifica del sitio FIp-FRT, o variantes de ellos. Dichos sistemas de recombinacién estan disponibles
en el mercado, y la ensefianza adicional para estas técnicas es hallada en Ausubel et al., 2003, supra, por ejemplo.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos cientificos y técnicos usados en la presente memoria tienen
el significado comprendido por las personas con experiencia en la técnica a la cual pertenece la presente invencion.
Las siguientes referencias proporcionan al experto una definicion general de muchos de los términos usados en la
presente invencion: Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (2nd ed. 1994); The Cambridge
Dictionary of Science and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 5th Ed., R. Rieger et al. (eds.),
Springer Verlag (1991); y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Como se usa en la presente
memoria, los siguientes términos tienen los significados adscritos a ellos a menos que se especifique de otro modo.

Al presentar elementos de la presente divulgacion o sus realizaciones preferentes, los articulos "un/una", "el/la/los/las",

"dicho/a" significan que hay un elemento o mas. Los términos "que comprende”, "que incluye" y "que tiene" pretenden
ser inclusivos y significan que puede haber elementos adicionales ademas de los mencionados.

Como se usa en la presente memoria, "deficiente" se refiere a niveles reducidos o no detectables de enzimas o
proteinas especificas, o actividad reducida o no detectable de las enzimas o proteinas especificas.

Como se usa en la presente memoria, el término "secuencia endégena"” se refiere a una secuencia cromosomica que
es nativa a la célula.

El término "secuencia exdgena" se refiere a una secuencia cromosoémica que no es nativa para la célula, o una
secuencia cromosdmica que se mueve a una ubicaciéon cromosémica diferente.

Una célula "modificada genéticamente" se refiere a una célula en la cual el genoma ha sido modificado, es decir, la
célula contiene al menos una secuencia cromosomica que ha sido manipulada para contener una insercion de al
menos un nucleétido, una eliminacion de al menos un nucleétido y/o una sustitucién de al menos un nucledétido.

Los términos "modificacion del genoma" y "edicion del genoma" se refieren a procesos por los cuales una secuencia
cromosoémica especifica es cambiada de modo tal que la secuencia cromosémica es modificada. La secuencia
cromosomica puede ser modificada para comprender una insercién de al menos un nucleétido, una eliminacién de al
menos un nucledtido, y/o una sustitucion de al menos un nucledtido. La secuencia cromosdmica modificada es
inactivada de manera tal que no es realizado ningun producto. Alternativamente, la secuencia cromosoémica puede ser
modificada de modo tal que es realizado un producto alterado.
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Un "gen" como se usa en la presente memoria, se refiere a una region de ADN (incluyendo exones e intrones) que
codifican un producto genético, asi como todas las regiones de ADN que regulan la produccion del producto genético,
tanto si dichas secuencias regulatorias son adyacentes o no a las secuencias de codificacion y/o transcriptas. De esta
manera, un gen incluye, pero no se limita necesariamente a, las secuencias promotoras, terminadores, secuencias
reguladoras de transcripcion tal como los sitios que son unidos al ribosoma y sitios internos de entrada al ribosoma,
potenciadores, silenciadores, insultadores, elementos de limite, origenes de replicacion, sitios de unién a la matriz, y
regiones de control del locus.

El término "heterdlogo” se refiere a una entidad que no es nativa para la célula o la especie de interés.

Los términos "acido nucleico" y polinucleétido” se refieren a un polimero desoxirribonucledtido o ribonucleotido, en
conformacion lineal o circular. Para los fines de la presente divulgacion, esos términos no deben considerarse
limitativos con respecto a la longitud de un polimero. Los términos pueden abarcar analogos conocidos de nucleotidos
naturales, ademas de nucledtidos que estan modificados en las fracciones base, azucar y/o fosfato. En general, un
analogo de un nucledtido particular tiene la misma especificidad de formacion de pares de bases, es decir, un analogo
de A formara pares de bases con T. Los nucleétidos de un acido nucleico o polinucleétido pueden estar ligados por
fosfodiéster, fosfotioato, fosforamidita, uniones fosforodiamidato, o sus combinaciones.

El término "nucledtido” se refiere a desoxirribonucledétidos o ribonucleétidos. Los nucleétidos pueden ser nucleétidos
estandar (es decir, adenosina, guanosina, citidina, timidina y uridina) o analogos de nucledtidos. Un analogo de
nucledtido se refiere a un nucledtido que tiene una base purina o pirimidina modificadas o una fraccién de ribosa
modificada. Un analogo de nucleétido puede ser un nucleétido natural (por €j., inosina) un nucleétido no natural. Los
ejemplos no limitativos de modificaciones de las fracciones azicar o base de un nucleétido incluyen la adicion (o
eliminacion) de los grupos acetilo, grupos amino, grupos carboxilo, grupos carboximetilo, grupos hidroxilo, grupos
metilo, grupos fosforilo y grupos tiol, asi como la sustitucion de los atomos de carbono y nitrégeno de las bases con
otros atomos (por e€j., purinas 7-deaza). Los analogos de nucledtidos también incluyen didesoxi nucleétidos,
nucleétidos de 2'-O-metilo, acidos nucleicos trabados (LNA), acidos nucleicos peptidicos (PNA) y morfolinos.

Los términos "polipéptido” y "proteina" se usan de manera indistinta para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos.

Como se usan en la presente memoria, los términos "sitio diana" o "secuencia diana" se refieren a una secuencia de
acido nucleico que define una porcién de una secuencia cromosémica que sera modificada o editada y a la que la
endonucleasa diana es manipulada para reconocer y unirse, a condicion de que existan condiciones suficientes para
la union.

Los términos "corriente arriba" y "corriente abajo" se refieren a ubicaciones en la secuencia de acido nucleico relativa
a una posicion fija. Corriente arriba se refiere a la region que esta 5' (es decir, cerca del extremo 5' de la hebra) a la
posicion y corriente abajo se refiere a la region que esta 3' (es decir, cerca del extremo 3' de la hebra) a la posicion.

Como se usa en la presente memoria, "resistencia viral" se refiere a la capacidad de las células de resistir a la infeccion
viral. Mas especificamente, la entrada de un virus y/o la propagacion de un virus es reducida o eliminada en las lineas
celulares manipuladas desveladas en la presente memoria en comparacién con las lineas celulares progenitoras no
modificadas.

Las técnicas para determinar la identidad de la secuencia de acido nucleico y de aminoacidos son conocidas en la
técnica. Normalmente, dichas técnicas incluyen determinar la secuencia de nucleétidos del ARNm para un gen y/o
determinar la secuencia de aminoacidos codificada por ésta, y comparar estas secuencias con una segunda
secuencias de nucledtidos o aminoacidos. Las secuencias gendomicas también pueden ser determinadas y
comparadas de este modo. En general, identidad se refiere a una correspondencia exacta de nucleétido a nucleétido
o de aminoacido a aminoacido de dos secuencias de polinucleétidos o polipéptidos, respectivamente. Dos 0 mas
secuencias (polinucleétido o aminoacido) pueden ser comparadas por determinacion de su porcentaje de identidad.
El porcentaje de identidad de dos secuencias, ya sea secuencias de acido nucleico como de aminoacidos, es el
numero de coincidencias exactas entre dos secuencias alineadas dividido por la longitud de las secuencias mas cortas
y multiplicado por 100. Una alineaciéon aproximada para las secuencias de acido nucleico es proporcionada por el
algoritmo de homologia de Smith and Waterman, Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981). Este algoritmo
puede ser aplicado a las secuencias de aminoacidos por el uso de la matriz de puntuacién desarrollada por Dayhoff,
Atlas of Protein Sequences and Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 suppl. 3:353-358, National Biomedical Research
Foundation, Washington, D.C., USA, y normalizada por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6):6745-6763 (1986). Una
implementacion de ejemplo de este algoritmo para determinar el porcentaje de identidad de una secuencia es
proporcionada por Genetics Computer Group (Madison, Wis.) en la aplicacion de utilidad "BestFit". Otros programas
adecuados para calcular el porcentaje de identidad o similitud entre secuencias son generalmente conocidos en la
técnica, por ejemplo, otro programa de alineacion es BLAST, usado con parametros por defecto. Por ejemplo, BLASTN
y BLASTP pueden ser usados usando los siguientes parametros por defecto: coédigo genético=estandar; filtro=ninguno;
hebra=ambas; corte=60; expectativa=10; Matriz=BLOSUM®62; Descripciones=50 secuencias; clasificar por=HIGH
SNUCLEO; Bases de datos=no redundantes, traducciones GenBank+EM- BL+DDBJ+PDB+GenBank CDS+proteina
Swiss+Spupdate+PIR. Los detalles de estos programas pueden ser encontrados en la pagina en internet del GenBank.
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Con respecto a las secuencias descritas en la presente memoria, el intervalo de grados deseados de identidad de
secuencia es de aproximadamente 80% a 100% y cualquier valor entero entre estos. Normalmente, los porcentajes
de identidad entre las secuencias son al menos del 70-75%, preferentemente 80-82%, mas preferentemente 85-90%,
incluso mas preferentemente 92%, ain mas preferentemente 95%, y mucho mas preferentemente 98% de identidad
de secuencia.

Dado que diversos cambios pueden ser realizados en las células descritas con anterioridad y en los procedimientos
sin alejarse del ambito de la invencion, se pretende que el topico contenido en la descripcion que antecede y en los
ejemplos que presentados a continuacion, sea interpretado como ilustrativo y no en un sentido limitativo.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran ciertos aspectos de la invencion.

Ejemplo 1: Preparacidon de las lineas celulares de CHO modificadas genéticamente diana

Fueron empleadas técnicas de modificacion genética mediada por ZFN para inactivar (es decir, bloquear) genes que
codifican enzimas o proteinas involucradas en las reacciones de glicosilacion N-ligadas u O-ligadas. En general, los
pares de AFN localizados en sitios especificos dentro de la region de codificacion de los genes de interés son
disefiados usando un algoritmo exclusivo. Los constructos de expresion de ZFN fueron preparados usando
procedimientos estandar y el ARNm de ZFN fue producido a partir de ADN del plasmido de ZFN como es descrito en
la informacion del producto COMPOZr® Knockout Zinc Finger Nuclease (ZFN) (Sigma-Aldrich) usando transcripcion
in vitro, poliadenilacion de ARNm y procedimientos de tapado. Brevemente, el ADN del plasmido ZFN fue linealizado
y purificado usando extraccion de ADN con fenol/cloroformo. EI MessageMax™ T7 ARCA-Capped Message
Transcription Kit ARCA (Cell Script Inc.) fue usado para tapar el ADN linealizado. Un Poly(A) Polymerase Tailing Kit
(EpiCentre) fue usado para afiadir una cola de poli(A). EI ARNm de ZFN fue purificado usando el kit MEGAclear™
(Ambion). Las células progenitoras fueron mantenidas como cultivos en suspension en medio EX-CELL® CHO CD
Fusion (Sigma-Aldrich). Las células fueron sembradas a 0,5 x 10° células/ml en tubos de biorreactor un dia antes de
la transfeccion. Normalmente, cada transfeccion contenia 1 x 10° células en 150 ug de medios de crecimiento y 5 ug
de ADN o ARNm de ZFN. Las transfecciones fueron conducidas por electroporacion a 140 V y 950 mF en cubetas de
0,2 cm. Las células electroporadas fueron colocadas en 2 ml de medio de crecimiento en un cultivo estatico en placa
de 6 pocillos.

Los dias 3 y 10 después de la transfeccion, las células son retiradas del cultivo y el ADN gendmico es aislado usando
el GeneElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). La escision inducida por ZFN fue verificada
usando un ensayo de nucleasa Cel-1, como es decrito en la informacion del producto CompoZr® Knockout ZFN. Este
ensayo es conducido para determinar la eficiencia de la mutaciéon genética mediada por ZFN descrita con anterioridad
(Miller et al., Nat. Biotechnol. 2007, 25:778-785). El ensayo detecta los alelos del locus especifico que se desvian del
tipo salvaje como resultado de la reparacion imperfecta mediada por unién de extremo no homologo (NHEJ) de las
rupturas de hebra doble del ADN inducidas por ZFN. La amplificacion por PCR de la region especificada de un conjunto
de células tratadas con ZFN genera una mezcla de amplicones de tipo salvaje (WT) y mutantes. La fusion y el
retemplado de esta mezcla resultan en faltas de coincidencia que se forman entre los heteroduplex de los alelos WT
y mutantes. Una "burbuja" de ADN formada en este sitio de falta de coincidencia es escindida por la nucleasa
sobreviviente Cel-1, y los productos de escision pueden ser resueltos por electroforesis con gel.

Tras la confirmacion de la actividad de ZFN, las células transfectadas con ZFN son clonadas en célula individual
usando dilucion limitativa. Para esto, las células fueron colocadas en placas a una densidad de aproximadamente 0,5
células/pocillo usando una mezcla de medio de clonacién libre de suero de CHO al 80%, 20% medio acondicionado y
L-glutamina 4 mM. La capacidad de clonacion y el crecimiento fueron verificados microscopicamente los dias 7 y 14
después de la plantacion, respectivamente. Los clones con crecimiento fueron expandidos y el genotipo fue
determinado por PCR y secuenciacion de ADN.

Linea celular KO de Mgat1. Mgat1 afiade GInNac a la estructura de glicano Man5GIcNAc2 N-ligado como parte de
la sintesis compleja de N-glicano. Un par de ZFN fue disefiado para localizar 5-TTCCTGGACCACTTCCCAcccggt-
GGCCGGCAGGATGG-3' (SEC ID NUM.: 9; los sitios de unién a ZFN en el caso superior y el sitio de escisién en el
caso inferior) en el gen Mgat1Mgat1 de CHO. La linea celular progenitora es CHOK1 (GS -/-) (Sigma Aldrich) en la
que la glutamato sintetasa es bloqueada. Esta linea celular progenitora produce estructuras N- y O-glicano de tipo
salvaje. Las lineas celulares de CHOK1 (GS -/-) son transfectadas con ADN Mgat1Mgat1 de ZFN esencialmente como
es detallado con anterioridad. Un ensayo de Cel-1 confirma la presencia de dos fragmentos de escision, 220 y 197 pb,
en ambos dias 3 y 10 después de la transfeccion, indicando actividad de ZFN. Los clones de células individuales son
identificados con eliminaciones que oscilan de 2 pb a 55 pb en un alelo (un segundo alelo no fue detectado). Esta
linea celular produce estructuras N-ligadas truncadas que terminan con cinco residuos de manosa (es decir,
glicoformas Man5NeuAc2) y estructuras de O glicano de tipo salvaje.

Linea celular KO COSMC. La segunda etapa biosintética mas comun en la O-glicosilacion es la estiramiento nucleo-
1. La estiramiento nucleo-1 es catalizado por una enzima individual C1GalT1 (también denominada T-sintasa) que
requiere una chaperona exclusiva, COSMC, para funcionar. COSMC es una proteina de ER que aparenta unirse

23



10

15

20

25

30

35

ES 2797050 T3

especificamente a T-sintasa y asegura su actividad completa en el Golgi. Para separar el gen COSMC, las células
CHOK1 (GS -/-) son transfectadas con ADN o ARN que codifican ZFN disefiadas para localizar la secuencia 5'-
GCCTTCTCAGTGTTCCGGAaaagtgTCCTGAACAAGGTGGGAT-3' (SEC ID NUM.: 10) en el gen COSMC de CHO.
Un ensayo de nucleasa A Cel-1 confirma la presencia de tres fragmentos de escision (es decir, 318, 184, 134 pb) en
las células transfectadas con ZFN. Fue aislado un clon de célula individual que tenia una eliminacién de 4 pb en un
alelo de COSMC (un segundo alelo no fue detectado). La linea celular produce estructuras de O-glicano truncadas
(es decir, inmaduras) y N-glicanos de tipo salvaje.

Linea celular KO COSMC/Mgat3. Un par de ZFN fue disefiado para localizar 5-TTCCTGGACCACTTCCCAcccggt-
GGCCGGCAGGATGGC-3' (SEC ID NUM.: 11) en la regién de codificacién de Mgat3. La linea celular COSMC KO,
detallada anteriormente, es transfectada con ADN de ZFN como es detallado con anterioridad. Después de la
confirmacion de la escision del ZFN, son aislados clones de células individuales. La secuenciacion revela que los
clones mutantes tienen eliminaciones de 9, 10, 11, 0 41 pb en el gen Mgat3. Esta linea celular produce N-glicanos de
tipo salvaje y O-glicanos truncados (es decir, es similar a la linea celular progenitora).

Linea celular KO COSMC/Mgat3/Mqgat5. La linea celular KO COSMC/Mgat3, detallada con anterioridad, es
transfectada con ADN de plasmido que codifica ZFN disefiados para localizar  5'-
TTCTGCACTTCACCATCCAgcagcgGACTCAGCCTGAGAG-CAGCT-3' (SEC ID NUM.: 12) en la region de
codificacion de Mgat5. Es aislado un clon de célula individual que tiene una eliminacion de 129 pb en el gen Mgat5.
Esta linea celular produce N-glicanos con menos ramificacion lateral y O-glicanos truncados.

Ejemplo 2: Infecciones virales y ensayos de prueba de la resistencia viral

Las lineas celulares de CHO descritas con anterioridad son cultivadas y probadas para determinar la capacidad de
soportar o resistir la infeccion después de la provocacion con el virus de MVM prototipo (cepa MVMp). Brevemente,
las células son cultivadas en medios adecuados y el virus MVMp es detectado a una multiplicidad de infeccién (MOI)
de cualquiera de 1 0 10, y las células infectadas incubadas durante un adicional de 24, 48 o 72 horas antes del ensayo.
Como controles, las células son cultivadas e incubadas sin virus. Las células no infectadas son tratadas también con
neucaminidasa enzimatica para retirar acidos sialicos terminales de los glicanos superficiales (tanto N- como O-
ligados) y posteriormente infectados a las MOl indicadas.

Las células infectadas y no infectadas son examinadas visualmente para determinar la presencia del efecto citopatico
(CPE) y en los puntos de tiempo indicados, las células son cosechadas por centrifugado. La infectividad y la produccion
de ADN viral es seleccionada usando analisis por Southern blot sobre el ADN gendmico total, y analisis de
inmunotransferencia Western usando un anticuerpo de proteina antiviral. Para el analisis Southern, granulos celulares
de muestras duplicadas tomadas a las 24 horas fueron cosechadas y el ADN gendmico total aislado. EI ADN fue
cuantificado por espectroscopia Nanodrop y las muestras fueron normalizadas para asegurar la carga equitativa sobre
geles de agarosa para fraccionamiento de tamario. EI ADN con tamafio fraccionado fue transferido a membranas
cargadas (Southern blot), y la membrana fue sondeada para sintesis de ADN viral usando una sonda de ADN viral
con marca 32P. La cuantificaciéon de las bandas de ADN de hebra doble viral con marca 32P fue adquirida por
imagenes de fésforo y los valores relativos son informados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Niveles virales

Linea Celular MOl Tratamiento con neuroaminidasa |ADN viral (valor relativo)
Tipo salvaje 10 133,35
Tipo salvaje 10 Si 25,59
Mgat1 KO Mgat1 10 49,56
COSMC KO 10 24,01
Tipo salvaje 10 121,36
Tipo salvaje 10 Si 31,38
COSMC/Mgat3 KO 10 23,78
COSMC/Mgat3/Mgat5 KO 10 28,87
Tipo salvaje 1 36,28
Tipo salvaje 1 Si 4,16
Mgat1 KO 1 17,263
COSMC KO 1 1,58
Tipo salvaje 1 85,61
Tipo salvaje 1 Si 11,65
COSMC/Mgat3 KO 1 0,45
COSMC/Mgat3/Mgat5 KO 1 0,54

Para el analisis Western, los granulos celulares cosechados a las 24 horas fueron lisados en tampones de SDS, y las
proteinas fueron separadas usando SDS-PAGE. Después de la electroforesis, las proteinas fueron transfectadas
sobre membranas de PVDF, fueron bloqueadas e inmunotransferidas (inmunoensayo Western) para determinar la
presencia de la proteina NS1 viral usando un anticuerpo anti-NS1. El nivel de proteina viral detectada a través de
Western blot es indicado en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen del analisis Western
Linea celular Estructuras de glicano producidas Produccion de virus
Tipo salvaje Tipo salvaje O- y N-ligado +++++ en ambos MOI
Tipo salvaje + neuraminidasa |Retirado de acido sialico terminal (O- y N-ligado) + en MOI=10
Mgat1 KO Tipo salvaje O-ligado; Truncado N-ligado +++ en ambos MOI
COSMC KO Tipo salvaje N-ligado; Truncado O-ligado - en MOI=1

+ en MOI=10
COSMC/Mgat3 KO Truncado O-ligado; Supuestamente tipo salvaje - en MOI=1

+ en MOI=10
COSMC/Mgat3/Mgat5 Truncado O-ligado; Modificado N-ligado (menos ramificacion- en MOI=1

lateral)
+ en MOI=10

Cuando esta infectada con la cepa MVMp del virus, la linea celular progenitora CHOK1 (GS -/-) (es decir, con las
estructuras de glicano tipo salvaje) muestra infectividad clasica y produccién de ADN viral y sintesis de proteinas
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segun lo esperado. Los productos de ADN viral y proteina viral son evidentes 24 horas después de la infeccion cuando
las células estan infectadas a cualquier MOI. La produccién fuerte de productos virales también es observada en los
ultimos puntos de tiempo. Las células de tipo salvaje no infectadas no muestran evidencia de infeccion, segun lo
esperado, independientemente de los puntos de tiempo.

Cuando las células de tipo salvaje son tratadas con la neuraminidasa (NA) enzimatica para eliminar el acido sialico de
la superficie celular y las células posteriormente infectadas con MVMp, una produccién reducida de virus (que indica
la reduccion de la infeccion) también es observada (oscilando de 5,32 veces a MOI=10 a 7,34 veces a MOI=1).
Mientras que las células tratadas con NA aun muestran sensibilidad leve a la infeccién, es conocido que las células
CHO regeneran rapidamente las estructuras de acido sialico (SA) después de dicho tratamiento. Por consiguiente, el
nivel bajo de infeccién observado puede ser de células con glicanos de SA terminal regenerados y por lo tanto
proporcionan entrada del virus.

La infeccion viral de células KO Mgat1 en las cuales el gen Mgat1 de CHO es inactivado y no ha sido realizada enzima
Mgat1, result6 solo en una resistencia leve (por €j., reduccion de 2,1 a 2,7 veces, medida por imagenes de fésforo de
transferencias) a la infeccion viral. Debido a que esta linea celular tiene N-glicanos truncados, estos resultados
sugieren que los receptores de N-glicano de orden superior que tienen 2-3 acidos sidlicos ligados pueden cumplir solo
una funcién menor en la unién a la capsida viral inicial y la entrada viral a la célula.

Cuando las células KO COSMC son infectadas con virus MVMp, esta linea celular muestra resistencia significativa a
la infeccion viral. La resistencia al plegado (en comparacion con la linea celular de tipo salvaje) oscila de 5,5 veces
(MOI=10) a 190 veces (MOI=1). El bloqueo genético adicional localizado en el gen Mgat3 (supuesto pseudogen en
células CHO) y el gen Mgat5 (responsable de ramificacién N-ligada de orden superior), dio resultados similares. El
analisis por Western blot dio resultados similares, indicando que la resistencia viral ocurre cuando las estructuras de
O-glicano fueron truncadas. Estos estudios revelaron que la separacion de los receptores de acido sialico redujo
drasticamente la union de MVM y/o la entrada a las células.

Ejemplo 3: Generacidn de lineas celulares COSMC KO y SIc35A1 KO adicionales

Nuevos clones de la linea celular COSMC KO son generados como es descrito anteriormente en el Ejemplo 1 usando
células CHOK1 (GS -/-) y un par de ZFN disefiados para orientarse a la secuencia 5'-
GCCTTCTCAGTGTTCCGGAaaagtgTCCTGAACAAGGTGGGAT-3' (SEC ID NUM.: 10) en el exén 2 del gen COSMC
de CHO. Un ensayo de nucleasa A Cel-1 confirma la presencia de tres fragmentos de escision (es decir, 318, 184,
134 pb) en las células transfectadas con ZFN. Cinco clones de células individuales son aislados y la secuenciacion
revela eliminaciones de 1 a 12 pb, como es mostrado a continuacion.

Clon Genotipo

COSMC FO7 Eliminacién de 2 pb
COSMC G03 Inserciéon de 1 pb
COSMC H04 Insercién de 1 pb
COSMC A09 Eliminacion de 9 pb
COSMC H05 Eliminacion de 12 pb

El clon FO7 fue modificado de manera adicional para expresar una IgG humana usando procedimientos estandar. De
los numerosos clones identificados, dos clones que producen IgG son aislados (e identificados como 74H1, 71C3)
para analisis adicional (véase a continuacion).

El gen SIc35A1, que codifica un transportador de azucar de nucleétido (transportador de CMP-acido sialico), es
eliminado en células CHOK1 (GS-/-) usando ZFN disefiados para localizar 5'-
AGCTTATACCGTAGCTTTaagataCACAAG-GACAACAGCTAAA-3' (SEC ID NUM.: 13) o ZFN fue disefiado para
dirigirse a 5-~TTCAAGCTATACTGCTTGGCAGTGAT-GACTCTGGTGGCT-3' (SEC ID NUM.: 17) en el exén 1 del gen
SIc35A1 de CHO. Un ensayo de nucleasa A Cel-1 confirma la presencia de dos fragmentos de escision en las células
transfectadas con ZFN. Un clon de célula individual (B12) es aislado y la secuenciacién revela una eliminacién de 1
pb alrededor del sitio de union a ZFN. La linea celular SIc35A1 KO forma estructuras glicano N y O ligadas sin acido
sidlico terminal.

La tincion con lectina Il de Maackia Amurensis biotinilada (MALII; 20 ug/ml) y estreptavidina marcada con Alexa Fluor
647 (5 ug/ml) revela tincion reducida significativamente en las lineas celulares del clon FO7 COSMC KO, clon G03
COSMC KO, y SIc35A1 KO en comparacion con la linea celular progenitora (indicando ausencia de residuos de acido
sialico terminales en las lineas celulares KO).
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Ejemplo 4: Resistencia de las lineas celulares COSMC KO y Sic35A1 KO al virus MMV

Células de tipo salvaje (es decir, CHOZN GS-/-), COSMC KO (generadas con anterioridad en los Ejemplos 1y 3), y
SIc35A1 KO (generada arriba en el Ejemplo 3) fueron infectadas con virus MVMp a una MOI de 0,3 esencialmente
como se describid anteriormente en el Ejemplo 2. La infeccion fue analizada a través del andlisis Southern
(esencialmente como se describié con anterioridad) y ensayos estandar en placa.

Como es mostrado en la FIG. 1, las células de tipo salvaje muestran niveles altos de ADN, mientras que las lineas
celulares SIc35A1 KO y COSMC KO tienen niveles muy bajos de ADN viral; los clones COSMC F07 KO y COSMC
GO03 KO tienen niveles bajos de ADN viral; y el clon COSMC HO5 FO, que tiene una eliminacion de 12 pb, tiene niveles
de ADN viral similares a la linea celular progenitora. Dado que la eliminacién en HO5 estaba en marco, no es
sorprendente que las células exhibieran sensibilidad viral a niveles cercanos al tipo salvaje. Los resultados del ensayo
de placas se muestran en la FIG. 2. Las células SIc35A1 KO, COSMC KO, COSMC F07 KO, yCOSMC G03 KO tenian
niveles virales extremadamente bajos.

El analisis adicional de la resistencia viral es realizado usando clones FO7 de COSMC KO de tipo salvaje (es decir,
CHOZN GS-/-, también denominados 2E3), y G03, y clon B12SIc35A1 KO. Son cultivadas células en medio adicionado
con L-glutamina 6 mM e infectadas con MMVp a una MOI de 1 u 8 e incubadas en condiciones adecuadas. Las
muestras de células son retiradas a las 0, 24, 48, 72, 96, y 120 horas; la viabilidad celular es evaluada con tincién azul
tripano y la cuantificacion de MMV fue determinada por PCRq.

La viabilidad celular es presentada en la FIG. 3. 120 horas después de la infeccion, la viabilidad celular es reducida
hasta aproximadamente 50% en células de tipo salvaje (es decir, 2E3) (véase el panel A), mientras que en el clon FO7
de COSMC al menos el 93% de las células eran viables a las 120 horas después de la infeccion (véase el panel B).
La FIG. 4 muestra el curso temporal del virus asociado a las células (copia del genoma del virus (vgc) por célula)
después de la infeccién con MMV en el clon FO7 tipo salvaje (2E3) y COSMC a una MOI de 1 (véase el panel A) o
MOI de 8 (véase el panel B) (el calculo esta basado en la suposicion de que cada célula infectada puede producir 2 x
10* vgce). La fraccion de células infectadas en cada condicion es presentada a continuacion.

Tabla 3. Porcentaje de células infectadas
MOl Tipo de célula [Repeticion 0 hs. 24 hs. 48 hs. 72 hs. 96 hs. 120 hs.
% de células
1 2E3 A 44 21 28 36 24 55
B 41 27 26 30 32 14
FO7 A 5 2,1 1,7 1,6 0,5 1,9
B 6 2,2 2,0 1,4 0,7 2,5
8 2E3 A 115 70 91 42 65 118
B 105 85 113 55 60 90
FO7 A 32 14 12 6,9 1,1 55
B 27 14 11 3.4 4,8 75

Células de los clones F07, G03 y HO4 tipo salvaje (es decir, 2E3), COSMC KO, y el clon B12 de SIc35A1 KO son
infectadas en el punto de tiempo de -3 horas con MMVp a una MOI de 0,3 o 0,03 indistintamente. En el punto de
tiempo de 0, las células son lavadas tres veces con medio cultivado y luego son incubadas durante 21 horas (es decir,
un solo ciclo de replicacion). La replicacion viral fue analizada por determinacion del virus asociado a las células a las
0 y 21 horas. Como se muestra en la FIG. 5, la replicacion viral fue reducida en las lineas celulares COSMC KO vy
eliminada en la linea celular SIc35A1 KO.

Ejemplo 5: Resistencia de las lineas celulares COSMC KO y Sic35A1 KO al Reovirus-3

Células de tipo salvaje (es decir, 2E3), clon FO7 de COSMC KO, y Clon B12 de SIc35A1 KO son infectadas en el punto
de tiempo de -3 horas con reovirus-3 en dos diluciones (TCIDso = 5,6E+07 y 5,6E+06). En el punto de tiempo de 0, las
células son lavadas tres veces y luego son incubadas durante 24 horas (es decir, un solo ciclo de replicacion). La
replicacion viral es analizada por determinacion del virus asociado a las células a las 0 y 24 horas. Los niveles de virus
asociados a las células son reducidos drasticamente a las 24 horas en el clon de COSMC KO y casi eliminados en el
clon de SIc35A1 KO (véase la FIG. 6).
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Ejemplo 6: Ensayos de crecimiento de lineas celulares COSMC KO y Sic35A1 KO adicionales

Células de tipo salvaje (es decir, CHOZN GS-/-), clones F07 y G03 de COSMC KO, y el clon B12 de SIc35A1 KO son
cultivadas en ausencia o presencia de virus MVMp (a una MOI de 0,1) durante 8 a 10 dias. El crecimiento celular es
monitorizado por medicion de la densidad de células viables (a través de tincion con azul tripano) los dias 0, 1, 2, 3,
6, 7, 8 y 10. Como es mostrado en el panel A de la FIG. 7, las varias células KO tuvieron perfiles similares de
crecimiento en presencia o ausencia de virus, indicando resistencia a la inyeccion viral. En contraste, las células de
tipo salvaje muestran infectividad clasica, crecimiento dafiado y bajas viabilidades celulares en comparacion con los
cultivos no infectados.

El cultivo celular de tipo salvaje y los clones que producen IgG del clon FO7 de COSMC KO (es decir, 71H1 y 71C3)
es monitorizado en ausencia o presencia de virus esencialmente segun lo detallado con anterioridad. Como es
mostrado en el panel B de la FIG. 7, las lineas celulares KO que producen IgG también muestran resistencia
significativa a la infeccion viral. Los cultivos infectados crecen con indices similares y hasta una densidad celular pico
como los cultivos no infectados. Estos datos indican que secretar una IgG de la superficie celular no tiene impacto
discernible sobre el grado de resistencia viral exhibida por el progenitor COSMC KO. Aunque ambas lineas celulares
que producen IgG crecen con indices mas lentos en comparacion con las células de tipo salvaje, ambos productores
de IgG muestran resistencia a la infeccion viral (es decir, sin diferencia en comparacion con los cultivos no infectados).

Ejemplo 7: Generacion de la linea celular St3Gal4 KO y ensayos de crecimiento celular

Las células St3Gal4 KO son generadas esencialmente como fue descrito con anterioridad en el ejemplo 1 usando ZFN
disefiados para localizar 5-GGCAGCCTCCAGTGTCGTC gttgtgTTGTGGTGGGGAATGGGC (SEC ID NUM.: 14) en
el gen St3Gal4 de CHO. Un ensayo de nucleasa A Cel-1 confirma la presencia de tres fragmentos de escision (es
decir, 344 pb, 210 pb, y 135 pb) en las células transfectadas con ZFN. Cuatro clones celulares individuales son aislados
y la secuenciacion revela las siguientes mutaciones. Las células St3Gal4 KO tienen niveles reducidos de estructuras
de acido sialico.

Clon Genotipo del alelo 1 Genotipo del alelo 2
St3Gal4 1B08 Insercién de 4 pb Eliminaciéon de 5 pb
St3Gal4 7D10 Eliminacién de 2 pb Eliminacién de 8 pb
St3Gal4 1B10 Eliminacién de 5 pb Eliminacion de 11 pb
St3Gal4 1H11 Insercién de 3 pb Eliminacion de 11 pb

Las células St3Gal4 KO (es decir, clones 7D10, 1B8 y 1B10) y de tipo salvaje son cultivadas en ausencia o presencia
de virus MVMp a una MOI de 0,1 y el cultivo celular es monitorizado durante 9 dias. Las células St3Gal4 KO también
muestran resistencia significativa a la infeccion viral como es mostrado en la FIG. 8. Los cultivos KO infectados crecen
con indices similares y hasta una densidad celular pico como los cultivos KO no infectados. Estos estudios revelan
que la interrupcion de la estructura especifica de acido sialico 2-3 ligada sobre la superficie celular también reduce
drasticamente la entrada de MVM en dichas células.

Ejemplo 8: Generacidn de la linea celular doble KO St3Gal4 y St3Gal6

Las lineas celulares St3Gal4 KO (es decir, clones 7D10, 1B8 y 1B10) son usadas como células iniciales para generar
lineas celulares que también contienen un gen St3Gal6 bloqueado. Los ZFN son disefiados para localizar 5'-
CGGTACCTCTGATTTTGCTttgccCTATGGGACAAGGCC-3' (SEC ID NUM.: 15) y la edicién genética es realizada
esencialmente segun lo descrito en el Ejemplo 1. Un ensayo de nucleasa A Cel-1 confirma la presencia de tres
fragmentos de escision (es decir, 308 pb, 171 pb, y 137 pb) en las células transfectadas con ZFN. Seis clones celulares
individuales son aislados y la secuenciacion revela las siguientes mutaciones.
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Clon St3Gal6 Genotipo Derivado del clon St3Gal4
1E8 Dos eliminaciones de 8 pb diferentes + sustitucion de 1|/7D10
pb
1H8 Eliminacién de 8 pb + sustitucion de 1 pb 7D10
2D12 Insercién de 4 pb + eliminacién de 2 pb 1B08
4F7 Dos eliminaciones de 2 pb diferentes 1B08
2F11 Eliminacién de 8 pb 7D10
+ sustitucion de 1 pb y eliminacion de 13 pb
3C1 Eliminacién de 8 pb 7D10
+ sustitucion de 1 pb y eliminacion de 8 pb

Ejemplo 9: Generacidn de lineas celulares KO de C1GalT1

El gen C1GalT1 es bloqueado en células CHOK1 (GS -/-) usando ZFN disefiados para localizar 5'-ACCCTCAT-
GCTAGACatttaGATGATAACGAACCCAGTC-3' (SEC ID NUM.: 16) esencialmente como es descrito en el Ejemplo 1.
El ensayo de nucleasa Cel-1 confirma la presencia de dos fragmentos de escision (es decir, 223 pb y 148 pb) en las
células transfectadas con ZFN. Siete clones celulares individuales son aislados y la secuenciacion revela las siguientes
mutaciones.

Clon C1GalT1 Genotipo del alelo 1 Genotipo del alelo 2

2A8 Eliminacién de 8 pb Eliminacién de 8 pb

2A11 Eliminaciéon de 5 pb Insercién de 90 pb

2C12 Eliminacion de 8 pb Ninguna detectada

2G12 Eliminacion de 5 pb Ninguna detectada

3D12 Eliminacion de 8 pb Ninguna detectada

3E6 Eliminacién de 1 pb Eliminacién de 2 pb e insercion de 97 pb
3F2 Eliminaciéon de 5 pb Eliminacién de 5 pb e insercion de 31 pb

La tincion con MALII biotinilado y estreptavidina marcada con Alexa Fluor 647 revelan tincion significativamente
reducida en el clon 2C12 de C1GalT1 KO en comparacion con la linea celular progenitora.

Ejemplo 10: Generacidn de lineas celulares que sobreexpresan St6Gal1

Dado que se llega a la hipotesis de que el virus MVM no se une a los acidos sialicos ligados a alfa-2,6, son generadas
lineas celulares de CHO que sobreexpresan St6Gal1. La secuencia de codificacion de St6Gal1 de hamster chino es
obtenida del GenBank (AB492855) y de chogenome.org AQ2 (AFTD01061789 y AFTD01061790). El marco abierto
de lectura es sintetizado comercialmente con una secuencia Kozak (5-GCCGCCACCAatg-3'; SEC ID NUM.: 18)
afadida a la region 5'-no traducida (UTR). El fragmento sintetizado es clonado en el vector de expresion pJ602
(DNA2.0; Menlo Park, CA). La linea celular huésped CHO (GS-/-) y una linea celular de CHO que expresa IgG son
transfectadas (por electroporacion) con este constructo. Clones de células individuales son aislados usando un
clasificador celular FACSAriaTM Ill. Para esto, las células se tifieron con lectina Sambucus Nigra conjugada con FITC
(FITC-SNA), que se une al acido sidlico alfa-2,6 ligado, y las células con un maximo de 5% de fluoresencia son
colocadas en placas a razon de 1 célula/pocillo y son cultivadas. Los clones de células individuales son sometidos a
anadlisis FACS de dos colores en un Analizador MACSQuantVR (Miltenyi Biotec, San Diego, CA) tras la tincion con
MALII biotinilado, que se une al acido sialico alfa-2,3 ligado, y estreptavidina marcada con Alexa Fluor 647. Los clones
de células individuales que sobreexpresan St6Gal1 presentan mayores relaciones de FITC a AlexaFluor en
comparacion con las lineas celulares progenitoras no transfectadas.

La IgG es aislada de dos clones que sobreexpresan St6Gal1 (es decir, el clon 31 y el clon 32) y el clon de la célula
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progenitora. Los extractos de proteina celular IgG o total son reducidos y carboxiamidometilados de acuerdo con
procedimientos estandar antes de la tripsinizacion a 37°C durante la noche (12-16 h). La tripsina es desactivada por
calentamiento a 100°C durante 5 min. La purificacion de los fragmentos es llevada a cabo con un cartucho C18 SPE
(Waters, envase de 300 mg). Después de un lavado con acido acético al 5% (AcOH), los péptidos/glicopéptidos son
eluidos consecutivamente en 20% de isopropanol/5% de AcOHY, 40% de isopropanol/5% de AcOH, y 100% de
isopropanol. El eluyente es secado, reconstituido en tampén de fosfato que contiene PNGasa F, e incubado a 37°C
durante la noche. Los glicanos liberados son purificados usando un cartucho C18 permetilado y diluido en carbonato
de litio 1 mM/50% MeOH e infusionado directamente en un Espectrometro de masa LTQ Orbitrap Discovery (Thermo
Scientific) a un caudal de 0,5 ml/min para ionizacién por nanoaspersion. Un espectro de espectrometria de masa por
transformada de Fourier (FTMS) completo es obtenido a una resoluciéon de 30.000 para cada muestra para determinar
qué glicanos contenian acidos sialicos. La ligadura de acido sialico de los glicanos sialilados es determinada por
analisis de MSn. Cada muestra es sometida a seleccion de iones multiples y etapas de fragmentacion dentro de la
trampa de iones para ruptura de un glicano del tipo complejo hasta obtener una galactosa individual y después el
patrén de fragmentacion es observado.

Hubo diferencias sorprendentes entre los perfiles de N-glicano de la linea celular huésped GS (-/-) y las dos lineas
celulares que sobreexpresan St6Gal1 (es decir, los clones 31 y 32). En particular, no son identificados glicanos
sialilados en la linea celular huésped, debido a su baja abundancia. En contraste, los N-glicanos mono-, bi-, tri-, y
tetrasialilados son identificados en ambas lineas celulares que sobreexpresan St6Gal1. En particular, todas las
poblaciones excepto una poblacion sialilada en el clon 32 demuestran que contienen ambas ligaduras alfa-2,3 y alfa-
2,6.
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SINTETIZADA
<400> 2

Pro Lys Lys Lys Arg Arg Val
1 5

<210> 3

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SINTETIZADA

<400> 3
Lys Arg Pro Ala Ala Thr Lys Lys Ala Gly Gln Ala Lys Lys Lys Lys
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<210> 4
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
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<400> 4
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln Pro Lys Lys
1 5 10 15
Lys Arg Lys Val
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Ser Ser Ile Phe Ser Arg Ile Gly Asp Pro Pro Lys Lys Lys
5 10 15

val

Leu Phe Leu Gly Trp Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly
5 10 15

Lys Lys Lys Arg Lys Val
20

Leu Phe Leu Gly Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly
5 10 15

Ser Gln Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
20 25

Lys Glu Thr Trp Trp Glu Thr Trp Trp Thr Glu Trp Ser Gln Pro Lys

1

5 10 15

Lys Lys Arg Lys Val
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<210>9

<211> 39

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 9

aacaagttca agttcccage agetgtggta gtggaggac 39
<210> 10

<211> 43

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 10

gecticicag tgttccggaa aagtgtectg aacaaggtgg gat 43

<210> 11

<211> 39

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 11

ttcctggace acticccace cggtggecgg caggatgge 38

<210> 12

<211> 45

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 12

ttctgcactt caccatccag cageggacte agecigagag caget 45

<210> 13

<211> 43

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 13

agcttatacc gtagetttaa gatacacaag gacaacagcet aaa 43

<210> 14

<211> 43

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 14
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<210> 15

<211> 39

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 15

cggtacctct gatttigett tgcectatgg gacaaggec

<210> 16

<211> 39

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 16

acccicatge tagacattia gatgataacg aacccagte

<210> 17

<211> 39

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus
<400> 17

ttcaagctat actgetigge agtgatgact ctggtgget

<210> 18

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> SINTETIZADA
<400> 17

gcecgecacca atg 13
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REIVINDICACIONES

Una linea celular de ovario de hamster chino (CHO) modificada genéticamente en la que la entrada y/o
propagacion del virus diminuto del ratén (MVM) es reducida o eliminada en comparacién con una linea
celular progenitora no modificada, en la que la linea celular modificada genéticamente comprende una
secuencia cromosomica modificada que comprende una secuencia cromosémica inactivada que codifica la
St3 beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (St3Gal4).

La linea celular de mamifero modificada genéticamente de la reivindicacion 1, que ademas comprende una
secuencia cromosomica inactivada que codifica la (alfa-1,3-manosil)-glicoproteina beta-1,2-N-
acetilglucosaminiltransferasa 1 (Mgat1).

La linea celular de mamifero modificada genéticamente de la reivindicacién 1 o 2, en la que la secuencia
cromosomica modificada es modificada usando una técnica de modificacion del genoma mediada por
endonucleasa diana.

La linea celular de mamifero modificada genéticamente de la reivindicacion 3, en la que la endonucleasa
diana es una nucleasa con dedos de cinc.

La linea celular de mamifero modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que
ademas comprende al menos un acido nucleico que codifica una proteina recombinante seleccionada de un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una vacuna, un factor de crecimiento, una citoquina, una hormona,
o un factor de coagulacion.

La linea celular de mamifero modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que
ademas comprende al menos una secuencia cromosomica inactivada que codifica la glutamina sintetasa.

La linea celular de mamifero modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para
uso en un sistema de produccion bioldgica.

Una composicion que comprende la linea celular de mamifero modificada genéticamente de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7 y al menos un virus, en la que la linea celular exhibe resistencia a infeccién por
MVM.

Un procedimiento de reduccion del riesgo de contaminacion viral de un sistema de produccion bioldgica, el
procedimiento comprende proporcionar en el sistema de produccion biolégica el uso de la linea celular de
mamifero modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

Un procedimiento de reduccién o prevenciéon de la contaminacion viral de un producto de proteina
recombinante, el procedimiento comprende:

a. obtener la linea celular de mamifero modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones
1a6;y

b. expresar el producto de proteina recombinante en la linea celular de mamifero modificada genéticamente.
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