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DESCRIPCION
ARN guia quimicamente modificados para la regulacién génica mediada por CRISPR/CAS
Antecedentes de la invencion

La edicion del genoma con nucleasas disefiadas es una tecnologia revolucionaria para modificar esencialmente
cualquier secuencia genémica de interés (Porteus, M.H. y Carroll, D., Nature Biotechnology 23, 967-973 (2005)).
Esta tecnologia explota las nucleasas disefiadas para generar roturas en la doble cadena (DSB, por sus siglas en
inglés) especificas de sitio, seguidas de la resolucién de las DSB mediante mecanismos de reparacién celular
enddgenos. El resultado puede ser la mutacion de un sitio especifico a través de uniones terminales mutagénicas no
homologas (NHEJ, por sus siglas en inglés), creando inserciones o deleciones (ins/del) en el sitio de la rotura o el
cambio preciso de una secuencia gendmica mediante recombinacién homologa (RH) utilizando un molde donante
introducido exdgenamente (Hendel et al., Trends in Biotechnology 33, 132-140 (2015). Una adicién importante
reciente a esta plataforma es el sistema de repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR)/Cas que consiste en una nucleasa guiada por ARN (Cas) y un ARN guia corto (ARNsg)
Jinek, M. et al., Science 337, 816-821 (2012), Mali, P. et al., Science 339, 823-826 (2013), Cong, L. et al., Science
339, 819-823 (2013), Hsu et al., Cell 157, 1262-1278 (2014)). El ARN guia estd compuesto por dos ARN
denominados ARN CRISPR (ARNcr) y ARNcr transactivador (ARNtracr), que se fusionan tipicamente en un ARN
guia unico quimérico (ARNsg).

Los ARNsg para la edicion del genoma pueden consistir en 100 nucleétidos (nt) de los cuales 20 nt en el extremo 5'
hibridan con una secuencia de ADN diana mediante el emparejamiento de bases de Watson-Crick y guian a la
endonucleasa Cas para escindir el ADN gendmico diana.

El sistema CRISPR/Cas también se ha adaptado para el control especifico de secuencia de la expresion génica, por
ejemplo, inhibicidon o activacion de la expresidon génica. Usando variantes particulares del polipéptido Cas9 que
carecen de actividad endonucleasa, los genes diana pueden ser reprimidos o activados (Qi et al., Cell, 2013,
152(5):1173-7783, Perez-Pinera et al., Nat Methods, 2013, 10(10):973-976, Maeder et al., Nat Methods, 2013,
10(10):977-979, Gilbert et al., Cell, 2014, 159:647-661, O'Connell et al., Nature, 2014, 516:263-266).

Desafortunadamente, la edicién del genoma y la modulacion de la expresién génica mediante el sistema
CRISPR/Cas siguen siendo ineficaces, especialmente en células primarias. Como tales, existe la necesidad en la
técnica de composiciones y métodos mejorados basados en el sistema CRISPR/Cas que puedan usarse para la
regulacién de genes, por ejemplo, editando el genoma, inhibiendo la expresién génica y activando la expresion
génica. La presente invencion satisface esta necesidad y también proporciona ventajas adicionales.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion proporciona métodos in vitro para inducir (por ejemplo, inicio, modulacién, potenciacion, etc.)
la regulacién génica de un acido nucleico diana en una célula como se define en las reivindicaciones. La invencion
incluye el uso de ARN guia Unico modificados (ARNsg) que mejoran la edicién del genoma y/o la inhibicién o
activacion de la expresion génica de un acido nucleico diana en una célula primaria (por ejemplo, cultivada in vitro
para su uso en terapia ex vivo) o en una célula en un sujeto tal como un ser humano (por ejemplo, para su uso en
terapia in vivo). La presente invencion se usa con células primarias y en cualquier locus génico que sea susceptible
de tecnologia de edicion del genoma mediada por nucleasas.

En particular, la presente invencion proporciona un método in vitro para inducir la regulacién génica de un acido
nucleico diana en una célula primaria, comprendiendo el método introducir en la célula primaria:

(a) un ARN guia unico (ARNsg) modificado que comprende una primera secuencia de nucleétidos que es
complementaria al acido nucleico diana y una segunda secuencia de nucleétidos que interactia con un
polipéptido de proteina asociada a CRISPR (Cas), en donde uno o mas de los nucledtidos en la primera
secuencia de nucleétidos y/o la segunda secuencia de nucleétidos son nucleétidos modificados, en donde los
nucleétidos modificados se seleccionan de entre el grupo que consiste en un nucledtido de 2'-O-metil 3'-
fosforotioato (MS), un nucleétido de 2'-O-metil 3'-tiofosfonoacetato (MSP) y una combinacion de los mismos; y

(b) un polipéptido Cas, un ARNm que codifica un polipéptido Cas y/o un vector de expresion recombinante que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido Cas,

en donde el ARNsg modificado guia el polipéptido Cas hacia el acido nucleico diana, y

en donde el ARNsg modificado induce la regulacién génica del acido nucleico diana con una actividad mejorada en
relaciéon con un ARNsg sin modificar correspondiente y

en donde la actividad mejorada comprende un aumento o mejora en la eficiencia y/o la frecuencia de induccién,
modulacion, regulacién o control de la edicion del genoma y/o la expresion génica.
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Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes para un experto en la técnica
a partir de la siguiente descripcion detallada y las figuras.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-G muestran que los ARNsg sintetizados y quimicamente modificados facilitan altos niveles de
escision del ADN in vitro y altas frecuencias de ins/del en una linea celular humana (K562). La Figura 1A muestra la
secuencia y el esquema de la estructura secundaria del ARNsg de /IL2RG cargado en Cas9 y unido a su sitio diana
gendmico. Los nucledtidos con modificaciones quimicas estan marcados con sefiales blancas. La Figura 1B
representa estructuras de modificaciones quimicas incorporadas durante la sintesis quimica de ARNsg (Tabla 1 para
secuencias). Cuando estan presentes, modificaciones quimicas que comprenden: 2’-O-metilo (M), 2’-O-metilo,
3'fosforotioato (MS) o 2'-O-metilo, 3'tioPACE (MSP) (mostrados en gris) se incorporaron en tres nucleétidos
terminales en ambos extremos 5' y 3'. La Figura 1C muestra la alteracion del gen por NHEJ mutagénico medido por
secuenciacion profunda de amplicones de PCR. La Figura ID muestra la adicién de genes por RH en los tres loci
IL2RG, HBB y CCR5 en células K562 inducidas por Cas9 en combinacion con ARNsg sintéticos. Los ARNsg
sintéticos se administraron a 1 ug (sombreado claro) o 20 ug (sombreado oscuro) por 1 millén de células. Cas9 se
expreso a partir de un plasmido (2 pg) y para los experimentos de RH se incluyeron 5 ug de plasmido donante que
codifica GFP. Como control positivo, se utilizaron 2 ug de plasmido de ARNsg que codifica tanto el ARNsg como la
proteina Cas9 (barras grises). Las barras representan valores promedio +SEM, n=3. La Figura IE muestra la
especificidad de la escision dirigida mediada por ARNsg sintéticos como se realiza en la Figura 1C para 20 ug de
ARNSsg. Las frecuencias de ins/del se midieron mediante la secuenciaciéon profunda de amplicones de PCR de los
loci genémicos diana y tres loci fuera de la diana predichos bioinformaticamente para cada gen. Las barras
representan valores promedio +SEM, n=3. La Figura IF muestra la administracion escalonada de 15 yg de ARNm de
Cas9 y 10 uyg de ARNsg sintéticos de IL2RG en 1 millén de células K562 usando electroporacion. Las barras
representan el promedio de frecuencias de ins/del +SEM, n=3 medido por analisis TIDE de amplicones de PCR que
abarcan los sitios diana de ARNsg, utilizando una muestra tratada de forma simulada como control de referencia. En
la Figura 1G, la proteina Cas9 formé un complejo previamente con un exceso 2,5 molar de los ARNsg de IL2RG
sintéticos indicados y se nucleofectd en 1 millon de células K562 en las cantidades indicadas. Las frecuencias de
ins/del se midieron mediante analisis TIDE como se indica anteriormente y las barras representan las frecuencias
promedio de inv/del +SEM, n=3.

Las Figuras 2A-2C muestran que los ARNsg modificados quimicamente facilitan altas tasas de alteracion génica en
linfocitos T primarios humanos y células madre hematopoyéticas y progenitoras CD34+ (HSPC, por sus siglas en
inglés). Se nucleofectaron 1 millon de linfocitos T humanos primarios con 10 ug de los ARNsg sintéticos indicados y
15 ug de ARNm de Cas9 o 1 ug de plasmido que codifica Cas9 (Figura 2A). Se incluyé 1 ug de plasmido que
codifica tanto el ARNsg como la proteina Cas9 para la comparacion. Las barras representan el promedio de las
frecuencias de ins/del para tres donantes diferentes +SEM, n=6 medido por analisis TIDE de amplicones de PCR
que abarcan los sitios diana de ARNsg y usando una muestra de tratamiento simulado como control de referencia.
En la figura 2B, los linfocitos T estimulados se nucleofectaron como anteriormente, pero con 15 ug de proteina Cas9
en complejo previo con un exceso 2,5 molar de los ARNsg de CCRS sintéticos indicados. Las frecuencias de ins/del
se midieron mediante analisis TIDE como se ha indicado anteriormente. Las barras representan el promedio de las
frecuencias de ins/del para tres donantes diferentes +SEM, n=6. En la Figura 2C, se nucleofectaron 500.000 HSPC
CD34+ de sangre periférica humana movilizada con 10 ug de los ARNsg sintéticos indicados dirigidos a IL2RG o
HBB y 15 ug de ARNm de Cas9 o 1 ug de plasmido Cas9. Se incluyé 1 ug de plasmido de ARNsg que codifica tanto
el ARNsg como la proteina Cas9 para la comparacion. Las barras representan el promedio de frecuencias de ins/del
+SEM, n=3 medido mediante ensayo de escision con endonucleasa de T7. En la Figura 2D, se nucleofectaron 1
millén de linfocitos T estimulados o HSPC CD34+ de sangre periférica humanas movilizadas con 15 uyg de ARNm de
Cas9 y 10 yg de los ARNsg de CCRS5 sintéticos indicados. Cuando se usa en combinacion, la cantidad de cada
ARNSsg fue de 5 pg. Las frecuencias de ins/del para muestras con ARNsg unicos se midieron mediante analisis TIDE
como se ha indicado anteriormente y las frecuencias de ins/del para muestras con dos ARNsg se midieron mediante
secuenciacion de los productos de PCR clonados (véanse las FIGS. 18A-B). Las barras representan el promedio de
frecuencias de ins/del +SEM, n=3.

La Figura 3 muestra la escisién de Cas9 de dianas e ADNbc dirigidas por ARNsg modificados quimicamente in vitro.
Las barras indican el rendimiento en porcentaje de los productos de escision de los fragmentos de ADN diana (véase
la Figura 4) tratados con proteina Cas9 y ARNsg. Se muestran los valores promedio +SEM para tres sintesis
independientes de cada ARNsg.

La Figura 4 muestra la escision de Cas9 de dianas e ADNbc dirigidas por ARNsg modificados quimicamente in vitro.
Los productos de escision de la escision bioquimica de ADNbc dianas se ensayaron en DNA 7500 LabChips en un
Bioanalyzer 2200. Se muestran geles representativos para cada diana y se incluyen réplicas adicionales en los
resultados representados en la Figura 3. Las muestras fueron las siguientes: (L): escalera, (1): ARNsg sin modificar
+ ADN diana (-tratado simulado con Cas9), (2): ADN diana + proteina Cas9 (-tratado simulado con ARNsg), (3):
ARNSsg sin modificar + ADN diana + proteina Cas9, (4): M ARNsg + ADN diana + proteina Cas9, (5): MS ARNsg +
ADN diana + proteina Cas9 y (6): MSP ARNsg + ADN diana + proteina Cas9.
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La Figura 5 ilustra la especificidad de la escision dirigida mediada por ARNsg sintéticos. La especificidad de la diana
se evalué como en la Figura IE usando secuenciacion profunda lllumina, pero con las muestras de la Figura 1C
nucleofectadas con 1 ug de ARNsg. Las frecuencias de ins/del se midieron mediante secuenciaciéon profunda de
amplicones de PCR de los tres loci fuera de la diana predichos bioinformaticamente para cada ARNsg. Las barras
representan valores promedio +SEM, n=3, mostrados en una escala logaritmica. Véase, la Tabla 5 con los
porcentajes de ins/del.

La Figura 6 muestra la titulacion de MSP ARNsg dirigido al ARNm de IL2RG y Cas9 en células K562. Las
frecuencias de ins/del medidas son promedios de tres réplicas y los valores se indican en un mapa de calor. El SEM
de las réplicas (n = 3) no esta indicado para mayor claridad, pero son todos menores del 4 % de los valores
indicados medidos. Las frecuencias de ins/del se midieron mediante analisis TIDE de amplicones de PCR que
abarcan los sitios diana de ARNsg y utilizando una muestra tratada de forma simulada como control de referencia.

La Figura 7 proporciona un diagrama experimental esquematico de la administracion escalonada de ARNsg y ARNm
de Cas9. Resumen esquemdtico del experimento que produce datos para la Figura 1G. Las células K562 se
nucleofectaron en los puntos de tiempo indicados con ARNm de Cas9 y/o ARNsg dirigidos a IL2RG. ElI ADN
genomico se extrajo 72 horas después de la nucleofeccion del dltimo componente y las frecuencias de ins/del se
midieron mediante TIDE utilizando una muestra tratada de forma simulada como control de referencia.

La Figura 8 compara la proteina Cas9 de diferentes proveedores. Tres dias después de que 1 millén de células K562
fueran nucleofectadas con 15 ug de proteina Cas9 previamente en complejo con un exceso 2,5 molar de MS
ARNSsg, se extrajo el ADN gendmico y se midieron las frecuencias de ins/del mediante TIDE utilizando una muestra
tratada de forma simulada como control de referencia. Las barras representan promedios +SEM, n=3.

Las Figuras 9A-9B muestran que la especificidad de la escision dirigida esta mediada por ARNsg de IL2RG
sintéticos y plasmido, ARNm o proteina Cas9. La especificidad de la diana se evalud en la Figura IE y la Figura 5
usando secuenciacién profunda de lllumina y visualizada en una escala lineal (Figura 9A) y escala logaritmica (Fig.
9B). Se nucleofectaron 1 millén de células K562 con (i) 2 ug de plasmido Cas9 + 20 ug de ARNsg, (ii) 15 ug de
ARNm de Cas9 + 10 ug de ARNsg, o (iii) 15 pg de proteina Cas9 en complejo previo con 7,6 ug de ARNsg (relacion
molar proteina:ARNsg= 1:2,5). Los resultados del plasmido Cas9 son los mismos que se muestran en la Figura IE.
Las barras representan el promedio de frecuencias de ins/del +SEM, n=3.

La Figura 10 muestra altas eficiencias de nucleofeccion de ARN en linfocitos T humanos primarios. Se
nucleofectaron linfocitos T estimulados de tres donantes diferentes con ARNm de GFP tres dias después de la
estimulacion. La expresion de GFP se midié tres dias después de la nucleofeccion mediante citometria de flujo. La
expresion de GFP en las células nucleofectadas (gris) se muestra en relacion con las células transfectadas de forma
simulada (negro).

La Figura 11 muestra que el aumento de las cantidades de ARNsg de CCR5 y ARNm de Cas9 en la nucleofeccion
de los linfocitos T produjo frecuencias de ins/del similares. Se nucleofectaron linfocitos T estimulados con las
cantidades indicadas de ARNsg MSP CCR5 y ARNm de Cas9. Las frecuencias de ins/del se midieron mediante
anadlisis TIDE de amplicones de PCR que abarcan los sitios diana de ARNsg y utilizando una muestra tratada de
forma simulada como control de referencia. Se muestran las frecuencias promedio de ins/del +SEM, n=6.

La Figura 12 muestra frecuencias de ins/del similares en poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ y totales. Los
linfocitos T estimulados se nucleofectaron con ARNsg de CCR5 MSP y ARNm de Cas9 y posteriormente se
clasificaron en subpoblaciones CD4+ y CD8+. Las frecuencias de ins/del se midieron mediante TIDE y se
compararon con las frecuencias de ins/del en la poblacion general. Las barras representan el promedio de
frecuencias de ins/del para un donante de linfocitos T +SEM, n=8.

La Figura 13 muestra que las frecuencias de ins/del en los linfocitos T humanos primarios son estables en el tiempo.
Los linfocitos T estimulados se nucleofectaron con ARNsg de CCR5 MSP y ARNm de Cas9. El ADNg se extrajo de
un subconjunto de células en los puntos de tiempo indicados y las frecuencias de ins/del se midieron mediante
analisis TIDE de amplicones de PCR que abarcan el sitio diana del ARNsg y usando una muestra tratada de forma
simulada como control de referencia. Las frecuencias promedio de ins/del se muestran para tres donantes de
linfocitos T diferentes +/-SEM, n=6.

La Figura 14 muestra frecuencias mas bajas de muerte celular en linfocitos T nucleofectados con ARNsg sintéticos y
ARNm de Cas9 en comparacion con el plasmido Cas9. Se nucleofectaron 1 millén de linfocitos T estimulados con
10 ug de los ARNsg sintéticos indicados y 15 ug de ARNm de Cas9 o 1 ug de plasmido que codifica Cas9. Se
incluyé 1 ug de plasmido que codifica tanto el ARNsg de CCR5 como la proteina Cas9 para comparacién (plasmido
de ARNSsg). Tres dias después de la nucleofeccion, las células se tifieron con la tincion de células VIVAS/MUERTAS.
Las barras representan los porcentajes promedio de células muertas para tres donantes de linfocitos T diferentes
+SEM, n=6.

La Figura 15 muestra los resultados de un ensayo de proliferacion después de la nucleofeccion de ARNsg sintéticos
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en linfocitos T. Los linfocitos T estimulados de dos donantes diferentes se nucleofectaron el dia 0 y se controld la
proliferacién celular usando el ensayo CellTiter Glo. El SEM de las réplicas no esta indicado para mayor claridad,
pero son todos menores del 15 % de los valores indicados.

La Figura 16 muestra la rotura de CCR5 en linfocitos T no estimulados. Se nucleofectaron linfocitos T humanos no
estimulados de tres donantes diferentes el dia del aislamiento con el ARNsg MS y el ARNm de Cas9. El ADNg se
extrajo tres dias después de la nucleofeccién y las frecuencias de ins/del se midieron mediante TIDE utilizando una
muestra tratada de forma simulada como control de referencia. Las barras representan el promedio +SEM, n=2.

La Figura 17 ilustra las frecuencias de ins/del en HSPC PB CD34+ movilizadas para IL2RG y HBB. Tres dias
después de la nucleofeccion de HSPC CD34+, se extrajo el ADN gendmico y se midieron las frecuencias de ins/del
mediante el ensayo T7. Se muestra un gel representativo de tres réplicas bioldgicas para cada IL2RG y HBB. +SEM,
n=2.

Las Figuras 18A-B muestran altas frecuencias de modificacién del gen CCR5 en linfocitos T humanos primarios y
HSPC CD34+ usando dos ARNsg. Los linfocitos T estimulados de tres donantes diferentes y las HSPC CD34+
movilizadas con PB se nucleofectaron por triplicado con el ARNsg 'D' y 'Q" junto con ARNm Cas9. El ADNg se
extrajo tres dias después de la nucleofeccion y la region modificada de CCR5 se amplific6 mediante PCR usando un
par de cebadores que generaron un amplicon de 2,1 kb para los alelos sin modificar (Figura 18A). Los amplicones de
PCR se subclonaron en un plasmido para su transformacion y se secuenciaron colonias individuales que
representan alelos individuales, referenciados respecto a la secuencia genémica esperada y clasificados de acuerdo
con el genotipo alélico (Figura 18B).

La Figura 19 muestra que los ARNsg modificados con MS funcionan mejor que los ARNsg sin modificar en las HSPC
CD34+. Las HSPC CD34+ se nucleofectaron con 30 ug de proteina Cas9 en complejo con un exceso 2,5 molar de
los ARNsg de HBB sintéticos indicados. Las frecuencias de Ins/del se midieron mediante analisis TIDE cuatro dias
después de la nucleofeccidon. Las barras representan las frecuencias promedio de ins/del para tres donantes
diferentes +SEM, n=3. ** p < 0,01, Prueba t de Student.

La Figura 20 muestra que los ARNsg modificados pueden usarse para una edicion eficiente del genoma
multiplexado. 1 millén de células K562 se nucleofectaron con 15 ug de ARNm de Cas9 y 5 ug de ARNsg de CCRS,
HBB o IL2RG modificado con MS o los tres ARNsg (multiplexados) (3x5 ug). Las frecuencias de Ins/del se midieron
mediante andlisis TIDE en cada uno de los tres loci tres dias después de la nucleofeccion. Las barras representan
las frecuencias promedio de ins/del +SEM, n=3. *** p < 0,001, n.s. = p 2 0,05, Prueba t de Student.

La Figura 21 muestra productos de PCR que abarcan el sitio diana CCR5 después de la recombinacién homoéloga
usando ARNsg de CCR5 quimicamente modificados, ARNm de Cas9 y un ssODN de CCRS5.

Descripcion detallada
l. Introduccién

En el presente documento se proporcionan métodos para la edicién del genoma basado en CRISPR/Cas y/o la
modulacién de la expresion génica en una célula in vitro (por ejemplo, una célula primaria para su uso en terapia ex
vivo). En particular, los métodos proporcionados en el presente documento utilizan ARN de guia Unico modificados
quimicamente (ARNsg) que tienen una actividad mejorada durante la regulaciéon génica (por ejemplo, editando el
genoma, inhibicion de la expresion génica y activacion de la expresion génica) en comparacion con los ARNsg sin
modificar correspondientes. En determinados aspectos, la presente invencion proporciona métodos in vitro para la
regulacién génica de un acido nucleico diana en una célula mediante la introduccién de un ARNsg quimicamente
modificado que hibrida con el acido nucleico diana junto con una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una
variante o fragmento de la misma, un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una
variante o fragmento del mismo, o un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de
nuclestidos que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma.
En otros aspectos determinados, la presente divulgaciéon proporciona métodos para prevenir o tratar una enfermedad
genética en un sujeto mediante la administracion de una cantidad suficiente del ARNsg quimicamente modificado
para corregir una mutacién genética asociada con la enfermedad.

Il. Aspectos generales

La practica de la presente invencion emplea, a no ser que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
inmunologia, bioquimica, quimica, biologia molecular, microbiologia, biologia celular, genémica y ADN
recombinante, que estan dentro de la experiencia de la materia. Véase Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, 1989), Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel, et al. eds.,
(1987)), la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.): PCR 2: A Practical Approach (M. J. MacPherson, B.
D. Hames y G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow y Lane, eds. (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, and Animal Cell
Culture (R. I. Freshney, ed. (1987)).
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Los oligonucleétidos que no estan disponibles comercialmente se pueden sintetizar quimicamente, por ejemplo,
segun el método de triéster de fosforamidita en fase solida descrito por primera vez por Beaucage y Caruthers,
Tetrahedron Lett. 22:1859-1862 (1981), utilizando un sintetizador automatico, como se describe en Van Devanter et.
al.,, Nucleic Acids Res. 12:6159-6168 (1984). La purificacion de oligonucleétidos se realiza utilizando cualquier
estrategia reconocida en la técnica, por ejemplo, electroforesis en gel de acrilamida nativa o cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) de intercambio aniénico como se describe en Pearson y Reanier, J. Chrom. 255: 137-149
(1983).

Ill. Definiciones

A menos que se indique especificamente lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado que el que entienden cominmente los expertos habituales en la
materia a la que pertenece la presente invencion. Ademas, cualquier método o material similar o equivalente a un
método o material descrito en el presente documento puede usarse en la practica de la presente invencién. Para los
fines de la presente invencion, se definen los siguientes términos.

Los términos "un", "uno/a", o "el/la" como se usa en el presente documento no solo incluye aspectos con un
miembro, sino que también incluye aspectos con mas de un miembro. Por ejemplo, la forma singular "un", "uno/a", y
"el/la" incluyen las referencias plurales salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Por lo tanto, por ejemplo,
la referencia a "una célula" incluye una pluralidad de dichas células y la referencia a "el agente" incluye una

referencia a uno o mas agentes conocidos por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

La expresién "célula primaria" se refiere a una célula aislada directamente de un organismo multicelular. Las células
primarias tipicamente han experimentado muy pocas duplicaciones de poblacion y, por lo tanto, son mas
representativas del componente funcional principal del tejido del que derivan en comparacion con las lineas celulares
continuas (tumorales o inmortalizadas artificialmente). En algunos casos, las células primarias son células que se
han aislado y luego se han utilizado inmediatamente. En otros casos, las células primarias no pueden dividirse
indefinidamente y, por lo tanto, no pueden cultivarse durante largos periodos de tiempo in vitro.

La expresion "edicion del genoma" se refiere a un tipo de ingenieria genética en la que el ADN se inserta, se
reemplaza o se elimina de un ADN diana, por ejemplo, el genoma de una célula, utilizando una o mas nucleasas y/o
nickasas. Las nucleasas crean roturas especificas de doble cadena (DSB) en ubicaciones deseadas en el genoma y
aprovechan los mecanismos enddgenos de la célula para reparar la rotura inducida por reparacion dirigida por
homologia (HDR, por sus siglas en inglés) (por ejemplo, recombinacién homdloga) o por unién de extremos no
homodlogos (NHEJ ). Las nickasas crean roturas especificas de una sola cadena en las ubicaciones deseadas del
genoma. En un ejemplo no limitante, se pueden usar dos nickasas para crear dos roturas de una sola cadena en
cadenas opuestas de un ADN diana, generando asi un final romo o pegajoso. Se puede introducir cualquier
nucleasa adecuada en una célula para inducir la ediciéon del genoma de una secuencia de ADN diana que incluye,
pero sin limitaciones, proteina asociada a CRISPR

(Cas) nucleasas, nucleasas de dedo de cinc (ZFN), nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion
(TALEN), meganucleasas, otras endonucleasas o exonucleasas, variantes de las mismas, fragmentos de las mismas
y combinaciones de las mismas. En realizaciones particulares, la ediciéon del genoma mediada por nucleasas de una
secuencia de ADN diana puede ser "inducida" o "modulada" (por ejemplo, mejorada) usando los ARN guia Unicos
(ARNsg) modificados descritos en el presente documento en combinacién con nucleasas Cas (por ejemplo,
polipéptidos Cas9 o ARNm de Cas9), por ejemplo, para mejorar la eficiencia de la ediciéon precisa del genoma
mediante la reparacion dirigida por homologia (HDR).

La expresion "reparacion dirigida por homologia" o "HDR" se refiere a un mecanismo en las células para reparar con
precision y exactitud las roturas del ADN de doble cadena utilizando un molde homodlogo para guiar la reparacion. La
forma mas comun de HDR es la recombinacién homdloga (RH), un tipo de recombinacion genética en la que las
secuencias de nucledtidos se intercambian entre dos moléculas de ADN similares o idénticas.

La expresion "union de extremos no homadlogos" o "NHEJ" se refiere a una ruta que repara roturas de ADN de doble
cadena en las que los extremos rotos se ligan directamente sin necesidad de un molde homdlogo.

La expresion "acido nucleico", "nucleotido”, o "polinucledtido” se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos
ribonucleicos (ARN) y polimeros de los mismos en forma monocatenaria, bicatenaria o multicatenaria. El término
incluye, pero sin limitaciones, ADN o ARN monocatenario, bicatenario o multicatenario, ADN gendmico, ADNCc,
hibridos de ADN-ARN o un polimero que comprende bases puricas y/o pirimidinicas u otras bases nucleotidicas
naturales, quimicamente modificadas, bioquimicamente modificadas, no naturales, sintéticas o derivatizadas. En
algunas realizaciones, un acido nucleico puede comprender una mezcla de ADN, ARN y anédlogos de los mismos. A
menos que se limite especificamente, el término abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de
nucledtidos naturales que tienen propiedades de unién similares a las del acido nucleico de referencia y se
metabolizan de manera similar a los nucleétidos de origen natural. A menos que se indique otra cosa, una secuencia
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de acido nucleico particular también abarca implicitamente variantes modificadas conservadoramente de la misma
(por ejemplo, sustituciones de codones degenerados), alelos, ortélogos, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y
secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. En concreto, se pueden conseguir
sustituciones de codones degeneradas generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas (o todos)
codones seleccionados esta sustituida con restos de base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acids Res.
19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98
(1994)). La expresion acido nucleico se usa de forma indistinta con gen, ADNc y ARNm codificado por un gen.

La expresiéon "analogo nucleotidico” o "nucledtido modificado" se refiere a un nucleétido que contiene una o mas
modificaciones quimicas (por ejemplo, sustituciones), en o sobre la base nitrogenada del nucleésido (por ejemplo,
citosina (C), timina (T) o uracilo (U), adenina (A) o guanina (G)), en o sobre el resto de azucar del nucleésido (por
ejemplo, ribosa, desoxirribosa, ribosa modificada, desoxirribosa modificada, analogo de azucar de seis miembros o
analogo de azucar de cadena abierta), o el fosfato.

El término/expresion "gen" o "secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido" significa el segmento de ADN
implicado en la produccion de una cadena polipeptidica. El segmento de ADN puede incluir regiones que preceden y
siguen a la region codificante (lider y trailer) implicadas en la transcripcion/traduccion del producto génico y la
regulacion de la transcripcidn/traduccidon, asi como secuencias intermedias (intrones) entre segmentos de
codificacion individuales (exones).

Los términos "polipéptido”, "péptido”, y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente documento para
hacer referencia a un polimero de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en
donde uno o mas restos de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural
correspondiente, asi como de polimeros de aminoacidos de origen natural y de polimeros de aminoacidos de origen
no natural. Como se usa en el presente documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier
longitud, incluyendo proteinas de longitud completa, en donde los restos de aminoacidos estan unidos por enlaces
covalentes.

El término "variante" se refiere a una forma de organismo, cepa, gen, polinucleétido, polipéptido, o caracteristica que
se desvia de lo que ocurre en la naturaleza.

El término "complementariedad" se refiere a la capacidad de un acido nucleico parar formar enlace(s) de hidrégeno
con otra secuencia de acido nucleico mediante tipos de Watson-Crick tradicionales u otros tipos no tradicionales. Un
porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de restos en una molécula de acido nucleico que puede
formar enlaces de hidrogeno (por ejemplo, emparejamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia
de acido nucleico (por ejemplo, siendo 5, 6, 7, 8, 9, 10 de cada 10 un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 %
complementarias). "Perfectamente complementario” significa que todos los restos contiguos de una secuencia de
acido nucleico formaran un puente de hidrégeno con el mismo nimero de restos contiguos en una segunda
secuencia de acido nucleico. "Sustancialmente complementaria”, como se usa en el presente documento, se refiere
a un grado de complementariedad que es al menos del 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %. 97 %,
98 %, 99 % o 100 % en una region de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40,
45, 50 o mas nucledtidos, o se refiere a dos acidos nucleicos que se hibridan en condiciones rigurosas.

La expresién "condiciones rigurosas" para la hibridacion se refiere a las condiciones en las que un acido nucleico
que tiene complementariedad con una secuencia diana hibrida predominantemente con la secuencia diana y
sustancialmente no hibrida con secuencias no diana. Las condiciones rigurosas generalmente dependen de la
secuencia y varian segun una serie de factores. En general, cuanto mas larga sea la secuencia, mayor es la
temperatura a la que la secuencia se hibrida especificamente con su secuencia diana. Los ejemplos no limitantes de
condiciones rigurosas se describen con detalle en Tijssen (1993), Laboratory Techniques In Biochemistry And
Molecular Biology-Hybridization With Nucleic Acid Probes Part 1, Segundo capitulo "Overview of principles of
hybridization and the strategy of nucleic acid probe assay", Elsevier, N.Y.

El término "hibridacion" se refiere a una reaccién en la que uno o mas polinucleétidos reaccionan para formar un
complejo que se estabiliza mediante enlaces de hidrégeno entre las bases de los restos de nucleétidos. El enlace de
hidrogeno puede ocurrir por emparejamiento de bases de Watson Crick, unidon de Hoogstein o de cualquier otra
manera especifica de secuencia. El complejo puede comprender dos cadenas que forman una estructura duplex,
tres o méas cadenas que forman un complejo multicatenario, una sola cadena autohibridante o cualquier combinacion
de estas.

Un "vector de expresiéon recombinante" es una construccion de acido nucleico, generada de forma recombinante o
sintética, con una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcion de una
secuencia polinucleotidica particular en una célula hospedadora. Un vector de expresion puede ser parte de un
plasmido, genoma viral o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, un vector de expresién incluye un polinucleétido
a transcribir, unido operativamente a un promotor. "Unido operativamente" en este contexto significa dos o mas
elementos genéticos, tal como una secuencia codificante de polinucleétidos y un promotor, colocados en posiciones
relativas que permiten el correcto funcionamiento bioldgico de los elementos, tal como el promotor que dirige la
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transcripcion de la secuencia codificante. El término "promotor" se usa en el presente documento para hacer
referencia a una serie de secuencias de control de acido nucleico que dirigen la transcripcion de un acido nucleico.
Como se usa en el presente documento, un promotor incluye las secuencias de acidos nucleicos necesarias
préximas al sitio de inicio de la transcripcion, tal como, en el caso de un promotor de la polimerasa de tipo Il, un
elemento TATA. Un promotor incluye también opcionalmente un potenciador distal o elementos represores, que se
pueden localizar tanto como varios miles de pares de bases desde el sitio de inicio de la transcripcion. Otros
elementos que pueden estar presentes en un vector de expresién incluyen aquellos que mejoran la transcripcion (por
ejemplo, potenciadores) y terminan la transcripcion (por ejemplo, terminadores), asi como aquellos que confieren
cierta afinidad o antigenicidad de unién a la proteina recombinante producida a partir del vector de expresion.

"Recombinante” se refiere a un polinucledtido, polipéptido, célula, tejido u organismo modificado genéticamente. Por
ejemplo, un polinucleétido recombinante (o una copia o complementario de un polinucleétido recombinante) es uno
que ha sido manipulado usando métodos bien conocidos. Un casete de expresion recombinante que comprende un
promotor unido operativamente a un segundo polinucleétido (por ejemplo, una secuencia codificante) puede incluir
un promotor que es heterélogo del segundo polinucleétido como resultado de la manipulacién humana (por ejemplo,
mediante métodos descritos en Sambrook et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, (1989) o Current Protocols in Molecular Biology Volumes 1-3, John
Wiley & Sons, Inc. (1994-1998)). Un casete de expresion recombinante (o vector de expresion) tipicamente
comprende polinucledtidos en combinaciones que no se encuentran en la naturaleza. Por ejemplo, los sitios de
restriccion manipulados por humanos o las secuencias del vector plasmidico pueden flanquear o separar el promotor
de otras secuencias. Una proteina recombinante es aquella que se expresa a partir de un polinucleétido
recombinante y las células, tejidos y organismos recombinantes son aquellos que comprenden secuencias
recombinantes (polinucleétidos y/o polipéptidos).

La expresion "polimorfismo de un solo nucleétido" o "SNP" se refiere a un cambio de un solo nucledtido con un
polinucledtido, incluso dentro de un alelo. Esto puede incluir el reemplazo de un nucleétido por otro, asi como la
delecioén o insercién de un solo nucledtido. Lo mas tipicamente, los SNP son marcadores bialélicos, aunque también
pueden existir marcadores trialélicos y tetraalélicos. A modo de ejemplo no limitante, una molécula de acido nucleico
que comprende SNP A\ C puede incluir una C o A en la posicién polimorfica.

Los términos "cultivo", "cultivar", "crecer", "crecimiento”, "mantener", "que mantiene" "expandir", "en expansion", efc.,
cuando hacen referencia al propio cultivo celular o al proceso de cultivo, se pueden usar indistintamente para
significar que una célula (por ejemplo, una célula primaria) se mantiene fuera de su ambiente normal en condiciones
controladas, por ejemplo, en condiciones adecuadas para la supervivencia. Se permite que las células cultivadas
sobrevivan y el cultivo puede dar como resultado crecimiento celular, estasis, diferenciacion o division. El término no
implica que todas las células del cultivo sobreviven, crecen o se dividen, ya que algunas pueden morir o envejecer
naturalmente. Las células se cultivan tipicamente en medios, que se pueden cambiar durante el curso del cultivo.

Los términos "sujeto", "paciente", e "individuo" se utilizan en el presente documento indistintamente para incluir un
ser humano o un animal. Por ejemplo, el sujeto puede ser un mamifero, un primate (por ejemplo, un mono), un
animal de ganado (por ejemplo, un caballo, una vaca, una oveja, un cerdo o una cabra), un animal de compafiia (por
ejemplo, un perro, un gato), un animal de ensayo de laboratorio (por ejemplo, un ratén, una rata, una cobaya, un
ave), un animal de importancia veterinaria o un animal de importancia econémica.

Como se usa en el presente documento, el término "administrar" incluye administraciéon oral, contacto tdpico,
administraciéon como supositorio, administraciéon intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intralesional, intratecal,
intranasal o subcutanea a un sujeto. La administracién es por cualquier via, incluyendo parenteral y transmucosa
(por ejemplo, bucal, sublingual, palatal, gingival, nasal, vaginal, rectal o transdérmica). La administracién parenteral
incluye, por ejemplo, intravenosa, intramuscular, intraarteriolar, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal,
intraventricular e intracraneal. Otros modos de administracion incluyen, pero sin limitaciones, el uso de formulaciones
liposomales, infusién intravenosa, parches transdérmicos, efc.

El término "tratar" se refiere a un abordaje para obtener resultados beneficiosos o deseados que incluyen, entre
otros, un beneficio terapéutico y/o un beneficio profilactico. Por beneficio terapéutico se entiende cualquier mejora o
efecto terapéuticamente relevante en una o mas enfermedades, afecciones o sintomas en tratamiento. Para
beneficio profilactico, las composiciones pueden administrarse a un sujeto con riesgo de desarrollar una enfermedad
particular, afeccién o sintoma, o a un sujeto que informa uno o mas de los sintomas fisioldgicos de una enfermedad,
aunque la enfermedad, afeccion o sintoma puede no haberse manifestado todavia.

La expresion "cantidad eficaz" o "cantidad suficiente" se refiere a la cantidad de un agente (por ejemplo, nucleasa
Cas, ARN guia unico modificado, etc.) que sea suficiente para lograr resultados beneficiosos o deseados. La
cantidad terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo de uno o mas de: el sujeto y la enfermedad que se esta
tratando, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la patologia, de la forma de administracion y similares, que un
experto en la técnica puede determinar con facilidad. La cantidad especifica puede variar dependiendo de uno o mas
de: el agente particular elegido, el tipo de célula diana, la ubicacion de la célula diana en el sujeto, el régimen de
dosificacion a seguir, si se administra junto con otros agentes, el momento de la administracion y el sistema fisico de
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administracion en el que se realiza.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sustancia que ayuda a la administracion de un
agente (por ejemplo, nucleasa Cas, ARN guia Unico modificado, etc.) a una célula, un organismo o un sujeto.
"Vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo o excipiente que puede incluirse en una
composicion o formulaciéon y que no causa ningun efecto toxicoldgico adverso significativo en el paciente. Los
ejemplos no limitantes de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen agua, NaCl, soluciones salinas
normales, Ringer lactato, sacarosa normal, glucosa normal, aglutinantes, cargas, disgregantes, lubricantes,
recubrimientos, edulcorantes, aromas y colores, y similares. Un experto en la materia reconocera que son utiles
otros vehiculos farmacéuticos en la presente invencion.

La expresion "estabilidad creciente", con respecto a los componentes del sistema CRISPR, se refiere a
modificaciones que estabilizan la estructura de cualquier componente molecular del sistema CRISPR. La expresion
incluye modificaciones que disminuyen, inhiben, bajan o reducen la degradacién de cualquier componente molecular
del sistema CRISPR.

La expresion "especificidad creciente”, con respecto a los componentes del sistema CRISPR, se refiere a
modificaciones que aumentan la actividad especifica (por ejemplo, la actividad en la diana) de cualquier componente
molecular del sistema CRISPR. La expresién incluye modificaciones que disminuyen, inhiben, bajan o reducen la
actividad no especifica (por ejemplo, la actividad fuera de la diana) de cualquier componente molecular del sistema
CRISPR.

La expresion "disminucion de la toxicidad" con respecto a los componentes del sistema CRISPR, se refiere a
modificaciones que disminuyen, inhiben, bajan o reducen el efecto toxico de cualquier componente molecular del
sistema CRISPR en una célula, organismo, sujeto y similares.

La expresién "actividad potenciada”, con respecto a los componentes del sistema CRISPR y en el contexto de la
regulacién génica, se refiere a un aumento o mejora de la eficiencia y/o la frecuencia de induccién, modulacion,
regulacion o control de la edicién del genoma y/o la expresion génica.

El término "aproximadamente" en relacion con un valor numérico de referencia también puede incluir un intervalo de
valores mas o menos 10 % de dicho valor. Por ejemplo, la cantidad "aproximadamente 10" incluye cantidades de 9 a
11, incluyendo los numeros de referencia 9, 10 y 11. El término "aproximadamente" en relacion con un valor
numérico de referencia también puede incluir un intervalo de valores mas o menos 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %,
4%, 3 %, 2 % o1 % de ese valor.

IV. Descripcion de las realizaciones

La presente invencion proporciona métodos in vitro para inducir la regulaciéon génica de un acido nucleico diana en
una célula. La invencion incluye el uso de ARN guia unicos (ARNsg) modificados que mejoran la edicién del genoma
y/o la inhibicién o activacion de la expresion génica de un acido nucleico diana en una célula primaria (por ejemplo,
cultivada in vitro para su uso en terapia ex vivo). La presente divulgacion también se refiere a métodos para prevenir
o tratar una enfermedad en un sujeto mejorando la edicién precisa del genoma para corregir una mutaciéon en un gen
diana asociado con la enfermedad. La presente invencidn se usa con células primarias y en cualquier locus génico
que sea susceptible de tecnologia de edicién del genoma mediada por nucleasas.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método in vitro para la induccién (por ejemplo, inicio,
modulacion, potenciacion, etc.) de la regulacion génica de un acido nucleico diana en una célula primaria,
comprendiendo el método:

En algunas realizaciones, la actividad mejorada comprende una mayor estabilidad del ARNsg modificado y/o una
mayor especificidad del ARNsg modificado para el acido nucleico diana.

En algunas realizaciones, el acido nucleico diana comprende un ADN diana o un ARN diana. La regulacién génica
de un acido nucleico diana abarca cualquier mecanismo utilizado por las células para aumentar o disminuir la
produccién de un producto génico especifico (por ejemplo, proteina o ARN) mediante la introduccién en la célula
primaria:

(a) un ARN guia unico (ARNsg) modificado que comprende una primera secuencia de nucleétidos que es
complementaria al acido nucleico diana y una segunda secuencia de nucledtidos que interactia con un
polipéptido de proteina asociada a CRISPR (Cas), en donde uno o mas de los nucledtidos en la primera
secuencia de nucleétidos y/o la segunda secuencia de nucleétidos son nucleétidos modificados, en donde los
nucleétidos modificados se seleccionan de entre el grupo que consiste en un nucledtido de 2'-O-metil 3'-
fosforotioato (MS), un nucleétido de 2'-O-metil 3'-tiofosfonoacetato (MSP) y una combinacion de los mismos; y

(b) un polipéptido Cas, un ARNm que codifica un polipéptido Cas y/o un vector de expresion recombinante que
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comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido Cas,

en donde el ARNsg modificado guia el polipéptido Cas hacia el acido nucleico diana, y

en donde el ARNsg modificado induce la regulacién génica del acido nucleico diana con una actividad mejorada en
relacién con un ARNsg sin modificar correspondiente y

en donde la actividad mejorada comprende un aumento o mejora en la eficiencia y/o la frecuencia de induccién,
modulacion, regulacién o control de la edicion del genoma y/o la expresion génica.

acido nucleico diana e incluye la edicién del genoma del acido nucleico diana o la modulacion (por ejemplo,
inhibicion o activacion) de la expresion génica del acido nucleico diana. En algunos casos, la regulacion génica
comprende la edicion del genoma del ADN diana. La edicion del genoma puede ser reparacion dirigida por
homadlogos (HDR) o unién de extremos no homodlogos (NHEJ) del ADN diana. En otros casos, la regulacién génica
comprende modular (por ejemplo, inhibir o activar) la expresion génica del ADN diana o del ARN diana usando un
polipéptido Cas deficiente en endonucleasas.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas introducir un molde de reparacion de un donante
recombinante en la célula primaria. En determinados casos, el molde de reparacién del donante recombinante
comprende dos secuencias de nucledtidos que comprenden dos porciones homodlogas no superpuestas del ADN
diana, en donde las secuencias de nucledtidos estan ubicadas en los extremos 5' y 3' de una secuencia de
nuclestidos correspondiente al ADN diana para someterse a la edicion del genoma. En otros casos, el molde de
reparacion del donante recombinante comprende un molde sintético de oligodesoxinucleétido monocatenario
(ssODN) que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una mutacién para corregir un polimorfismo de
un solo nucledtido (SNP) y dos secuencias de nucleétidos que comprenden dos porciones homélogas no
superpuestas del ADN diana, en donde las secuencias de nucledtidos estan ubicadas en los extremos §'y 3' de la
secuencia de nucledtidos que codifica la mutacion.

En algunas realizaciones, la célula primaria se aisla de un organismo multicelular antes de introducir el ARNsg
modificado y el polipéptido Cas en la célula primaria. El organismo multicelular puede ser una planta, un protista
multicelular, un hongo multicelular o un animal, tal como un mamifero (por ejemplo, un ser humano). En
determinados casos, la célula principal se selecciona de entre el grupo que consiste en una célula madre, una célula
inmunitaria y una combinacion de las mismas. Los ejemplos no limitantes de células madre incluyen células madre y
progenitoras hematopoyéticas (HSPC) tales como HSPC CD34+, células madre mesenquimatosas, células madre
neuronales, células madre de 6rganos y combinaciones de las mismas. Los ejemplos no limitantes de células
inmunes incluyen linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, células infiltrantes
de tumores (TIL), linfocitos T de memoria, linfocitos T progenitores de memoria, linfocitos T efectores), linfocitos
citoliticos naturales, monocitos, células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés),
linfocitos de sangre periférica (PBL) y combinaciones de los mismos. En otras realizaciones, la célula primaria o una
progenie de la misma (por ejemplo, una célula derivada de la célula primaria) se devuelve (por ejemplo, administrada
a través de cualquier sistema y via de administracién aceptables) al organismo multicelular (por ejemplo, ser
humano) después de introducir el ARNsg modificado y el polipéptido Cas en la célula primaria.

En algunas realizaciones, la célula primaria comprende una poblaciéon de células primarias. En algunos casos, el
ARNsg modificado induce la regulacion génica del acido nucleico diana en al menos aproximadamente un 5 %,
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o0 95 %
de la poblacién de células primarias. En otros casos, la poblacién de células primarias comprende al menos
aproximadamente 10, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108 0 10° células primarias. En determinados casos, la regulacion
génica comprende la edicién del genoma (por ejemplo, HDR o NHEJ) del ADN diana en la poblacién de células
primarias. En otros casos determinados, la regulacién génica comprende modular (por ejemplo, inhibir o activar) la
expresion génica del ADN diana o el ARN diana en la poblaciéon de células primarias usando un polipéptido Cas
deficiente en endonucleasa. Como un ejemplo no limitante, el ARNsg modificado puede inducir HDR (por ejemplo,
frecuencias de ins/del) en al menos aproximadamente el 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % o 60 % de una
poblacion de linfocitos T primarios después de introducir un ARNsg modificado en los linfocitos T primarios con un
polipéptido Cas (por ejemplo, como un complejo de ribonucleoproteina (RNP)) o un ARNm que codifica un
polipéptido Cas. Como otro ejemplo no limitante, el ARNsg modificado puede inducir HDR (por ejemplo, frecuencias
de ins/del) en al menos aproximadamente el 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % o0 60 %
de una poblacién de células madre y progenitoras hematopoyéticas primarias (HSPC) después de introducir un
ARNsg modificado en las HSPC primarias con un polipéptido Cas (por ejemplo, como un complejo de RNP) o un
ARNmM que codifica un polipéptido Cas.

El uno o mas nucledtidos modificados en la primera secuencia de nucleétidos y/o la segunda secuencia de
nuclestidos del ARNsg modificado comprenden nucledtidos de 2'-O-metil 3'-fosforotioato (MS), nucleétidos de 2'-O-
metil 3'-tioPACE (MSP) o combinaciones de los mismos. En algunos casos, el ARNsg modificado incluye uno o mas
nucleétidos de MS en la primera secuencia de nucleétidos y/o la segunda secuencia de nucleétidos. En algunos
casos, el ARNsg modificado incluye uno o mas nucleétidos de MSP en la primera secuencia de nucleétidos y/o la
segunda secuencia de nucleétidos. En algunos casos, el ARNsg modificado incluye uno o mas nucleétidos de MS y
uno o mas nucledtidos de MSP en la primera secuencia de nucleétidos y/o la segunda secuencia de nucledtidos. En
algunos casos, el ARNsg modificado no incluye M nucleétidos en la primera secuencia de nucleétidos y/o la segunda
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secuencia de nucleétidos. En algunos casos, el ARNsg modificado incluye uno o mas nucleétidos de MS y/o uno o
mas nucleétidos de MSP como los nucleétidos modificados en la primera secuencia de nucleétidos y/o la segunda
secuencia de nucleétidos. En otros casos, el ARNsg modificado incluye uno o mas nucleétidos de MS y/o uno 0 mas
nucleétidos de MSP en la primera secuencia de nucleétidos y/o la segunda secuencia de nucleétidos y puede incluir
ademas uno o mas nucledtidos de M en la primera secuencia de nucledtidos y/o la segunda secuencia de
nucledétidos.

En algunas realizaciones, la primera secuencia de nucledtidos del ARNsg modificado tiene una longitud de
aproximadamente 20 nucleétidos. En algunos casos, al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez
0 mas de los nucledtidos en la primera secuencia de nucleétidos son nucleétidos modificados. En determinados
casos, aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 de los nucledtidos en la
primera secuencia de nucledtidos (por ejemplo, una primera secuencia de nucleétidos de aproximadamente 20
nucleétidos de longitud) son nucleétidos modificados. En otros casos, todos los nucleétidos de la primera secuencia
de nucleodtidos (por ejemplo, una primera secuencia de nucleétidos de aproximadamente 20 nucleétidos de longitud)
son nucledtidos modificados. En algunos casos, los nucledtidos modificados estan ubicados en el extremo 5' (por
ejemplo, el nucledtido terminal en el extremo 5') o cerca del extremo 5' (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 0 5
nucledtidos del nucledtido terminal en el extremo 5') de la primera secuencia de nucledtidos y/o en posiciones
internas dentro de la primera secuencia de nucleétidos. En otros casos, de aproximadamente el 10 % a
aproximadamente el 30 % de los nucledtidos en la primera secuencia de nucleétidos son nucleétidos modificados.

En algunas realizaciones, la segunda secuencia de nucleétidos del ARNsg modificado tiene una longitud de
aproximadamente 80 nucleétidos. En algunos casos, al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez
0 mas de los nucledtidos en la segunda secuencia de nucledétidos son nucleétidos modificados. En determinados
casos, aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80 de los nucledtidos en la segunda
secuencia de nucledtidos (por ejemplo, una segunda secuencia de nucleétidos de aproximadamente 80 nucledtidos
de longitud) son nucledtidos modificados. En otros casos, todos los nucledtidos de la segunda secuencia de
nucleétidos (por ejemplo, una segunda secuencia de nuclettidos de aproximadamente 80 nucledtidos de longitud)
son nucleotidos modificados. En algunos casos, los nucleétidos modificados estan ubicados en el extremo 3' (por
ejemplo, el nucledtido terminal en el extremo 3') o cerca del extremo 3' (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 0 5
nucleétidos del extremo 3') de la segunda secuencia de nucledtidos y/o en posiciones internas dentro de la segunda
secuencia de nucleétidos. En otros casos, de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 10 % de los
nucleotidos en la segunda secuencia de nucleotidos son nucleétidos modificados.

En determinadas realizaciones, el ARNsg modificado comprende uno, dos o tres nucleétidos modificados
consecutivos 0 no consecutivos que comienzan en el extremo 5' (por ejemplo, el nucleétido terminal en el extremo
5") o cerca del extremo 5' (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos del nucleétido terminal en el extremo 5')
de la primera secuencia de nucleétidos y uno, dos o tres nucledtidos modificados consecutivos 0 no consecutivos
que comienzan en el extremo 3' (por ejemplo, el nucleédtido terminal en el extremo 3') o cerca del extremo 3' (por
ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 0 5 nucledtidos del extremo 3') de la segunda secuencia de nucledtidos.

En algunos casos, el ARNsg modificado comprende un nucleétido modificado en el extremo 5' (por ejemplo, el
nucleodtido terminal en el extremo 5') o cerca del extremo 5' (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos del
nucleétido terminal en el extremo 5') de la primera secuencia de nucledtidos y un nucledtido modificado en el
extremo 3' (por ejemplo, el nucledtido terminal en el extremo 3' ) o cerca del extremo 3' (por ejemplo, dentro de 1, 2,
3, 4 o0 5 nucledtidos del extremo 3') de la segunda secuencia de nucleétidos.

En otros casos, el ARNsg modificado comprende dos nucleétidos modificados consecutivos o0 no consecutivos que
comienzan en el extremo 5' (por ejemplo, el nucledtido terminal en el extremo 5') o cerca del extremo 5' (por ejemplo,
dentro de 1, 2, 3, 4 0 5 nucledtidos del nucleétido terminal en el extremo 5') de la primera secuencia de nucledtidos y
dos nucledtidos modificados consecutivos 0 no consecutivos que comienzan en el extremo 3' (por ejemplo, el
nucleostido terminal en el extremo 3') o cerca del extremo 3' (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos del
extremo 3') de la segunda secuencia de nucleétidos.

En otros casos mas, el ARNsg modificado comprende tres nucleétidos modificados consecutivos o no consecutivos
que comienzan en el extremo &' (por ejemplo, el nucleédtido terminal en el extremo 5') o cerca del extremo &' (por
ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos del nucleétido terminal en el extremo 5') de la primera secuencia de
nucleétidos y tres nucledtidos modificados consecutivos 0 no consecutivos que comienzan en el extremo 3' (por
ejemplo, el nucledtido terminal en el extremo 3') o cerca del extremo 3' (por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 0 5
nucleostidos del extremo 3') de la segunda secuencia de nucleoétidos.

En realizaciones particulares, el ARNsg modificado comprende tres nucleétidos modificados consecutivos en el

extremo 5' de la primera secuencia de nucleétidos y tres nucledtidos modificados consecutivos en el extremo 3' de la
segunda secuencia de nucledtidos.
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En algunas realizaciones, el ARNsg modificado se sintetiza quimicamente. En otras realizaciones, el método para
inducir la regulacion génica comprende la regulaciéon génica multiplexada (por ejemplo, edicion del genoma o
modulacién de la expresion génica) de una Unica secuencia de acido nucleico diana o diferentes secuencias de
acido nucleico diana usando una pluralidad de ARNsg modificados. En realizaciones particulares, la regulacién
génica multiplexada es mas eficiente y/o consistente en relaciéon con el uso de los correspondientes ARNsg sin
modificar. En determinados casos, la pluralidad de ARNsg modificados comprende al menos dos, tres, cuatro, cinco,
diez, quince, veinte o mas ARNsg modificados diferentes, en donde cada ARNsg modificado estéa dirigido a un acido
nucleico diana diferente. En otros casos, la pluralidad de ARNsg modificados comprende al menos dos, tres, cuatro,
cinco, diez, quince, veinte 0 mas ARNsg modificados diferentes, en donde cada ARNsg modificado esta dirigido al
mismo acido nucleico diana.

En determinadas realizaciones, el polipéptido Cas es una variante del polipéptido Cas o un fragmento de polipéptido
Cas. En realizaciones particulares, el polipéptido Cas es un polipéptido Cas9, una variante del mismo o un fragmento
del mismo. En otras realizaciones, la etapa de introducir en la célula primaria comprende electroporacion (por
ejemplo, mediante nucleofeccion) la célula primaria.

En un segundo aspecto de la divulgacion, la presente divulgacion proporciona un método para prevenir o tratar una
enfermedad genética en un sujeto, comprendiendo el método:

administrar al sujeto un ARN guia Unico (ARNsg) modificado en una cantidad suficiente para corregir una mutacién
en un gen diana asociado con la enfermedad genética, en donde el ARNsg modificado comprende una primera
secuencia de nucleétidos que es complementaria al gen diana y una segunda secuencia de nucleétidos que
interactua con un polipéptido de proteina (Cas) asociada a CRISPR, y en donde uno o mas de los nucleétidos en la
primera secuencia de nucledtidos y/o la segunda secuencia de nucledtidos son nucledtidos modificados.

En algunas realizaciones, la enfermedad genética se selecciona de entre el grupo que consiste en una
inmunodeficiencia combinada grave ligada al cromosoma X, anemia de células falciformes, talasemia, hemdfilia,
neoplasia, cancer, degeneracién macular relacionada con la edad, esquizofrenia, trastornos de repeticion de
trinucledtidos, sindrome del cromosoma X fragil, trastornos relacionados con priones, esclerosis lateral amiotréfica,
drogadiccion, autismo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, fibrosis quistica, enfermedades o
trastornos de la sangre y de la coagulacién, inflamacién, enfermedades o trastornos relacionados con el sistema
inmunolégico, enfermedades metabdlicas, enfermedades y trastornos del higado, enfermedades y trastornos
renales, enfermedades y trastornos musculares/esqueléticos, enfermedades y trastornos neurolégicos y neuronales,
enfermedades y trastornos cardiovasculares, enfermedades y trastornos pulmonares, enfermedades y trastornos
oculares e infecciones viricas (por ejemplo, infeccion por VIH).

En algunas realizaciones, el método comprende ademas administrar al sujeto un polipéptido Cas, un ARNm que
codifica un polipéptido Cas y/o un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido Cas.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas administrar al sujeto un molde de reparacion de donante
recombinante. En determinados casos, el molde de reparacion de donante recombinante comprende dos secuencias
de nucleétidos que comprenden dos porciones homodlogas no superpuestas del gen diana, en donde las secuencias
de nucleodtidos estan ubicadas en los extremos 5' y 3' de una secuencia de nucleétidos correspondiente al gen diana
que se somete a edicion del genoma. En otros casos, el molde de reparacién de donante recombinante comprende
un molde sintético de oligodesoxinucledtido monocatenario (ssODN) que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica una mutacién para corregir un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el gen diana y dos
secuencias de nucleétidos que comprenden dos porciones homaélogas no solapantes del gen diana, en donde las
secuencias de nucledtidos estan ubicadas en los extremos &' y 3' de la secuencia de nucledtidos que codifica la
mutacion.

En determinadas realizaciones, la administracion del ARNsg modificado mejora el efecto del polipéptido Cas para
corregir la mutacion en el gen diana en comparacion con la administracion del ARNsg sin modificar correspondiente.
Las realizaciones no limitantes relacionadas con el ARNsg modificado usado en el método para prevenir o tratar una
enfermedad genética en un sujeto se han descrito anteriormente.

En algunas realizaciones, el ARNsg modificado, polipéptido Cas y/o el molde de reparacion de donante
recombinante se administra al sujeto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, el ARNsg modificado, el polipéptido Cas y/o el molde de reparacion de donante
recombinante se administra al sujeto a través de un sistema de administracion seleccionado de entre el grupo que
consiste en una nanoparticula, un liposoma, una micela, un virosoma, un complejo de &acido nucleico y una
combinacion de los mismos. En determinados casos, el complejo de acido nucleico comprende el ARNsg modificado
en complejo con el polipéptido Cas.

En algunas realizaciones, el ARNsg modificado, el polipéptido Cas y/o el molde de reparacion de donante
recombinante se administra al sujeto a través de una via de administraciéon seleccionada de entre el grupo que
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consiste en oral, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, subcutanea, intraarteriolar, intraventricular,
intracraneal, intralesional, intratecal, topica, transmucosal, intranasal y una combinacion de las mismas.

Se contempla que el ARNsg quimicamente modificado descrito en el presente documento puede usarse con
cualquier tecnologia asociada a CRISPR, incluyendo, pero sin limitaciones, CRISPRI para la inhibicién de la
expresion génica, CRISPRa para la activacion de la expresion génica, herramientas de imagenes CRISPR para la
visualizacion dinamica de loci gendmicos y reconocimiento y escision de ARN mediado por CRISPR. En algunos
casos, el ARNsg se puede utilizar para la formacidon de imagenes y/o la administracion de pequefias moléculas o
proteinas en células in vitro o células in vivo. Por consiguiente, los ARNsg se pueden utilizar en aplicaciones de
investigacion y terapéuticas.

A. Sistema CRISPR/Cas

El sistema CRISPR/Cas de modificacion del genoma incluye una nucleasa Cas (por ejemplo, nucleasa Cas9) o una
variante o fragmento de la misma, un ARN dirigido al ADN (por ejemplo, ARNsg modificado) que contiene una
secuencia guia que dirige la nucleasa Cas al ADN gendmico diana y una secuencia armazon que interactua con la
nucleasa Cas (por ejemplo, ARNtracr) y, opcionalmente, un molde de reparaciéon de donante. En algunos casos, se
puede usar una variante de una nucleasa Cas, tal como una Cas9 mutante, que contiene una o mas de las
siguientes mutaciones: D10A, H840A, D839A y H863A, o una Cas9 nickasa. En otros casos, se puede usar un
fragmento de una nucleasa Cas o una variante de la misma con las propiedades deseadas (por ejemplo, capaz de
generar roturas de cadena simple o doble y/o modular la expresion génica). El molde de reparacion de donante
puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido indicador, tal como una proteina fluorescente
0 un marcador de resistencia a antibioticos, y brazos de homologia que son homologos al ADN diana y flanquean el
sitio de modificacion del gen. Como alternativa, el molde de reparacion de donante puede ser un
oligodesoxinucleo6tido monocatenario (ssODN).

1. Cas nucleasas y variantes de las mismas

El sistema de nucleasa CRISPR (repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas)/Cas
(proteina asociada a CRISPR) es un sistema de nucleasa disefiado basado en un sistema bacteriano que se puede
utilizar para la ingenieria del genoma. Se basa en parte en la respuesta inmunolégica adaptativa de muchas
bacterias y arqueas. Cuando un virus o plasmido invade una bacteria, los segmentos del ADN del invasor se
convierten en ARN de CRISPR (ARNcr) mediante la respuesta "inmunoldgica". A continuacion, el ARNcr se asocia,
a través de una region de complementariedad parcial, con otro tipo de ARN llamado ARNtracr para guiar la nucleasa
Cas (por ejemplo, Cas9) a una regién homologa al ARNcr en el ADN diana llamado "protoespaciador”. La nucleasa
Cas (por ejemplo, Cas9) escinde el ADN para generar extremos romos en la rotura de la doble cadena en los sitios
especificados por una secuencia guia de 20 nucleétidos contenida en el transcrito de ARNcr. La nucleasa Cas (por
ejemplo, Cas9) requiere tanto el ARNcr como el ARNtracr para el reconocimiento y la escisién del ADN especifico de
sitio. Este sistema ahora se ha disefiado de tal manera que el ARNcr y el ARNtracr se pueden combinar en una
molécula (el "ARN guia unico" o "ARNsg"), y la porcién equivalente de ARNcr del ARN guia Unico se puede disehar
para guiar la Cas (por ejemplo, Cas9) nucleasa para apuntar a cualquier secuencia deseada (véase, por ejemplo,
Jinek et al. (2012) Science, 337:816-821; Jinek et al. (2013) eLife, 2:e00471; Segal (2013) eLife, 2:e00563). Por lo
tanto, el sistema CRISPR/Cas se puede disefiar para crear una rotura de doble cadena en una diana deseada en un
genoma de una célula y aprovechar los mecanismos enddgenos de la célula para reparar la rotura inducida
mediante reparacion dirigida por homologia (HDR) o union de extremos no homadlogos (NHEJ).

En algunas realizaciones, la nucleasa Cas tiene actividad de escision del ADN. La nucleasa Cas puede dirigir la
escision de una o ambas cadenas en una ubicacion en una secuencia de ADN diana. Por ejemplo, la nucleasa Cas
puede ser una nickasa que tiene uno o mas dominios cataliticos inactivados que escinde una sola cadena de una
secuencia de ADN diana.

Los ejemplos no limitantes de nucleasas Cas incluyen Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8,
Cas9 (también conocida como Csn1 y Csx12), Cas10, Csy1, Csy2, Csy3, Csel, Cse2, Csc1, Csc2, Csab, Csn2,
Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10,
Csx16, CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4, homologos de las mismas, variantes de las mismas,
fragmentos de las mismas, mutantes de las mismas y derivados de las mismas. Hay tres tipos principales de
nucleasas Cas (tipo |, tipo Il y tipo Ill) y 10 subtipos, incluidas 5 proteinas de tipo I, 3 de tipo Il y 2 de tipo Il (véase,
por ejemplo, Hochstrasser y Doudna, Trends Biochem Sci, 2015:40(1):58-66). Las nucleasas Cas de tipo Il incluyen
Cas1, Cas2, Csn2 y Cas9. Estas nucleasas Cas son conocidas para los expertos en la técnica. Por ejemplo, la
secuencia de aminoacidos del polipéptido Cas9 de tipo salvaje de Streptococcus pyogenes, se expone, por ejemplo,
en NBCI Ref. Seq. n.° NP_269215 y la secuencia de aminoacidos del polipéptido Cas9 de tipo salvaje de
Streptococcus thermophilus se expone, por ejemplo, en NBCI Ref. Seq. N.° WP_011681470. Se desvelan
endonucleasas relacionadas con CRISPR que son Utiles en la presente invencién, por ejemplo, en las publicaciones
de solicitud de Estados Unidos n.° 2014/0068797, 2014/0302563 y 2014/0356959.

Las nucleasas Cas, por ejemplo, los polipéptidos Cas9, pueden derivarse de diversas especies bacterianas, que
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incluyen, pero sin limitaciones, Veillonella atypical, Fusobacterium nucleatum, Filifactor alocis, Solobacterium moorei,
Coprococcus catus, Treponema denticola, Peptoniphilus duerdenii, Catenibacterium mitsuokai, Streptococcus
mutans, Listeria innocua, Staphylococcus pseudintermedius, Acidaminococcus intestine, Olsenella uli, Oenococcus
kitaharae, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gasseri, Finegoldia magna, Mycoplasma
mobile, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma ovipneumoniae, Mycoplasma canis, Mycoplasma synoviae,
Eubacterium rectale, Streptococcus thermophilus, Eubacterium dolichum, Lactobacillus coryniformis subsp.
Torquens, llyobacter polytropus, Ruminococcus albus, Akkermansia muciniphila, Acidothermus cellulolyticus,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium dentium, Corynebacterium diphtheria, Elusimicrobium minutum,
Nitratifractor salsuginis, Sphaerochaeta globus, Fibrobacter succinogenes subsp. Succinogenes, Bacteroides fragilis,
Capnocytophaga ochracea, Rhodopseudomonas palustris, Prevotella micans, Prevotella ruminicola, Flavobacterium
columnare, Aminomonas paucivorans, Rhodospirillum rubrum, Candidatus Puniceispirillum marinum,
Verminephrobacter eiseniae, Ralstonia syzygii, Dinoroseobacter shibae, Azospirillum, Nitrobacter hamburgensis,
Bradyrhizobium, Wolinella succinogenes, Campylobacter jejuni subsp. Jejuni, Helicobacter mustelae, Bacillus cereus,
Acidovorax ebreus, Clostridium perfringens, Parvibaculum lavamentivorans, Roseburia intestinalis, Neisseria
meningitidis, Pasteurella multocida subsp. Multocida, Sutterella wadsworthensis, proteobacteria, Legionella
pneumophila, Parasutterella excrementihominis, Wolinella succinogenes y Francisella novicida.

"Cas9" se refiere a una proteina nucleasa de union a ADN de doble cadena guiada por ARN o proteina nickasa. La
nucleasa Cas9 de tipo salvaje tiene dos dominios funcionales, por ejemplo, RuvC y HNH, que cortan diferentes
cadenas de ADN. Cas9 puede inducir roturas de doble cadena en el ADN genémico (ADN diana) cuando ambos
dominios funcionales estan activos. La enzima Cas9 puede comprender uno o mas dominios cataliticos de una
proteina Cas9 derivada de bacterias pertenecientes al grupo que consiste en Corynebacter, Sutterella, Legionella,
Treponema, Filifactor, Eubacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma, Bacteroides, Flaviivola,
Flavobacterium, Sphaerochaeta, Azospirillum, Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia, Parvibaculum,
Staphylococcus, Nitratifractor y Campylobacter. En algunas realizaciones, los dos dominios cataliticos derivan de
diferentes especies de bacterias.

Las variantes utiles de la nucleasa Cas9 pueden incluir un solo dominio catalitico inactivo, tal como una enzima
RuvC™ o HNH" o una nickasa. Una nickasa Cas9 tiene solo un dominio funcional activo y puede cortar solo una
cadena del ADN diana, creando asi una rotura o muesca de una sola cadena. En algunas realizaciones, la nucleasa
Cas9 mutante que tiene al menos una mutacion D10A es una nickasa Cas9. En otras realizaciones, la nucleasa
Cas9 mutante que tiene al menos una mutacion H840A es una nickasa Cas9. Otros ejemplos de mutaciones
presentes en una nickasa Cas9 incluyen, sin limitacion, N854A y N863A. Se puede introducir una rotura de doble
cadena usando una nickasa Cas9 si se usan al menos dos ARN dirigidos al ADN que estan dirigidos a cadenas de
ADN opuestas. Una rotura de doble cadena inducida por doble muesca puede ser reparada por NHEJ o HDR (Ran
et al., 2013, Cell, 154:1380-1389). Esta estrategia de edicion de genes favorece la HDR y disminuye la frecuencia de
mutaciones ins/del en sitios de ADN fuera de la diana. Se describen ejemplos no limitantes de nucleasas Cas9 o
nickasas en, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N.° 8,895,308; 8,889,418; y 8,865,406 y las publicaciones
de solicitud de Estados Unidos 2014/0356959, 2014/0273226 y 2014/0186919. La nucleasa Cas9 o nickasa se
puede optimizar por codones para la célula diana o el organismo diana.

En algunas realizaciones, la nucleasa Cas puede ser un polipéptido Cas9 que contiene dos mutaciones
silenciadoras de los dominios de nucleasa RuvC1 y HNH (D10A y H840A), que se conoce como dCas9 (Jinek et al.,
Science, 2012, 337:816-821; Qi et al., Cell, 152(5): 1173-1183). En una realizacion, el polipéptido dCas9 de
Streptococcus pyogenes comprende al menos una mutacion en la posicion D10, G12, G17, E762, H840, N854,
N863, H982, H983, A984, D986, A987 o cualquier combinacién de las mismas. Las descripciones de dichos
polipéptidos dCas9 y variantes de los mismos se proporcionan en, por ejemplo, la publicacién de patente
internacional n.° WO 2013/176772. La enzima dCas9 puede contener una mutacién en D10, E762, H983 o D986, asi
como una mutacién en H840 o N863. En algunos casos, la enzima dCas9 contiene una mutacién D10A o D10N.
También, la enzima dCas9 puede incluir un H840A, H840Y o H840N. En algunas realizaciones, la enzima dCas9 de
la presente invencién comprende sustituciones D10A y H840A; D10A y H840Y; D10A y H840N; D10N y H840A;
D10N y H840Y; o DION y H840N. Las sustituciones pueden ser sustituciones conservadoras o no conservadoras
para hacer que el polipéptido Cas9 sea cataliticamente inactivo y capaz de unirse al ADN diana.

En determinadas realizaciones, el polipéptido dCas9 es cataliticamente inactivo, tal como defectuoso en la actividad
nucleasa. En algunos casos, la enzima dCas9 o una variante o fragmento de la misma puede bloquear la
transcripcion de una secuencia diana y, en algunos casos, bloquear la ARN polimerasa. En otros casos, la enzima
dCas9 o una variante o fragmento de la misma puede activar la transcripcidon de una secuencia diana.

Para los métodos de edicion del genoma, la nucleasa Cas puede ser una proteina de fusion Cas9 tal como un
polipéptido que comprende el dominio catalitico de la enzima de restriccién de tipo 1S, Fokl, unida a dCas9. La
proteina de fusion Fokl-dCas9 (fCas9) puede usar dos ARN guia para unirse a una sola cadena de ADN diana para
generar una rotura de doble cadena.

Para la regulacion génica (por ejemplo, modulacién de la transcripcidon del ADN diana), una proteina Cas deficiente
en nucleasa, tal como, pero sin limitacion, dCas9, puede usarse para activaciéon transcripcional o represion
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transcripcional. Se describen métodos para inactivar la expresion génica utilizando una proteina Cas nula para
nucleasa, por ejemplo, en Larson et al., Nat. Protoc., 2013, 8(11):2180-2196.

En algunas realizaciones, una secuencia de nucleétidos que codifica la nucleasa Cas esta presente en un vector de
expresion recombinante. En determinados casos, el vector de expresion es una construccion virica, por ejemplo, una
construccion de virus adenoasociado recombinante, una construccién adenoviral recombinante, una construccion
lentiviral recombinante, efc. Por ejemplo, los vectores viricos pueden basarse en el virus vaccinia, poliovirus,
adenovirus, virus adenoasociado, SV40, virus del herpes simple, virus de inmunodeficiencia humana y similares. Un
vector retroviral puede basarse en el virus de la leucemia murina, el virus de la necrosis del bazo y vectores
procedentes de retrovirus tales como el virus del sarcoma de Rous, el virus del sarcoma de Harvey, el virus de la
leucosis aviar, un lentivirus, el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus del sarcoma mieloproliferativo, el virus
del tumor mamario y similares. Los expertos en la técnica conocen vectores de expresion utiles y estan disponibles
comercialmente. Los siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo para células hospedadoras eucariotas:
pXT1, pSG5, pSVK3, pBPV, pMSG y pSVLSV40. Sin embargo, se puede utilizar cualquier otro vector si es
compatible con la célula hospedadora. Por ejemplo, los vectores de expresion utiles que contienen una secuencia de
nucledtidos que codifica una enzima Cas9 estan disponibles comercialmente en, por ejemplo, Addgene, Life
Technologies, Sigma-Aldrich y Origene.

Dependiendo de la célula diana/sistema de expresion utilizado, cualquiera de una serie de elementos de control de
la transcripcion y la traduccion, incluyendo promotores, potenciadores de la transcripcién, terminadores de la
transcripcion y similares, etc. pueden usarse en el vector de expresién. Los promotores utiles pueden derivar de
virus o de cualquier organismo, por ejemplo, organismos procariotas o eucariotas. Los promotores adecuados
incluyen, pero sin limitaciones, el promotor temprano de SV40, promotor de la repeticion terminal larga (LTR, por sus
siglas en inglés) del virus del tumor mamario de ratén; promotor tardio principal de adenovirus (Ad MLP, por sus
siglas en inglés); un promotor del virus del herpes simple (VHS), un promotor de citomegalovirus (CMV) tal como la
region promotora temprana inmediata del CMV (CMVIE, por sus siglas en inglés), un promotor del virus del sarcoma
de Rous (RSV, por sus siglas en inglés), un promotor nuclear pequefio U6 humano (U6), un promotor U6 mejorado,
un promotor H1 humano (H1), etc.

La nucleasa Cas y variantes o fragmentos de la misma se pueden introducir en una célula (por ejemplo, una célula in
vitro como una célula primaria para terapia ex vivo o una célula in vivo tal como en un paciente) como un polipéptido
Cas o una variante o fragmento del mismo, un ARNm que codifica un polipéptido Cas o una variante o fragmento del
mismo, o un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido Cas o una variante o fragmento del mismo

2. ARN guia unico modificado (ARNsg)

Los ARNsg modificados para su uso en el sistema CRISPR/Cas de modificacion del genoma normalmente incluyen
una secuencia guia (por ejemplo, ARNcr) que es complementaria a una secuencia de acido nucleico diana y una
secuencia de armazon (por ejemplo, ARNtracr) que interactia con una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9)
0 una variante o fragmento del mismo. Los presentes inventores han descubierto que los ARNsg modificados que
contienen una o mas modificaciones quimicas pueden aumentar la actividad, la estabilidad y la especificidad, y/o
disminuir la toxicidad de los ARNsg modificados en comparaciéon con los ARNsg sin modificar correspondientes
cuando se utilizan para la regulacion génica basada en CRISPR (por ejemplo, edicién del genoma o modulacién de
la expresion génica) en células primarias (por ejemplo, linfocitos T o células madre y progenitoras hematopoyéticas).
Las ventajas de los ARNsg modificados sobre la técnica anterior incluyen, pero sin limitaciones, mayor facilidad de
administracion en las células diana, tales como células primarias, asi como una mayor estabilidad, aumento de la
duracion de la actividad y reduccion de la toxicidad en las células diana. En algunos casos, los ARNsg modificados
como parte del sistema CRISPR/Cas proporcionan frecuencias mas altas de regulacion génica en la diana en
comparacion con otros sistemas. En otros casos, los ARNsg modificados proporcionan una actividad y/o
especificidad mejoradas en comparacion con sus equivalentes de secuencia sin modificar.

En determinados casos, el ARNsg modificado forma un complejo con una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido
Cas9) o una variante o fragmento de la misma para formar un sistema de administracion basado en
ribonucleoproteina (RNP) para su introduccién en una célula (por ejemplo, una célula in vitro, tal como una célula
primaria para terapia ex vivo, o una célula in vivo tal como en un paciente). En otros casos, el ARNsg modificado se
introduce en una célula (por ejemplo, una célula in vitro, tal como una célula primaria para terapia ex vivo 0 una
célula in vivo tal como en un paciente) con un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9)
0 una variante o fragmento de la misma. En otros casos mas, el ARNsg modificado se introduce en una célula (por
ejemplo, una célula in vitro tal como una célula primaria para terapia ex vivo, o una célula in vivo, tal como en un
paciente) con un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una
nucleasa Cas ( por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma.

En algunos casos, se puede usar una pluralidad de ARNsg modificados para la regulacion de genes basada en

CRISPR multiplexada eficiente (por ejemplo, edicion del genoma o modulacién de la expresion génica) en células
diana, tales como células primarias. La pluralidad de ARNsg modificados puede incluir al menos aproximadamente
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2,3,4,5,/6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas ARNsg modificados que hibridan a la misma secuencia
de acido nucleico diana o a diferentes secuencias de acido nucleico diana. La pluralidad de ARNsg modificados se
puede introducir en una célula (por ejemplo, una célula in vitro, tal como una célula primaria para terapia ex vivo, o
una célula in vivo, tal como en un paciente) en un complejo con una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o
una variante o fragmento de la misma, o como una secuencia de nucleétidos (por ejemplo, ARNm o vector de
expresion recombinante) que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento
de la misma.

La secuencia de acido nucleico del ARNsg modificado puede ser cualquier secuencia de polinucleétidos que tenga
suficiente complementariedad con una secuencia de polinucleétidos diana (por ejemplo, secuencia de ADN diana)
para hibridar con la secuencia diana y unién directa especifica de secuencia de un complejo CRISPR a la secuencia
diana. En algunas realizaciones, el grado de complementariedad entre una secuencia guia del ARNsg modificado y
su correspondiente secuencia diana, cuando se alinea de manera O6ptima utilizando un algoritmo de alineacién
adecuado, es de aproximadamente el 50 % o mas, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97,5 %, 99 % o mas. La
alineacion optima se puede determinar con el uso de cualquier algoritmo adecuado para alinear secuencias, un
ejemplo no limitante de los cuales incluyen el algoritmo Smith-Waterman, el algoritmo Needleman-Wunsch,
algoritmos basados en la Transformada de Burrows-Wheeler (por ejemplo, el Alineador de Burrows Wheeler),
ClustalW, Clustal X, BLAT, Novoalign (Novocraft Technologies, ELAND (lllumina, San Diego, California), SOAP
(disponible en soap.genomics.org.cn) y Maq (disponible en mag.sourceforge.net). En algunas realizaciones, una
secuencia guia tiene aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 75 o mas nucledtidos de longitud. En algunos casos, una secuencia guia
tiene aproximadamente 20 nucledtidos de longitud. En otros casos, una secuencia guia tiene aproximadamente 15
nucledtidos de longitud. En otros casos, una secuencia guia tiene aproximadamente 25 nucleétidos de longitud. La
capacidad de una secuencia guia para dirigir la unién especifica de secuencia de un complejo CRISPR a una
secuencia diana puede evaluarse mediante cualquier ensayo adecuado. Por ejemplo, los componentes de un
sistema CRISPR suficientes para formar un complejo CRISPR, incluyendo la secuencia guia que se va a analizar,
pueden proporcionarse a una célula hospedadora que tiene la secuencia diana correspondiente, tal como mediante
transfeccion con vectores que codifican los componentes de la secuencia CRISPR, seguido de una evaluacién de la
escision preferencial dentro de la secuencia diana. De manera similar, la escision de una secuencia de
polinucledtidos diana puede evaluarse en un tubo de ensayo proporcionando la secuencia diana, los componentes
de un complejo CRISPR, incluyendo la secuencia guia que se va a analizar y una secuencia guia de control
diferente de la secuencia guia de ensayo, y comparar la unién o la velocidad de escision en la secuencia diana entre
las reacciones de la secuencia guia de ensayo y de control.

La secuencia de nucledtidos de un ARNsg modificado se puede seleccionar utilizando cualquiera de los programas
de software basados en la web descritos anteriormente. Las consideraciones para seleccionar un ARN dirigido al
ADN incluyen la secuencia PAM para la nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) que se utilizara y estrategias
para minimizar las modificaciones fuera de la diana. Herramientas, tales como la herramienta de disefio CRISPR,
pueden proporcionar secuencias para preparar el ARNsg modificado, para evaluar la eficiencia de modificacion de la
diana y/o evaluar la escision en sitios fuera de la diana. Otra consideracion para seleccionar la secuencia de un
ARNsg modificado incluye reducir el grado de estructura secundaria dentro de la secuencia guia. La estructura
secundaria puede determinarse mediante cualquier algoritmo de plegamiento de polinucleétidos adecuado. Algunos
programas se basan en el calculo de la energia libre minima de Gibbs. Los ejemplos de algoritmos adecuados
incluyen mFold (Zuker y Stiegler, Nucleic Acids Res, 9 (1981), 133-148), paquete UNAFold (Markham et al., Methods
Mol Biol, 2008, 453: 3-31) y RNAfold forman el paquete ViennaRNa.

Uno o mas nucledtidos de la secuencia guia y/o uno o mas nucledtidos de la secuencia de armazén del ARNsg
modificado pueden ser un nucleétido modificado. Por ejemplo, una secuencia guia que tiene aproximadamente 20
nucledtidos de longitud puede tener 1 0 mas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20 o mas nucledtidos modificados. En algunos casos, la secuencia guia incluye al menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10
0 mas nucledtidos modificados. En otros casos, la secuencia guia incluye al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 19, 20 o mas nucledtidos modificados. Los nucledtidos modificados pueden ubicarse en cualquier
posicion de acido nucleico de la secuencia guia. En otras palabras, los nucleétidos modificados pueden estar en o
cerca del primer y/o Ultimo nucleétido de la secuencia guia, y/o en cualquier posicién intermedia. Por ejemplo, para
una secuencia guia de 20 nucleétidos de longitud, el uno o mas nucleétidos modificados se pueden ubicar en la
posicion 1 del acido nucleico, en la posicién 2, en la posicion 3, en la posicion 4, en la posicién 5, en la posicion 6, en
la posicion 7, en la posicién 8, en la posicion 9, en la posicién 10, en la posicion 11, en la posicion 12, en la posicién
13, en la posicién 14, en la posiciéon 15, en la posicién 16, en la posicion 17, en la posicion 18, en la posiciéon 19 y/o
en la posicion 20 de la secuencia guia. En determinados casos, de aproximadamente un 10 % a aproximadamente
un 30 %, por ejemplo, de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 25 %, de aproximadamente el 10 % a
aproximadamente el 20 %, de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 15 %, de aproximadamente el 15 %
a aproximadamente el 30 %, de aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 30% o de aproximadamente el
25 % a aproximadamente el 30 % de la secuencia guia puede comprender nucleétidos modificados. En otros casos,
de aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 30 %, por ejemplo, aproximadamente un 10 %,
aproximadamente un 11 %, aproximadamente un 12 %, aproximadamente un 13 %, aproximadamente un 14 %,
aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 16 %, aproximadamente un 17 %, aproximadamente un 18 %,
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aproximadamente un 19 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 21 %, aproximadamente un 22 %,
aproximadamente un 23 %, aproximadamente un 24 %, aproximadamente un 25 %, aproximadamente un 26 %,
aproximadamente un 27 %, aproximadamente un 28 %, aproximadamente un 29 % o aproximadamente un 30 % de
la secuencia guia puede comprender nucleétidos modificados.

En algunas realizaciones, la secuencia de armazén del ARNsg modificado contiene uno o mas nucledtidos
modificados. Por ejemplo, una secuencia de armazon que tiene aproximadamente 80 nucleétidos de longitud puede
tener 1 o mas, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 76, 77, 78, 79, 80 o mas nucledtidos modificados. En algunos
casos, la secuencia de armazon incluye al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas nucledtidos modificados. En otros
casos, la secuencia de armazoén incluye al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20 0 mas
nuclestidos modificados. Los nucleétidos modificados pueden ubicarse en cualquier posicién de acido nucleico de la
secuencia de armazén. Por ejemplo, los nucledtidos modificados pueden estar en o cerca del primer y/o ultimo
nucleétido de la secuencia de armazon, y/o en cualquier posicion intermedia. Por ejemplo, para una secuencia de
andamio que tiene aproximadamente 80 nucleétidos de longitud, el uno o mas nucledtidos modificados se pueden
ubicar en la posicion 1 del &cido nucleico, en la posicion 2, en la posicion 3, en la posicién 4, en la posicion 5, en la
posicion 6, en la posicion 7, en la posicién 8, en la posicion 9, en la posicion 10, en la posiciéon 11, en la posicidn 12,
en la posicion 13, en la posicion 14, en la posicidon 15, en la posicion 16, en la posicion 17, en la posicion 18, en la
posicién 19, en la posicion 20, en la posicién 21, en la posicion 22, en la posicidon 23, en la posicién 24, en la
posicion 25, en la posicidon 26, en la posicién 27, en la posicion 28, en la posicidon 29, en la posicién 30, en la
posicién 31, en la posicion 32, en la posicion 33, en la posicidon 34, en la posicion 35, en la posicién 36, en la
posicién 37, en la posicion 38, en la posicion 39, en la posicion 40, en la posicion 41, en la posicidon 42, en la
posicion 43, en la posicion 44, en la posicién 45, en la posicion 46, en la posicién 47, en la posicion 48, en la
posicion 49, en la posicion 50, en la posicién 51, en la posicion 52, en la posicién 53, en la posicion 54, en la
posicion 55, en la posicion 56, en la posicion 57, en la posicion 58, en la posiciéon 59, en la posicion 60, en la
posicion 61, en la posicion 62, en la posicion 63, en la posicion 64, en la posiciéon 65, en la posicion 66, en la
posicién 67, en la posicion 68, en la posicién 69, en la posicion 70, en la posicidon 71, en la posicién 72, en la
posicién 73, en la posicion 74, en la posicién 75, en la posicion 76, en la posicidon 77, en la posicién 78, en la
posicion 79 y/o en la posicion 80 de la secuencia. En algunos casos, de aproximadamente un 1% a
aproximadamente un 10 %, por ejemplo, de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 8 %, de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 5 %, de aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 10 % o de
aproximadamente un 3 % a aproximadamente un 7 % de la secuencia de armazon puede comprender nucleétidos
modificados. En otros casos, de aproximadamente un 1% a aproximadamente un 10 %, por ejemplo,
aproximadamente un 1 %, aproximadamente un 2 %, aproximadamente un 3 %, aproximadamente un 4 %,
aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 6 %, aproximadamente un 7 %, aproximadamente un 8 %,
aproximadamente un 9 % o aproximadamente un 10 % de la secuencia de armazén puede comprender nucleétidos
modificados.

Los nucledtidos modificados del ARNsg pueden incluir una modificacion en el grupo ribosa (por ejemplo, azucar),
grupo fosfato, nucleobase o cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la modificacion en el
grupo ribosa comprende una modificacién en la posicidn 2' de la ribosa.

En algunas realizaciones, el nucleétido modificado incluye un acido 2'fluoro-arabino nucleico, ADN ftriciclo (tc-ADN),
acido nucleico peptidico, acido nucleico ciclohexeno (CeNA), acido nucleico bloqueado (LNA, por sus siglas en
inglés), acido nucleico con puente de etileno (ENA, por sus siglas en inglés), un fosfodiamidato morfolino, o una
combinacién de los mismos.

Los nucledtidos o analogos de nucledtidos modificados pueden incluir ribonucleétidos modificados con azucar y/o la
cadena principal (es decir, incluir modificaciones en la cadena principal de fosfato-azucar). Por ejemplo, los enlaces
fosfodiéster de un ARN nativo o natural pueden modificarse para incluir al menos uno de un heteroatomo de
nitrégeno o azufre. En algunos ribonucleétidos modificados en la cadena principal, el grupo fosfoéster que se
conecta a los ribonucleétidos adyacentes puede ser reemplazado por un grupo modificado, por ejemplo, del grupo
fosfotioato. En los ribonucleétidos modificados con azucar preferidos, el resto 2' es un grupo seleccionado de entre
H, OR, R, halo, SH, SR, NHz, NHR, NR; u ON, en donde R es alquilo C4-Cs, alquenilo o alquinilo y halo es F, CI, Br o
I

En algunas realizaciones, el nucleétido modificado contiene una modificacion de azucar. Los ejemplos no limitantes
de modificaciones de azucar incluyen 2'-desoxi-2'-fluoro-oligorribonucleétido (2'-fluoro-2'-desoxicitidina-5'-trifosfato,
2'-fluoro-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato), oligorribonucleétido de 2'-desoxi-2'-desamina (2'-amino-2'-desoxicitidina-5'-
trifosfato, 2'-amino-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato), 2'-O-alquil oligoribonucledtido, 2'-desoxi-2'-C-alquil
oligoribonucledtido (2'-O-metilcitidina-5'-trifosfato, 2'-metiluridina-5'-trifosfato), 2'-C-alquil oligoribonucledtido e
isbmeros de los mismos (2'-aracitidina-5'-trifosfato, 2'-arauridina-5'-trifosfato), azidotrifosfato (2'-azido-2'-
desoxicitidina-5'-trifosfato, 2'-azido-2'-desoxiuridin-5'-trifosfato) y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el ARNsg modificado contiene una o mas modificaciones 2'-fluro, 2'-amino y/o 2'-tio. En
algunos casos, la modificacion es una 2'-fluoro-citidina, 2'-fluoro-uridina, 2'-fluoro-adenosina, 2'-fluoro-guanosina, 2'-
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amino-citidina, 2'-amino-uridina, 2'-amino-adenosina, 2'-amino-guanosina, 2,6-diaminopurina, 4-tiouridina, 5-amino-
alil-uridina, 5-bromo-uridina, 5-yodo-uridina, 5-metil-citidina, ribotimidina, 2-aminopurina, 2'-amino-butiril-pireno-
uridina, 5-fluoro-citidina y/o 5-fluoro-uridina.

Hay mas de 96 modificaciones de nucledsidos de origen natural que se encuentran en el ARN de mamiferos. Véase,
por ejemplo, Limbach et al., Nucleic Acids Research, 22(12):2183-2196 (1994). La preparaciéon de nucledtidos y
nucledtidos y nucleésidos modificados es bien conocida en la técnica y se describe en, por ejemplo, las patentes de
Estados Unidos numeros 4.373.071.4.458.066, 4.500.707, 4.668.777, 4.973.679, 5.047.524, 5.132.418, 5.153.319,
5.262.530 y 5.700.642. Numerosos nucleésidos modificados y nucleétidos modificados que son adecuados para su
uso como se describe en el presente documento estan disponibles comercialmente. El nucleésido puede ser un
analogo de un nucledsido de origen natural. En algunos casos, el analogo es dihidrouridina, metiladenosina,
metilcitidina, metiluridina, metilpseudouridina, tiouridina, desoxicitodina y desoxiuridina.

En algunos casos, el ARNsg modificado descrito en el presente documento incluye un ribonucleétido modificado con
nucleobase, es decir, un ribonucleétido que contiene al menos una nucleobase de origen no natural en lugar de una
nucleobase de origen natural. Los ejemplos no limitantes de nucleobases modificadas que pueden incorporarse en
nucledsidos modificados y nucledtidos modificados incluyen m5C (5-metilcitidina), m5U (5-metiluridina), m6A (N6-
metiladenosina), s2U (2-tiouridina), Um (2'-0-metiluridina), m1A (1-metil adenosina), m2A (2-metiladenosina), Am (2-
1-O-metiladenosina), ms2m6A (2-metiltio-N6-metiladenosina), i6A (N6-isopentenil adenosina), ms2i6A (2-metiltio-
N6isopenteniladenosina), i06A  (N6- (cis-hidroxiisopentenil) adenosina), ms2i06A  (2-metiltio-N6-(cis-
hidroxiisopentenil) adenosina), g6A (N6-glicinilcarbamoiladenosina), t6A (N6-treonil carbamoiladenosina), ms2t6A (2-
metiltio-N6-treonilcarbamoiladenosina), mG6t6A (N6-metil-N6-treonilcarbamoiladenosina), hn6A (N6.-
hidroxinorvalilcarbamoil adenosina), ms2hn6A (2-metiltio-N6-hidroxinorvalilcarbamoiladenosina), Ar(p) (2-O-
ribosiladenosina (fosfato)), | (inosina), m11 (1-metilinosina), m'Im (1,2'-O-dimetilinosina), m3C (3-metilcitidina), Cm
(2T-O-metilcitidina), s2C (2-tiocitidina), ac4C (N4-acetilcitidina), f5C (5-fonilcitidina), m5Cm (5,2-O-dimetilcitidina),
ac4Cm (N4acetil2TOmetilcitidina), k2C (lisidina), m1G (1-metilguanosina), m2G (N2-metilguanosina), m7G (7-
metilguanosina), Gm (2’-O-metilguanosina), m22G (N2,N2-dimetilguanosina), m2Gm (N2,2'-O-dimetilguanosina),
m22Gm  (N2,N2,2'-O-trimetilguanosina), Gr(p) (2'-O-ribosilguanosina (fosfato)), yW (wibutosina), 02yW
(peroxiwibutosina), OHyW (hidroxiwibutosina), OHyW* (hidroxiwibutosina no modificada), imG (wiosina), mimG
(metilguanosina), Q (queuosina), oQ (epoxiqueuosina), galQ (galtactosil-queuosina), manQ (manosil-queuosina),
preQo (7-ciano-7-deazaguanosina), preQo (7-aminometil-7-deazaguanosina), G (arcaeosina), D (dihidrouridina),
m5Um (5,2'-O-dimetiluridina), s4U (4-tiouridina), m5s2U (5-metil-2-tiouridina), s2Um (2-tio-2'-O-metiluridina), acp3U
(3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina), ho5U (5-hidroxiuridina), mo5U (5-metoxiuridina), cmo5U (acido uridina 5-
oxiacético), mcmo5U (éster metilico de acido uridina 5-oxiacético), chm5U (5-(carboxihidroximetil)uridina)), mchm5U
(éster metilico de 5-(carboxihidroximetil)uridina), mcm5U (5-metoxicarbonil metiluridina), mcm5Um (S-
metoxicarbonilmetil-2-O-metiluridina), mcm5s2U  (5-metoxicarbonilmetil-2-tiouridina), nm5s2U  (5-aminometil-2-
tiouridina), mnm5U (5-metilaminometiluridina), mnm5s2U  (5-metilaminometil-2-tiouridina), mnm5se2U (5-
metilaminometil-2-selenouridina), ncm5U (5-carbamoilmetiluridina), ncm5Um (5-carbamoilmetil-2'-O-metiluridina),
cmnmbU (5-carboximetilaminometiluridina), cnmm5Um (5-carboximetilaminometil-2-L-ometiluridina), cmnm5s2U (5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina), m62A (N6,N6-dimetiladenosina), Tm (2’-O-metilinosina), m4C (N4-metilcitidina),
m4Cm (N4,2-O-dimetilcitidina), hm5C (5-hidroximetilcitidina), m3U (3-metiluridina), cm5U (5-carboximetiluridina),
m6Am (N6, T-O-dimetiladenosina), m62Am (N6, N6, O-2-trimetiladenosina), m2'7G (N2,7-dimetilguanosina),
m2'2'7G (N2, N2,7-trimetilguanosina), m3Um (3,2T-O-dimetiluridina), m5D (5-metildihidrouridina), f5Cm (5-formil-2'-
O-metilcitidina), m1Gm (1,2'-O-dimetilguanosina), m'Am (1,2-0-dimetil adenosina) irinometiluridina), tm5s2U (S-
taurinometil-2-tiouridina)), imG-14 (4-desmetil guanosina), imG2 (isoguanosina) o ac6A (N6-acetiladenosina),
hipoxantina, inosina, 8-oxo-adenina, derivados 7-sustituidos de las mismas, dihidrouracilo, pseudouracilo, 2-
tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-aminouracilo, 5-alquiluracilo (C4-Cg)-, 5-metiluracilo, 5-alqueniluracilo (C2-Cs)-, 5-
alquiniluracilo (C2-Cs)-, 5-(hidroximetil)uracilo, 5-clorouracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-hidroxicitosina, 5-
alquilcitosina (C1-Cg)-, 5-metilcitosina, 5-alquenilcitosina (C2-Cg)-, 5-alquinilcitosina (C,-Cs)-, 5-clorocitosina, 5-
fluorocitosina, 5-bromocitosina, N*-dimetilguanina, 7-desazaguanina, 8-azaguanina, 7-deaza-guanina-7-sustituida, 7-
deaza-7- (C2-C6)alquinilguanina, 7-deaza-guanina-8-sustituida, 8-hidroxiguanina, 6-tioguanina, 8-oxoguanina, 2-
aminopurina, 2-amino-6-cloropurina, 2,4-diaminopurina, 2,6-diaminopurina, 8-azapurina, 7-deazapurina sustituida,
purina 7-deaza-7-sustituida, purina 7-deaza-8-sustituida y combinaciones de las mismas.

En algunas realizaciones, la cadena principal de fosfato del ARNsg modificado esta alterado. El ARNsg modificado
puede incluir uno o mas enlaces fosforotioato, fosforamidato (por ejemplo, N3'-P5'-fosforamidato (NP)), 2'-O-metoxi-
etilo (2'MOE), 2'-O-metil-etilo (2'ME) y/o metilfosfonato.

En realizaciones particulares, uno o mas de los nucleétidos modificados de la secuencia guia y/o uno o mas de los
nuclestidos modificados de la secuencia de armazoén del ARNsg modificado incluyen un nucleétido 2'-O-metilo (M),
un nucledtido 2'-O-metil 3'-fosforotioato (MS), un nucleétido 2'-O-metil 3'tioPACE (MSP) o una combinacion de los
mismos. En algunos casos, el ARNsg modificado incluye uno o mas nucleétidos de MS. En otros casos, el ARNsg
modificado incluye uno o mas nucledtidos de MSP. En otros casos mas, el ARNsg modificado incluye uno o mas
nucledtidos de MS y uno o mas nucleétidos de MSP. En otros casos, el ARNsg modificado no incluye nucleétidos de
M. En determinados casos, el ARNsg modificado incluye uno o mas nucleétidos de MS y/o uno o mas nucledtidos de
MSP, y, ademas, incluye uno o mas nucledtidos de M. En otros casos determinados, los nucleétidos de MS y/o los
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nucleétidos de MSP son los Unicos nucledtidos modificados presentes en el ARNsg modificado.

Cabe sefialar que cualquiera de las modificaciones descritas en el presente documento puede combinarse e
incorporarse en la secuencia guia y/o la secuencia de armazon del ARNsg modificado.

En algunos casos, el ARNsg modificado también incluye una modificacion estructural, tal como un bucle del tallo, por
ejemplo, bucle del tallo M2 o un tetrabucle.

El ARNsg modificado puede sintetizarse mediante cualquier método conocido por un experto en la materia. En
algunas realizaciones, el ARNsg modificado se sintetiza quimicamente. Los ARNsg modificados se pueden sintetizar
usando nucleédsidos fosforamiditas protegidos con 2'-O-tiono-carbamato. Los métodos se describen en, por ejemplo,
Dellinger et al., J. American Chemical Society 133, 11540-11556 (2011); Threlfall et al., Organic & Biomolecular
Chemistry 10, 746-754 (2012); y Dellinger et al., J. American Chemical Society 125, 940-950 (2003).

Los ARNsg modificados quimicamente se pueden utilizar con cualquier tecnologia asociada a CRISPR, por ejemplo,
y tecnologia guiada por ARN. Tal como se describe en el presente documento, el ARNsg modificado puede servir
como guia para cualquier nucleasa Cas o variante o fragmento de la misma, incluyendo cualquier polipéptido Cas9
manipulado o artificial. Los ARNsg modificados pueden dirigirse a moléculas de ADN y/o ARN en células primarias
aisladas para terapia ex vivo o in vivo (por ejemplo, en un animal). Los métodos desvelados en el presente
documento se pueden aplicar a la edicion del genoma, la regulaciéon génica, el procesamiento de imagenes y
cualquier otra aplicacién basada en CRISPR.

3. Molde de reparacién de donante

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona un molde de reparacion de donante recombinante que
comprende dos brazos de homologia que son homdlogos a porciones de una secuencia de ADN diana (por ejemplo,
gen o locus diana) en cada lado de un sitio de escision de nucleasa Cas (por ejemplo, nucleasa Cas9). En
determinados casos, el molde de reparacién de donante recombinante comprende un casete indicador que incluye
una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido indicador (por ejemplo, un polipéptido detectable,
polipéptido fluorescente o un marcador seleccionable), y dos brazos de homologia que flanquean el casete indicador
y son homologos a porciones del ADN diana en cada lado del sitio de escision de la nucleasa Cas. El casete
indicador puede comprender ademas una secuencia que codifica un péptido de autoescision, una o mas sefales de
localizacién nuclear y/o un polipéptido fluorescente, por ejemplo, GFP superplegador (sfGFP).

En algunas realizaciones, los brazos de homologia tienen la misma longitud. En otras realizaciones, los brazos de
homologia tienen diferentes longitudes. Los brazos de homologia pueden tener al menos aproximadamente 10 pares
de bases (pb), por ejemplo, al menos aproximadamente 10 pb, 15 pb, 20 pb, 25 pb, 30 pb, 35 pb, 45 pb, 55 pb,
65 pb, 75 pb, 85 pb, 95 pb, 100 pb, 150 pb, 200 pb, 250 pb, 300 pb, 350 pb, 400 pb, 450 pb, 500 pb, 550 pb, 600 pb,
650 pb, 700 pb, 750 pb, 800 pb, 850 pb, 900 pb, 950 pb, 1000 pb, 1,1 kilobases (kb), 1,2 kb, 1,3 kb, 1,4 kb, 1,5 kb,
1,6 kb, 1,7 kb, 1,8 kb, 1,9 kb, 2,0 kb, 2,1 kb, 2,2 kb, 2,3 kb, 2,4 kb, 2,5kb, 2,6 kb, 2,7 kb, 2,8 kb, 2,9 kb, 3,0 kb,
3,1 kb, 3,2 kb, 3,3 kb, 3,4 kb, 3,5 kb, 3,6 kb, 3,7 kb, 3,8 kb, 3,9 kb, 4,0 kb 0 mas. Los brazos de homologia pueden
tener de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 4 kb, por ejemplo, de aproximadamente 10pb a
aproximadamente 20 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 50 pb, de aproximadamente 10 pb a
aproximadamente 100 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 200 pb, de aproximadamente 10 pb a
aproximadamente 500 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 1 kb, de aproximadamente 10 pb a
aproximadamente 2 kb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 4 kb, de aproximadamente 100 pb a
aproximadamente 200 pb, de aproximadamente 100 pb a aproximadamente 500 pb, de aproximadamente 100 pb a
aproximadamente 1 kb, de aproximadamente 100 pb a aproximadamente 2 kb, de aproximadamente 100 pb a
aproximadamente 4 kb, de aproximadamente 500 pb a aproximadamente 1 kb, de aproximadamente 500 pb a
aproximadamente 2 kb, de aproximadamente 500 pb a aproximadamente 4 kb, de aproximadamente 1kb a
aproximadamente 2 kb, de aproximadamente 1kb a aproximadamente 2 kb, de aproximadamente 1kb a
aproximadamente 4 kb o de aproximadamente 2 kb a aproximadamente 4 kb.

El molde de reparacion de donante se puede clonar en un vector de expresion. Pueden usarse vectores de
expresion convencionales basados en virus y no virus conocidos por los expertos en la técnica.

En lugar de un molde de reparacion de donante recombinante, se puede usar un molde donante de
oligodesoxinucledtido monocatenario (ssODN) para la reparacién mediada por recombinacion homoéloga. Un ssODN
es util para introducir modificaciones cortas dentro de un ADN diana. Por ejemplo, los ssODN son adecuados para
corregir con precision mutaciones genéticas tales como SNP. Los ssODN pueden contener dos secuencias
homadlogas flanqueantes en cada lado del sitio diana de la escision de la nucleasa Cas y pueden estar orientadas en
la direccién sentido o antisentido con respecto al ADN diana. Cada secuencia flanqueante puede tener al menos
aproximadamente 10 pares de bases (pb), por ejemplo, al menos aproximadamente 10 pb, 15 pb, 20 pb, 25 pb,
30 pb, 35 pb, 40 pb, 45 pb, 50 pb, 55 pb, 60 pb, 65 pb, 70 pb, 75 pb, 80 pb, 85 pb, 90 pb, 95 pb, 100 pb, 150 pb,
200 pb, 250 pb, 300 pb, 350 pb, 400 pb, 450 pb, 500 pb, 550 pb, 600 pb, 650 pb, 700 pb, 750 pb, 800 pb, 850 pb,
900 pb, 950 pb, 1kb, 2kb, 4kb o mas. En algunas realizaciones, cada brazo de homologia tiene de
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aproximadamente 10 pb a aproximadamente 4 kb, por ejemplo, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente
20 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 50 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente
100 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 200 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente
500 pb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 1 kb, de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 2 kb,
de aproximadamente 10 pb a aproximadamente 4 kb, de aproximadamente 100 pb a aproximadamente 200 pb, de
aproximadamente 100 pb a aproximadamente 500 pb, de aproximadamente 100 pb a aproximadamente 1 kb, de
aproximadamente 100 pb a aproximadamente 2 kb, de aproximadamente 100 pb a aproximadamente 4 kb, de
aproximadamente 500 pb a aproximadamente 1 kb, de aproximadamente 500 pb a aproximadamente 2 kb, de
aproximadamente 500 pb a aproximadamente 4 kb, de aproximadamente 1 kb a aproximadamente 2 kb, de
aproximadamente 1 kb a aproximadamente 2 kb, de aproximadamente 1kb a aproximadamente 4kb o de
aproximadamente 2 kb a aproximadamente 4 kb. El ssODN puede tener al menos aproximadamente 25 nucleétidos
(nt) de longitud, por ejemplo, al menos aproximadamente 25 nt, 30 nt, 35 nt, 40 nt, 45 nt, 50 nt, 55 nt, 60 nt, 65 nt, 70
nt, 75 nt, 80 nt, 85 nt, 90 nt, 95 nt, 100 nt, 150 nt, 200 nt, 250 nt, 300 nt o mas. En algunas realizaciones, el ssODN
es de aproximadamente 25 a aproximadamente 50; de aproximadamente 50 a aproximadamente 100; de
aproximadamente 100 a aproximadamente 150; de aproximadamente 150 a aproximadamente 200; de
aproximadamente 200 a aproximadamente 250; de aproximadamente 250 a aproximadamente 300; o de
aproximadamente 25 nt a aproximadamente 300 nt de longitud.

En algunas realizaciones, el molde de ssODN comprende al menos uno, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o mas nucleodtidos modificados descritos en el presente
documento. En algunos casos, al menos un 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o
99 % de la secuencia de ssODN incluye un nucleétido modificado. En algunas realizaciones, los nucleétidos
modificados se encuentran en uno o en ambos extremos terminales del ssODN. Los nucleétidos modificados pueden
estar en el primero, segundo, tercer, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno o décimo nucleétido terminal o
cualquier combinacion de los mismos. Por ejemplo, los nucleétidos modificados pueden estar en los tres nucleétidos
terminales en ambos extremos del molde de ssODN. Adicionalmente, los nucleétidos modificados se pueden ubicar
en el interior de los extremos terminales.

4. ADN diana

En el sistema CRISPR/Cas, la secuencia de ADN diana puede ser complementaria a un fragmento de un ARN
dirigido a ADN (por ejemplo, ARNsg modificado) y puede ser seguida inmediatamente por una secuencia motivo
adyacente protoespaciador (PAM). El sitio del ADN diana puede encontrarse inmediatamente en 5' de una secuencia
PAM, que es especifico de la especie bacteriana de Cas9 utilizada. Por ejemplo, la secuencia PAM de Cas9
derivada de Streptococcus pyogenes es NGG; la secuencia PAM de Cas9 derivada de Neisseria meningitidis es
NNNNGATT,; la secuencia PAM de Cas9 derivada de Streptococcus thermophilus es NNAGAA; y la secuencia PAM
de Cas9 derivada de Treponema denticola es NAAAAC. En algunas realizaciones, la secuencia PAM puede ser 5'-
NGG, en donde N es cualquier nucleétido; 5-NRG, en donde N es cualquier nucleédtido y R es una purina; o 5'-
NNGRR, en donde N es cualquier nucledtido y R es una purina. Para el sistema de S. pyogenes, la secuencia de
ADN diana seleccionada debe preceder inmediatamente (por ejemplo, estar ubicada en 5') a 5' NGG PAM, en donde
N es cualquier nucleétido, de manera que la secuencia guia del ARN que se dirige al ADN (por ejemplo, ARNsg
modificado) se empareja con la cadena opuesta para mediar la escision en aproximadamente 3 pares de bases
cadena arriba de la secuencia de PAM.

En algunas realizaciones, el grado de complementariedad entre una secuencia guia del ARN dirigido al ADN (por
ejemplo, ARNsg modificado) y su secuencia de ADN diana correspondiente, cuando se alinea de manera 6ptima
utilizando un algoritmo de alineaciéon adecuado, es de aproximadamente el 50 % o mas, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas. La alineacién éptima se
puede determinar con el uso de cualquier algoritmo adecuado para alinear secuencias, un ejemplo no limitante de
los cuales incluyen el algoritmo Smith-Waterman, el algoritmo Needleman-Wunsch, algoritmos basados en la
Transformada de Burrows-Wheeler (por ejemplo, el Alineador de Burrows Wheeler), ClustalW, Clustal X, BLAT,
Novoalign (Novocraft Technologies, Selangor, Malasia) y ELAND (lllumina, San Diego, CA).

El sitio de ADN diana se puede seleccionar en una secuencia genémica predefinida (gen) utilizando un software
basado en la web como el software ZiFiT Targeter (Sander et al., 2007, Nucleic Acids Res, 35:599-605; Sander et
al., 2010, Nucleic Acids Res, 38:462-468), E-CRISP (Heigwer et al., 2014, Nat Methods, 11:122-123), RGEN Tools
(Bae et al., 2014, Bioinformatics, 30(10):1473-1475), CasFinder (Aach et al., 2014, bioRxiv), DNA2.0 gNRA Design
Tool (DNA2.0, Menlo Park, CA) y la herramienta de disefio CRISPR (Broad Institute, Cambridge, MA). Dichas
herramientas analizan una secuencia genoémica (por ejemplo, gen o locus de interés) e identifican el sitio diana
adecuado para la edicion de genes. Para evaluar las modificaciones de genes fuera de la diana para cada ARN
dirigido al ADN (por ejemplo, ARNsg modificado), las predicciones computacionales de los sitios fuera de la diana se
basan en el andlisis de especificidad cuantitativa de la identidad de emparejamiento erréneo, posicién y distribucion
de las bases.
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5. Modulacién de la expresion génica

El sistema CRISPR/Cas de regulacion de la expresion génica, tal como inhibir la expresion génica o activar la
expresion génica, puede incluir una variante o fragmento de la nucleasa Cas nativa o de tipo salvaje (por ejemplo,
variante o fragmento del polipéptido Cas9) y un ARNsg dirigido al ADN o un ARNsg dirigido al ARN. Como un
ejemplo no limitante, un complejo que comprende una variante o fragmento de Cas9 y un ARNsg que puede unirse a
una secuencia de ADN diana complementaria a una porcion del ARNsg puede bloquear u obstaculizar el inicio y/o
elongacion de la transcripcién por la ARN polimerasa. Esto, a su vez, puede inhibir o reprimir la expresion génica del
ADN diana. Como alternativa, un complejo que comprende una variante o fragmento de Cas9 diferente y un ARNsg
que puede unirse a una secuencia de ADN diana complementaria a una porcién del ARNsg puede inducir o activar la
expresion génica del ADN diana.

Las descripciones detalladas de los métodos para realizar la interferencia CRISPR (CRISPRI) para inactivar o
reducir la expresion génica se encuentran en, por ejemplo, Larson et al., Nature Protocols, 2013, 8(11):2180-2196 y
Qi et al., Cell, 152, 2013, 1173-1183. En CRISPRI, el complejo variante ARNsg-Cas9 puede unirse a una cadena de
ADN sin molde de una regién codificante de proteina y bloguear la elongacién de la transcripcion. En algunos casos,
cuando el complejo variante ARNsg-Cas9 se une a una region promotora de un gen, el complejo previene o dificulta
el inicio de la transcripcion.

Las descripciones detalladas de los métodos para realizar la activaciéon de CRISPR para aumentar la expresion
génica se encuentran en, por ejemplo, Cheng et al., Cell Research, 2013, 23:1163-1171, Konerman et al., Nature,
2015, 517:583-588 y la patente de Estados Unidos n.° 8,697,359.

Se encuentran descripciones detalladas de los métodos para la unién y/o escision de ARN basados en CRISPR para
modular la expresion génica en, por ejemplo, O'Connell et al., Nature, 2014, 516: 263 -266 y la Publicacion de
Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2014/0302563.

Para el control de la expresion génica basado en CRISPR, puede usarse una variante cataliticamente inactiva de la
nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) que carece de actividad endonucleolitica. En algunas realizaciones, la
nucleasa Cas es una variante de Cas9 que contiene al menos dos mutaciones puntuales en los dominios nucleasa
de tipo RuvC y HNH. En algunas realizaciones, la variante Cas9 tiene sustituciones de aminoacidos D10A y H840A,
que se conoce como dCas9 (Jinek et al., Science, 2012, 337:816-821; Qi et al., Cell, 152(5):1173-1183). En algunos
casos, el polipéptido dCas9 de Streptococcus pyogenes comprende al menos una mutacion en la posicion D10, G12,
G17, E762, H840, N854, N863, H982, H983, A984, D986, A987 o cualquier combinacion de las mismas. Las
descripciones de dichos polipéptidos dCas9 y variantes de los mismos se proporcionan en, por ejemplo, la
publicacion de patente internacional n.° WO 2013/176772. La enzima dCas9 puede contener una mutacién en D10,
E762, H983 o D986, asi como una mutacion en H840 o N863. En algunos casos, la enzima dCas9 contiene una
mutaciéon D10A o D10N. También, la enzima dCas9 puede incluir un H840A, H840Y o H840N. En algunos casos, la
enzima dCas9 comprende sustituciones D10A y H840A; D10A y H840Y; D10A y H840N; D10N y H840A; D10N y
H840Y; o D10N y H840N. Las sustituciones pueden ser sustituciones conservadoras o no conservadoras para hacer
que el polipéptido Cas9 sea cataliticamente inactivo y capaz de unirse al ADN diana.

En determinadas realizaciones, el polipéptido dCas9 es cataliticamente inactivo, tal como defectuoso en la actividad
nucleasa. En algunos casos, la enzima dCas9 o una variante o fragmento de la misma puede bloquear la
transcripcion de una secuencia diana y, en algunos casos, bloquear la ARN polimerasa. En otros casos, la enzima
dCas9 o una variante o fragmento de la misma puede activar la transcripcion de una secuencia diana.

En determinadas realizaciones, la variante Cas9 que carece de actividad endonucleolitica (por ejemplo, dCas9)
puede fusionarse con un dominio de represion transcripcional, por ejemplo, un dominio de caja asociada a Kruppel
(KRAB), o un dominio de activacion transcripcional, por ejemplo, un dominio de transactivacion VP16. En algunas
realizaciones, la variante Cas9 es un polipéptido de fusién que comprende dCas9 y un factor de transcripcion, por
ejemplo, el factor omega de ARN polimerasa, el factor de choque térmico 1 o un fragmento del mismo. En otras
realizaciones, la variante Cas9 es un polipéptido de fusién que comprende dCas9 y una ADN metilasa, histona
acetilasa o un fragmento de la misma

Para el control basado en CRISPR de la expresion génica mediada por la uniéon del ARN y/o la escision del ARN,
puede usarse una variante de nucleasa Cas adecuada (por ejemplo, polipéptido Cas9) que tiene actividad
endorribonucleasa, como se describe en, por ejemplo, O'Connell et al., Nature, 2014, 516:263-266. Otras variantes
de la nucleasa Cas utiles (por ejemplo, Cas9) se describen en, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente de
Estados Unidos n.° 2014/0302563. Otras enzimas relacionadas con CRISPR que pueden escindir el ARN incluyen
una endorribonucleasa Csy4, una enzima Cas6 relacionada con CRISPR, una enzima miembro de la familia Cas5,
una enzima miembro de la familia Cas6, una endorribonucleasa del sistema CRISPR de tipo |, una
endorribonucleasa del sistema CRISPR de tipo Il, una endorribonucleasa del sistema CRISPR de tipo lll y variantes
de las mismas.

En algunas realizaciones de escision de ARN basada en CRISPR, se usa un oligonucleétido de ADN que contiene

una secuencia de PAM (por ejemplo, PAMmer) con el ARNsg modificado y la variante de nucleasa Cas (por ejemplo,
Cas9) descrita en el presente documento para unirse y escindir un transcrito de ARN monocatenario. Las
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descripciones detalladas de las secuencias de PAMmer adecuadas se encuentran en, por ejemplo, O'Connell et al.,
Nature, 2014, 516:263-266.

La nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o variantes o fragmentos de la misma se pueden proporcionar
como polipéptido, un ARNm que codifica el polipéptido o un vector de expresién recombinante que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido. Se pueden encontrar detalles adicionales en lo que antecede.

En algunas realizaciones, se usa una pluralidad de ARNsg modificados para apuntar a diferentes regiones de un gen
diana para regular la expresién génica de ese gen diana. La pluralidad de ARNsg modificados puede proporcionar
una modulacién sinérgica (por ejemplo, inhibiciéon o activacion) de la expresion génica de un Unico gen diana en
comparacién con cada ARNsg modificado solo. En otras realizaciones, se utiliza una pluralidad de ARNsg
modificados para regular la expresién génica de al menos dos genes diana.

B. Células primarias

La presente invencion se usa para inducir la regulacion génica de un acido nucleico diana en cualquier célula
primaria de interés. La célula primaria puede ser una célula aislada de cualquier organismo multicelular, por ejemplo,
una ceélula vegetal (por ejemplo, una célula de arroz, una célula de trigo, una célula de tomate, una célula de
Arabidopsis thaliana, una célula de Zea mays, y similares), una célula de un protista multicelular, una célula de un
hongo multicelular, una célula animal, tal como una célula de un animal invertebrado (por ejemplo, mosca de la fruta,
cnidario, equinodermo, nematodo, etc.) o una célula de un animal vertebrado (por ejemplo, peces, anfibios, reptiles,
aves, mamiferos, efc.), una célula de un ser humano, una célula de un ser humano sano, una célula de un paciente
humano, una célula de un paciente con cancer, etc. En algunos casos, la célula primaria con regulacion génica
inducida se puede trasplantar a un sujeto (por ejemplo, paciente). Por ejemplo, la célula primaria puede derivarse del
sujeto (por ejemplo, paciente) a tratar.

Cualquier tipo de célula primaria puede ser de interés, tal como una célula madre, por ejemplo, célula madre
embrionaria, célula madre pluripotencial inducida, célula madre adulta (por ejemplo, célula madre mesenquimatosa,
célula madre neuronal, célula madre hematopoyética, célula madre de érgano), una célula progenitora, una célula
somatica (por ejemplo, fibroblasto, hepatocito, célula cardiaca, hepatocito, célula pancreatica, célula muscular, célula
de la piel, célula sanguinea, célula neural, célula inmunitaria) y cualquier otra célula del cuerpo, por ejemplo, cuerpo
humano. Las células pueden ser células primarias o cultivos de células primarias derivados de un sujeto, por
ejemplo, un sujeto animal o un sujeto humano, y se deja crecer in vitro durante un nimero limitado de pases. En
algunas realizaciones, las células son células enfermas o derivadas de un sujeto con una enfermedad. Por ejemplo,
las células pueden ser cancerosas o tumorales.

Las células primarias se pueden recolectar de un sujeto mediante cualquier método estandar. Por ejemplo, células
de tejidos, tales como la piel, musculares, de médula 6sea, de bazo, de higado, de rifidn, de pancreas, de pulmén,
de intestino, de estdmago, efc., puede recolectarse mediante una biopsia de tejido o un aspirado con aguja fina. Las
células sanguineas y/o las células inmunitarias se pueden aislar de sangre completa, plasma o suero. En algunos
casos, las células primarias adecuadas incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC), linfocitos de
sangre periférica (PBL) y otros subconjuntos de células sanguineas tales como, pero sin limitaciones, linfocito T, un
linfocito citolitico natural, un monocito, un linfocito T citolitico natural, una célula precursora de monocitos, una célula
madre y progenitora hematopoyética (HSPC), tales como HSPC CD34+, o una célula madre no pluripotencial. En
algunos casos, la célula puede ser cualquier célula inmunitaria, incluyendo, pero sin limitaciones, cualquier linfocito
T, tales como células infiltrantes de tumores (TIL), linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ o cualquier
otro tipo de linfocito T. El linfocito T también puede incluir linfocitos T de memoria, linfocitos T madre de memoria o
linfocitos T efectores. Los linfocitos T también pueden estar sesgados hacia poblaciones y fenotipos particulares. Por
ejemplo, los linfocitos T se pueden sesgar para que comprendan fenotipicamente CD45RO(-), CCR7(+), CD45RA(+),
CD62L(+), CD27(+), CD28(+) y/o IL-7Ra(+). Se pueden seleccionar células adecuadas que comprendan uno 0 mas
marcadores seleccionados de una lista que comprende CD45RO(-), CCR7(+), CD45RA(+), CD62L(+), CD27(+),
CD28(+) y/o IL-7Ra(+). Las células madre pluripotenciales inducidas se pueden generar a partir de células
diferenciadas de acuerdo con los protocolos estandar descritos en, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos n.°
7,682,828, 8,058,065, 8,530,238, 8,871,504, 8,900,871y 8,791,248.

En algunas realizaciones, la célula primaria es in vitro. En otras realizaciones, la célula primaria es ex vivo.
C. Terapia ex vivo

Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse en terapia ex vivo. La terapia ex vivo puede
comprender administrar una composicién (por ejemplo, una célula) generada o modificada fuera de un organismo a
un sujeto (por ejemplo, un paciente). En algunas realizaciones, la composicion (por ejemplo, una célula) puede
generarse o modificarse mediante los métodos desvelados en el presente documento. Por ejemplo, la terapia ex vivo
puede comprender administrar una célula primaria generada o modificada fuera de un organismo a un sujeto (por
ejemplo, un paciente), en donde la célula primaria ha sido cultivada in vitro de acuerdo con los métodos de la
presente invencion que incluye poner en contacto el acido nucleico diana en la célula primaria con uno o mas ARNsg
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modificados descritos en el presente documento y una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o variante o
fragmento de la misma, un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o
fragmento de la misma, o un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma.

En algunas realizaciones, la composicién (por ejemplo, una célula) se puede derivar del sujeto (por ejemplo, un
paciente) que se va a tratar mediante terapia ex vivo. En algunas realizaciones, la terapia ex vivo puede incluir
terapia basada en células, tal como inmunoterapia adoptiva.

En algunas realizaciones, la composicion utilizada en la terapia ex vivo puede ser una célula. La célula puede ser
una célula primaria, que incluyen, pero sin limitaciones, células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés), linfocitos de sangre periférica (PBL) y otros subconjuntos de células sanguineas. La célula primaria
puede ser una célula inmunitaria. La célula primaria puede ser un linfocito T (por ejemplo, linfocitos T CD3+,
linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+), un linfocito citolitico natural, un monocito, un linfocito T citolitico natural, una
célula precursora de monocitos, una célula madre hematopoyética o una célula madre no pluripotencial, una célula
madre o una célula progenitora. La célula primaria puede ser una célula madre o progenitora hematopoyética
(HSPC), tales como HSPC CD34+. La célula primaria puede ser una célula humana. La célula primaria se puede
aislar, seleccionar y/o cultivar. La célula primaria se puede expandir ex vivo. La célula primaria se puede expandir in
vivo. La célula primaria puede ser CD45RO(-), CCR7(+), CD45RA(+), CD62L(+), CD27(+), CD28(+) y/o IL-7Ra(+).
La célula primaria puede ser autéloga de un sujeto que la necesite. La célula primaria puede no ser autéloga para un
sujeto que la necesite. La celda primaria puede ser un reactivo compatible con las buenas practicas de fabricacion
(GMP). La célula primaria puede ser parte de una terapia combinada para tratar enfermedades, incluyendo cancer,
infecciones, trastornos autoinmunes o enfermedad de injerto contra huésped (EICH), en un sujeto que lo necesite.

Como ejemplo no limitativo de terapia ex vivo, una célula primaria puede aislarse de un organismo multicelular (por
ejemplo, una planta, protista multicelular, hongo multicelular, animal invertebrado, animal vertebrado, etc.) antes de
poner en contacto un acido nucleico diana dentro de la célula primaria con una nucleasa Cas y un ARNsg
modificado. Después de poner en contacto el acido nucleico diana con la nucleasa Cas y el ARNsg modificado, la
célula primaria o su progenie (por ejemplo, una célula derivada de la célula primaria) se puede devolver al organismo
multicelular.

D. Métodos para introducir acidos nucleicos en células diana

Los métodos para introducir polipéptidos y acidos nucleicos en una célula diana (célula hospedadora) son conocidos
en la técnica y se puede usar cualquier método conocido para introducir una nucleasa o un acido nucleico (por
ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica la nucleasa, un ARN dirigido al ADN (por ejemplo, un ARN guia
unico modificado), un molde de reparacion de donante para la reparacion dirigida por homologia (HDR), etc.) en una
célula, por ejemplo, una célula primaria, tal como una célula madre, una célula progenitora o una célula diferenciada.
Los ejemplos no limitantes de métodos adecuados incluyen electroporacion, infeccién virica o por bacteriéfago,
transfeccion, conjugacién, fusién de protoplastos, lipofeccién, precipitacién con fosfato de calcio, transfeccion
mediada por polietilenimina (PEI), transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por liposomas,
tecnologia de pistola de particulas, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion directa, administracion de
acido nucleico mediado por nanoparticulas y similares.

En algunas realizaciones, los componentes de la regulacion génica mediada por CRISPR/Cas pueden introducirse
en una célula utilizando un sistema de administracion. En determinados casos, el sistema de administracion
comprende una nanoparticula, una microparticula (por ejemplo, un micropolimero de polimero), un liposoma, una
micela, un virosoma, una particula virica, un complejo de acido nucleico, un agente de transfeccién, un agente de
electroporacion (por ejemplo, usando un sistema de transfeccion NEON), un agente de nucleofeccion, un agente de
lipofeccion y/o un sistema tampon que incluye un componente de nucleasa (como un polipéptido o codificado por
una construccion de expresion) y uno o mas componentes de acido nucleico, tales como un ARN dirigido al ADN
(por ejemplo, un ARN guia Unico modificado) y/o un molde de reparaciéon de donante. Por ejemplo, los componentes
se pueden mezclar con un agente de lipofeccion de modo que se encapsulen o empaqueten en emulsiones
catidnicas submicrénicas de aceite en agua. Como alternativa, los componentes se pueden administrar sin un
sistema de administracién, por ejemplo, como solucién acuosa.

Los métodos para preparar liposomas y encapsular polipéptidos y acidos nucleicos en liposomas se describen en,
por ejemplo, Methods and Protocols, Volumen 1: Pharmaceutical Nanocarriers: Methods and Protocols. (ed.
Weissig). Humana Press, 2009 y Heyes et al. (2005) J Controlled Release 107:276-87. Los métodos para preparar
microparticulas y encapsular polipéptidos y acidos nucleicos se describen en, por ejemplo, Functional Polymer
Colloids and Microparticles volume 4 (Microspheres, microcapsules & liposomes). (eds. Arshady y Guyot). Citus
Books, 2002 y Microparticulate Systems for the Delivery of Proteins and Vaccines. (eds. Cohen y Bernstein). CRC
Press, 1996.
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E. Métodos para evaluar la eficiencia de la ediciéon del genoma

Para probar funcionalmente la presencia de la modificacidon de edicion del genoma correcta, el ADN diana puede
analizarse mediante métodos estandar conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las mutaciones ins/del
se pueden identificar mediante secuenciacion utilizando el kit de deteccion de mutaciones SURVEYOR® (Integrated
DNA Technologies, Coralville, 1A) o el kit de identificacion Guide-it™ Indel (Clontech, Mountain View, CA). La
reparacion dirigida por homologia (HDR) puede detectarse mediante métodos basados en PCR y en combinacion
con secuenciaciéon o analisis RFLP. Los ejemplos no limitantes de kits basadosen PCR incluyen el kit de deteccién
de mutaciones Guide-it (Clontech) y el kit de deteccién de escision gendmica GeneArt® (Life Technologies,
Carlsbad, CA). También se puede utilizar la secuenciacion profunda, particularmente para una gran cantidad de
muestras o sitios potenciales en la diana/fuera de la diana.

En determinadas realizaciones, la eficiencia (por ejemplo, la especificidad) de la edicién del genoma corresponde al
numero o porcentaje de eventos de escisién del genoma en la diana en relacién con el nimero o porcentaje de todos
los eventos de escisidon del genoma, incluidos los eventos dentro y fuera de la diana.

En algunas realizaciones, los ARNsg modificados descritos en el presente documento son capaces de mejorar la
edicion del genoma de una secuencia de ADN diana en una célula, tal como una célula primaria, en relacién con los
ARNsg sin modificar correspondientes. La edicion del genoma puede comprender la reparacion dirigida por
homologia (HDR) (por ejemplo, inserciones, deleciones o mutaciones puntuales) o unién de extremos no homdlogos
(NHEJ).

En determinadas realizaciones, la eficiencia de la edicién del genoma mediada por nucleasa de una secuencia de
ADN diana en una célula aumenta al menos aproximadamente 0,5 veces, 0,6 veces, 0,7 veces, 0,8 veces, 0,9
veces, 1 veces, 1,1 veces, 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4
veces, 4,5 veces, 5 veces, 5,5 veces, 6 veces, 6,5 veces, 7 veces, 7,5 veces, 8 veces, 8,5 veces, 9 veces, 9,5 veces,
10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, 35 veces, 40 veces, 45 veces, 50 veces 0 mas en presencia de
un ARNsg modificado descrito en el presente documento en comparacion con la secuencia de ARNsg no modificada
correspondiente.

F. Métodos para la regulaciéon génica de un acido nucleico diana en una célula

En el presente documento se proporciona un método in vitro para inducir la regulacién génica, por ejemplo, editar y/o
modular el genoma (por ejemplo, inhibir o activar) la expresion génica, de un acido nucleico diana en una célula
primaria.

El método in vitro para inducir la edicion del genoma incluye introducir en una célula primaria el ARNsg modificado
descrito en el presente documento y una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento
de la misma, un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de
la misma, o un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma. El ARNsg modificado guia la
nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o variante o fragmento de la misma hacia el acido nucleico diana (por
ejemplo, ADN diana). EI ARNsg modificado tiene actividad, estabilidad y/o especificidad mejoradas para el ADN
diana en comparacion con una secuencia de ARNsg no modificada correspondiente. En algunos casos, la edicion
del genoma es la unién de extremos no homoélogos (NHEJ) del ADN diana. En otros casos, la edicién del genoma es
la reparacion dirigida por homdélogos (HDR) del ADN diana. En algunas realizaciones de HDR, se afade a la célula
un molde de reparacion de donante recombinante. El molde de reparacion de donante recombinante puede incluir
dos secuencias de nucleétidos que comprenden dos porciones homélogas no superpuestas del ADN diana, en
donde las secuencias de nucledtidos estan ubicadas en los extremos &' y 3' de una secuencia de nucleétidos
correspondiente al ADN diana. En algunas realizaciones, el molde de reparacion de donante recombinante
comprende un molde sintético de oligodesoxinucleétido monocatenario (ssODN) que comprende una secuencia de
nuclestidos que codifica una mutacién para corregir un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) y dos secuencias
de nucledtidos que comprenden dos porciones homoélogas no superpuestas del ADN diana, en donde las secuencias
de nucledtidos estan ubicadas en los extremos 5' y 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica la mutacién. El
ARNsg modificado y/o una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o un fragmento de la misma,
un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma, o
un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una nucleasa Cas
(por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma se introducen en la célula usando cualquier
método tal como mediante electroporacion.

El método in vitro para modular (por ejemplo, inhibir o activar) la expresion génica de un acido nucleico diana, por
ejemplo, un ADN diana, en una célula primaria incluye introducir (por ejemplo, electroporacion) en la célula el ARNsg
modificado descrito en el presente documento y una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o
fragmento de la misma, un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o
fragmento de la misma, o un vector de expresién recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma. En algunas
realizaciones, la variante de nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9) es un polipéptido Cas deficiente en endonucleasa
(por ejemplo, dCas9). En algunos casos, la variante Cas9 puede tener dos o mas sustituciones de aminoacidos en
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comparacion con el polipéptido Cas9 de tipo salvaje. En otros casos, la variante Cas9 no puede escindir el ADN
bicatenario. La variante de nucleasa Cas puede ser un polipéptido de fusion Cas (por ejemplo, dCas9). En algunas
realizaciones, el polipéptido de fusion incluye un dominio de represion transcripcional, un dominio de activacion
transcripcional, factor de transcripcion, enzima modificadora de histonas (por ejemplo, histona desacetilasa, histona
metil transferasa, histona acetiltransferasa), una enzima modificadora del ADN (por ejemplo, ADN metiltransferasa) y
similares.

El método in vitro para modular (por ejemplo, inhibir o activar) la expresién génica de un acido nucleico diana, por
ejemplo, un ARN diana, en una célula primaria incluye introducir (por ejemplo, electroporacién) en la célula el ARNsg
modificado descrito en el presente documento y una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o
fragmento de la misma, un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o
fragmento de la misma, o un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma. En algunas
realizaciones, la variante de Cas nucleasa (por ejemplo, Cas9) tiene actividad endonucleolitica reducida o carece de
la misma. La variante de nucleasa Cas puede contener dos o mas sustituciones de aminoacidos de modo que el
polipéptido no pueda escindir el ADN bicatenario. La variante de Cas nucleasa (por ejemplo, Cas9) puede tener
actividad endorribonucleasa y puede escindir el ARN diana.

G. Métodos para prevenir o tratar una enfermedad genética en un sujeto

La divulgacion del ARNsg modificado en el presente documento se puede usar para modular la eficiencia de la
regulacién génica. Por ejemplo, el ARNsg modificado puede inducir la regulaciéon génica con una actividad mejorada
en relacion con un ARNsg sin modificar correspondiente. En algunos casos, la actividad mejorada comprende una
mayor estabilidad del ARNsg modificado y/o una mayor especificidad del ARNsg modificado para un acido nucleico
diana. Como ejemplo adicional, el ARNsg modificado puede inducir la regulacién génica con una disminucién de la
toxicidad celular en relacion con un ARNsg sin modificar correspondiente.

Los ARNsg modificados se pueden aplicar a terapias de enfermedades genéticas basadas en nucleasas dirigidas.
Los enfoques actuales para corregir con precision las mutaciones genéticas en el genoma de las células primarias
de los pacientes han sido muy ineficaces (menos del 1 por ciento de las células se pueden editar con precision). La
divulgacion de ARNsg modificados en el presente documento puede mejorar la actividad de ediciéon del genoma y
aumentar la eficacia de las terapias basadas en la edicion del genoma. En realizaciones particulares de la
divulgacion, los ARNsg modificados pueden usarse para la edicion génica de genes in vivo en sujetos con una
enfermedad genética. Los ARNsg modificados se pueden administrar a un sujeto mediante cualquier via de
administracion adecuada y a dosis o cantidades suficientes para potenciar el efecto (por ejemplo, mejorar la eficacia
de edicidn del genoma) de la terapia basada en nucleasas.

La divulgacién en el presente documento es un método para prevenir o tratar una enfermedad genética en un sujeto
que lo necesita corrigiendo una mutacidon genética asociada con la enfermedad. EI método incluye administrar al
sujeto un ARNsg modificado descrito en el presente documento en una cantidad que sea suficiente para corregir la
mutacion. También se desvela en el presente documento el uso de un ARNsg modificado descrito en el presente
documento en la fabricacion de un medicamento para prevenir o tratar una enfermedad genética en un sujeto que lo
necesita corrigiendo una mutacion genética asociada con la enfermedad. EI ARNsg modificado puede estar
contenido en una composicidon que también incluye una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante
o fragmento de la misma, un ARNm que codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o
fragmento de la misma, o un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una nucleasa Cas (por ejemplo, polipéptido Cas9) o una variante o fragmento de la misma. En algunos
casos, el ARNsg modificado se incluye en un sistema de administraciéon descrito anteriormente.

Las enfermedades genéticas que pueden corregirse con el método incluyen, pero sin limitaciones, Inmunodeficiencia
combinada grave ligada al cromosoma X, anemia de células falciformes, talasemia, hemofilia, neoplasia, cancer,
degeneracion macular relacionada con la edad, esquizofrenia, trastornos de repeticion de trinucleétidos, sindrome
del cromosoma X fragil, trastornos relacionados con priones, esclerosis lateral amiotréfica, drogadiccion, autismo,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, fibrosis quistica, enfermedades o trastornos de la sangre y de
la coagulacion, inflamacion, enfermedades o trastornos relacionados con el sistema inmunolégico, enfermedades
metabdlicas, enfermedades y trastornos del higado, enfermedades y trastornos renales, enfermedades y trastornos
musculares/esqueléticos (por ejemplo, distrofia muscular, distrofia muscular de Duchenne), enfermedades y
trastornos neurolégicos y neuronales, enfermedades y trastornos cardiovasculares, enfermedades y trastornos
pulmonares, enfermedades y trastornos oculares, infecciones viricas (por ejemplo, infeccién por VIH) y similares.

V. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, no para limitar, la invencion reivindicada.
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Ejemplo 1. Los ARN guia modificados quimicamente mejoran la edicion del genoma por CRISPR/Cas en
células primarias humanas.

La edicion del genoma mediada por CRISPR/Cas se basa en ARN guia que dirigen la escision del ADN especifica
de sitio facilitada por la endonucleasa Cas. En el presente documento se informa del uso de ARN guia Unicos
(ARNsg) sintetizados quimicamente y se muestra que la modificacion de los ARNsg por alteraciones quimicas
mejora dramaticamente la edicion del genoma en linfocitos T primarios humanos y células madre y progenitoras
hematopoyéticas CD34+. Este enfoque es una forma simple y altamente efectiva de agilizar el desarrollo de la
edicion del genoma con el potencial de acelerar una amplia gama de aplicaciones biotecnoldgicas y terapéuticas de
la tecnologia CRISPR/Cas.

La edicion del genoma con nucleasas disefiadas es una tecnologia revolucionaria para modificar esencialmente
cualquier secuencia genémica de interés (Porteus, M.H. y Carroll, D., Nature biotechnology 23, 967-973 (2005)).
Esta tecnologia explota las nucleasas disefiadas para generar roturas en la doble cadena (DSB, por sus siglas en
inglés) especificas de sitio, seguidas de la resolucién de las DSB mediante mecanismos de reparaciéon celular
enddgenos. El resultado puede ser la mutacién de un sitio especifico a través de uniones terminales mutagénicas no
homdlogas (NHEJ, por sus siglas en inglés), creando inserciones o deleciones (ins/del) en el sitio de la rotura o el
cambio preciso de una secuencia gendmica mediante recombinaciéon homoéloga (RH) utilizando un molde donante
introducido exdégenamente (Hendel et al,, Trends in Biotechnology 33, 132-140 (2015). Una adicién importante
reciente a esta tecnologia es el sistema de repeticiones palindromicas agrupadas y regularmente interespaciadas
(CRISPR)/Cas que consiste en una nucleasa guiada por ARN (Cas) y un ARN guia corto (ARNsg) Jinek, M. et al.,
Science 337, 816-821 (2012), Mali, P. et al., Science 339, 823-826 (2013), Cong, L. et al., Science 339, 819-823
(2013), Hsu et al., Cell 157, 1262-1278 (2014)). EI ARN guia estd compuesto por dos ARN denominados ARN
CRISPR (ARNcr) y ARNcr transactivador (ARNtracr), que, para fines de edicion de genes, se fusionan tipicamente
en un ARN guia unico (ARNsg) quimérico. Los ARNsg consisten en 100 nucleétidos (nt) de los cuales 20 nt en el
extremo &' pueden hibridar con una secuencia de ADN diana por medio del emparejamiento de bases de Watson-
Crick y guiar a la endonucleasa Cas para escindir el ADN gendmico diana (Figura 1A). EI ARNsg se puede
administrar a las células como ARN, por ejemplo, preparado mediante transcripcion in vitro, o utilizando un vector de
ADN con el ARNsg expresado a partir de un promotor de ARN polimerasa Ill. Si bien la edicién del genoma con el
sistema CRISPR/Cas es altamente eficiente en lineas celulares humanas, la edicién del genoma CRISPR/Cas en
células humanas primarias generalmente supone un reto mayor. Las razones de esta disminucién de la actividad
siguen siendo esquivas, pero factores que contribuyen pueden implicar diferencias en las tasas de transfeccion, la
actividad promotora, la actividad exonucleasa, la respuesta inmunoldgica innata al interferébn cuando se administran
acidos nucleicos vy la fidelidad de la reparacion del ADN. En el presente documento se demuestra que los ARNsg
sintetizados quimicamente pueden inducir altos niveles de edicién del genoma y se demuestra ademas que las
alteraciones quimicas de los ARNsg pueden mejorar dramaticamente la edicién del genoma tanto en linfocitos T
primarios humanos como en células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) CD34+. El aumento en la
edicion del genoma en estos tipos de células que utilizan ARNsg modificados quimicamente se mejora aun mas
mediante la administracion de Cas9 como ARNm o proteina en lugar de a través de un plasmido de expresion de
ADN, generando asi un sistema de administracion simple y completo basado en ARN o ribonucleoproteina (RNP)
para el sistema CRISPR/Cas.

Resultados

Un avance reciente en la tecnologia de sintesis de ARN hizo que fuera practico sintetizar quimicamente ARN de mas
de 100 nt de longitud (Dellinger, D.J. et al., Journal of the American Chemical Society 133, 11540-11556 (2011)).
Para probar la utilidad de los ARNsg sintetizados quimicamente para la edicion del genoma, se sintetizaron ARNsg
de longitud completa de 100 nt usando un sintetizador ABI 394 y fosforamiditas de nucledsidos protegidas con 2'-O-
tionocarbamato de acuerdo con los procedimientos descritos anteriormente (Dellinger, D.J. et al., Journal of the
American Chemical Society 133, 11540-11556 (2011)). También se sintetizaron ARNsg con diversas modificaciones
quimicas en ambos extremos para evaluar sus efectos sobre la eficacia (Figuras 1Ay 1B, y Tabla 1). Cuando estan
presentes, las modificaciones quimicas que comprenden 2'-O-metilo (M), 3'-fosforotioato de 2'-O-metilo (MS) o 2'-O-
metilo 3'tioPACE (MSP) se incorporaron en tres nucledtidos terminales en ambos extremos &' y 3'. Estas tres
modificaciones se seleccionaron para la evaluacion debido a su estabilidad previamente informada a las
fosfordiesterasas de suero y veneno de serpiente, asi como a su amplia gama de efectos informados sobre las
propiedades inmunoestimuladoras de los acidos nucleicos (Deleavey, G.F. y Damha, M.J., Journal of the American
Chemical Society 125, 940-950 (2003), Hendel et al., Cell Reports 7, 293-305 (2014)). Se seleccionaron tres ARNsg
que previamente se ha indicado que producen altas tasas de edicion de genes en lineas celulares de cada uno de
los siguientes genes humanos (Hendel et al., Cell Reports 7, 293-305 (2014), Cradick et al., Nucleic Acids Research
41, 9584-9592 (2013)): (i) IL2RG, mutaciones en las que son responsables de la inmunodeficiencia primaria
congénita SCID-X1, (ii) HBB, mutaciones en las que son responsables de la anemia de células falciformes y la
talasemia, y (iii) CCR5, que codifica un correceptor del VIH y actualmente se esta investigando como diana para la
edicion de genes terapéuticos en ensayos clinicos anti-VIH (Tebas, P. et al., The New England Journal of Medicine
370, 901-910 (2014)). Primero se probd la escision del ADN diana en presencia de proteina Cas9 recombinante
purificada y cada uno de los ARNsg sintéticos in vitro. Todos los ARNsg modificados y sintetizados quimicamente
escindieron sus dianas de ADN de manera eficaz en presencia de la proteina Cas9 (Figuras 3 y 4).

A continuacion, se examinaron si los ARNsg sintetizados podrian inducir ins/del dirigidas indicativas de NHEJ
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mutagénico y alteracion de genes en lineas celulares humanas. Se administré cada ARNsg junto con el plasmido de
ADN que codifica Cas9 en células K562 mediante nucleofeccidén y se analizaron las frecuencias de ins/del. La
administracion de 1 ug de ARNsg sintético sin modificar dirigido al locus IL2RG generd frecuencias de ins/del
dirigidas del 2,4 %, demostrando su funcionalidad (Figura 1c, barras de sombreado claro). Para el ARNsg modificado
con M, observamos un pequefio aumento en las frecuencias de ins/del hasta el 13,5 %, lo que sugiere una mejora
modesta en la estabilidad sobre el ARNsg sin modificar. Sorprendentemente, la misma cantidad de ARNsg
modificados quimicamente aumentd la frecuencia de ins/del al 68,0 % y al 75,7 % para los ARNsg modificados con
MS y con MSP, respectivamente. Incrementar la cantidad de ARNsg modificados 20 veces aumenté aun mas la
frecuencia de ins/del en todos los casos, llevando los ARNsg MS y MSP al 75,3 % y al 83,3 %, respectivamente
(Figura 1C, barras de sombreado oscuro), que era comparable a las frecuencias obtenidas al expresar el sistema
CRISPR/Cas a partir de un plasmido. Se obtuvieron resultados muy similares para las dianas HBB y CCR5 (Figura
1C), lo que demuestra la capacidad general de los ARNsg modificados quimicamente para dirigir altos niveles de
mutaciones génicas dirigidas en células humanas. A continuacion, los inventores determinaron si los ARNsg
sintéticos podrian estimular el direccionamiento génico a través de HR. Disefiaron vectores de direccionamiento para
cada uno de los tres loci con brazos de ~ 0,8 kb de homologia 5' y 3' del sitio de corte de CRISPR. Entre los brazos
de homologia, se incluyé un casete de expresion de GFP que se puede integrar de manera estable tras una RH
exitosa en el locus diana (Lombard. et al., Nature Methods, 8, 861-869 (2011); Voit et al., Nucleic Acids Research 42,
1365-1378 (2014)). En los tres loci diana, los ARNsg MS y MSP estimularon niveles significativamente mas altos de
RH que los ARNsg sin modificar y modificados con M (Figura 1D). A niveles mas altos de ARNsg (20 ug) se midieron
tasas de HR del 20,6 %, 25,5 % y 50,0 % para los ARNsg MSP en IL2RG, HBB y CCR5, respectivamente. Estas
frecuencias son comparables o superiores a las obtenidas al expresar el sistema CRISPR/Cas completamente a
partir de un plasmido.

Para investigar si los ARNsg modificados quimicamente afectan a la actividad fuera de la diana, se utilizaron
secuenciacion profunda para medir las frecuencias de mutacion fuera de la diana en tres loci diferentes para cada
ARNSsg. Ocho de estos sitios fuera de la diana se predijeron mediante herramientas de prediccion in silico (Hsu et al.,
Nature Biotechnology 31, 827-832 (2013), Cradick et al., Molecular therapy. Los acidos nucleicos, 3, €214 (2014)) y
para el ARNsg de HBB se incluyé un sitio fuera de la diana para el que el ARNsg ha demostrado previamente tener
altos niveles de actividad fuera de la diana (Cradick et al., Nucleic Acid Research, 42, 9584-9592, (2013)). Para
cuatro de los ocho sitios predichos, se descubrié una actividad fuera de la diana cercana a la basal para todos los
ARNSsg sintetizados quimicamente a pesar de detectar niveles altos de actividad en la diana para los ARNsg
modificados (Figuras IE y 5, Tabla 5). La modificacion quimica de los ARNsg tendié a resultar en una mayor
actividad fuera de la diana en los otros cuatro sitios predichos, pero los niveles de actividad fueron variables. En
algunos casos, la proporcion de frecuencias de ins/del en la diana y fuera de la diana se mejor6é con los ARNsg
modificados, lo que sugiere una especificidad relativa mejorada. Los detalles de estas conclusiones se resumen a
continuacion. Solo se detectd actividad para el ARNsg sin modificar en dos sitios fuera de la diana (IL2RG "fuera de
la diana 2" y HBB "fuera de la diana 1" en los que el ARNsg de HBB ha demostrado previamente una actividad
significativa fuera de la diana), lo que permiti6 comparar las proporciones dentro:fuera de la diana entre ARNsg
modificados y sin modificar. En el sitio de IL2RG, la proporcién dentro:fuera de la diana fue 5,8 veces mejor para el
ARNSsg sin modificar en comparacion con el ARNsg MSP (Figura IE y Tabla 5), mientras que para el sitio HBB esta
proporcion fue 2,6 veces y 1,5 veces mejor (para 1 ug y 20 pg) para el ARNsg MSP en comparacién con el ARNsg
sin modificar (Figuras IE y 5, Tabla 5). Al comparar las proporciones dentro:fuera de la diana de los ARNsg
modificados con las proporciones dentro:fuera de la diana del plasmido de ARNsg, el plasmido de ARNsg tenia una
mejor proporcion en CCRS "fuera de la diana 2" y el IL2RG "fuera de la diana 2", mientras que para el HBB "fuera de
la diana 1", el ARNsg MSP tenia la mejor proporcion dentro:fuera de la diana (Figura IE y Tabla 5). A excepcion del
sitio de HBB fuera de la diana 1, las frecuencias fuera de la diana mas altas medidas fueron con los ARNsg IL2RG
en "fuera de la diana 2", lo que arroja frecuencias de ins/del del 1,0 % y 7,8 % cuando se usa 1 ug y 20 ug de ARNsg
MS, respectivamente. Curiosamente, la actividad fuera de la diana del ARNsg IL2RG MSP en el mismo sitio fue 2,7
veces y 2,8 veces menor, respectivamente, en comparacion con el ARNsg MS, a pesar de tener una mayor actividad
en la diana. Analogamente, la actividad fuera de la diana del ARNsg MSP fue mejor en comparacion con el ARNsg
MS en el sitio HBB fuera de la diana-1, en donde el ARNsg HBB ha demostrado previamente una actividad
significativa fuera de la diana. En el CCRS5 "fuera de la diana 2" se observo lo contrario, el ARNsg MSP tenia una
mayor actividad fuera de la diana en comparacion con el ARNsg MS. Tomado en conjunto, estos resultados sugieren
que tipicamente los ARNsg modificados quimicamente conservan una alta especificidad. Las diferencias observadas
en las proporciones dentro:fuera de la diana sugieren la posibilidad de que las alteraciones quimicas del ARNsg
puedan tener el potencial de modular las actividades dentro:fuera de la diana, sin embargo, el impacto de una
alteracion quimica dada parece depender de la secuencia y también puede depender de otros factores como el tipo
de célula y las condiciones de administracion. Si estas observaciones son generalizables a otros ARNsg que se
dirigen a diferentes loci en diferentes especies, sera necesario realizar mas estudios.

Para explorar mas a fondo el rendimiento de los ARNsg modificados quimicamente en lineas celulares humanas, se
recurrié a una plataforma de administracién de "todo el ARN" que coadministra los ARNsg con el ARNm que codifica
Cas9. Se midieron las frecuencias de ins/del en el locus IL2RG usando cantidades variables de ARNm de Cas9 (1-
15 pg) junto con cantidades variables del ARNsg MSP (1-20 ug) (Figura 6). Se observaron tasas igualmente altas de
ins/del entre el 81-90 % para todas las concentraciones probadas, excepto por una modesta disminucion al 70 % de
ins/del cuando se usa 1 pug de cada uno de los ARNm de Cas9 y ARNsg MSP, lo que demuestra la alta eficiencia de
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este enfoque de "todo el ARN". Para explorar si las modificaciones quimicas tuvieron un efecto sobre la semivida de
la actividad del ARNsg, se llevd a cabo un experimento en el que se coadministré o se administré secuencialmente
ARNm de Cas9 y los diversos ARNsg sintetizados dirigidos a IL2RG mediante nucleofeccién (Figura 7). La
coadministracion de ARNm de Cas9 y el ARNsg MS o MSP dio como resultado altas frecuencias de edicion del 87 %
y 84 % de ins/del, respectivamente (Figura IF). Mientras que el ARNsg m dio lugar al 66 % de ins/del, el ARNsg sin
modificar dio lugar a un modesto 7,0 %, lo que significa claramente la importancia de las modificaciones del ARNsg
cuando se coadministran con el ARNm de Cas9. Curiosamente, la administracion de ARNm de Cas9 primero y los
ARNsg 4 u 8 horas mas tarde produjo niveles altos y comparables de ins/del (83,1 % -92,4 %) en los cuatro ARNsg
sin diferencia en las eficiencias entre los ARNsg sin modificar y modificados quimicamente (Figura IF). Por el
contrario, cuando se administra el ARNsg primero seguido por la administracion de ARNm de Cas9 4, 8, 12 0 24
horas después, las frecuencias de ins/del obtenidas con el ARNsg sin modificar cayeron a niveles cercanos al basal
ya en el punto de tiempo de 4 horas. Para el ARNsg M también se observé una disminucién en las frecuencias de
ins/del a niveles cercanos a los basales, pero esta caida se retrasé ligeramente, lo que sugiere una mejora modesta
en la estabilidad sobre el ARNsg sin modificar. Para el ARNsg MS, no se observaron una disminucion en las
frecuencias de ins/del hasta el punto de tiempo de 24 horas, en el que las tasas se redujeron al 53 %.
Sorprendentemente, para el ARNsg MSP no se detectd una disminucion significativa en la actividad incluso después
de un retraso de 24 horas entre el ARNsg y la administracion de Cas9. Estos resultados son consistentes con el
modelo de los inventores en el que las modificaciones finales de ARNsg mejoran la estabilidad intracelular,
permitiendo asi una mayor eficacia de la edicion del genoma cuando el ARNm de Cas9 y los ARNsg se
coadministran en células humanas. El hecho de que las frecuencias de ins/del dirigidas por el ARNsg sin modificar
no se redujeron cuando se administr6 Cas9 por primera vez, lo que sugiere que la proteina Cas9 protege a los
ARNsg de la degradacion. Para investigar esta hipotesis, los inventores formaron un complejo del ARNsg sin
modificar o con MS IL2RG con la proteina Cas9 recombinante antes de la electroporacion de este RNP activo en
células K562 en dos cantidades diferentes (Figuras 1G y 8). Con la baja cantidad de RNP, se observaron
frecuencias de ins/del 3,8 veces mas altas cuando se us6 el ARNsg MS en comparacion con el ARNsg sin modificar
(35,7 % frente al 9,5 %) y para la alta cantidad de RNP este aumento fue de 2,3 veces (81,0 % frente al 35,9 %).
Esta proporcion entre ARNsg MS y sin modificar fue, sin embargo, significativamente menor que la observada al
coadministrar los ARNsg con ARNm de Cas9 (comparese con la Figura IF "Coadministracion"), lo que indica que la
proteina Cas9 protege parcialmente el ARNsg sin modificar de la degradacion. No obstante, las modificaciones en el
ARNsg aun mejoran la eficiencia de edicion de genes cuando se administra el ARNsg en complejo previo con la
proteina Cas9. Seguidamente, los inventores compararon la actividad fuera de la diana de los ARNsg sin modificar y
MS IL2RG en los tres sitios Fuera de la diana previamente investigados cuando se administraron con el plasmido DE
Cas9, ARNm de Cas9 o en complejo previo con la proteina Cas9. Con el ARNsg sin modificar, los inventores
detectaron niveles bajos de ins/del (<0,37 %) en las tres fuentes Cas9 y los tres sitios fuera de la diana (Figuras 9A-
B). Para el ARNsg MS, los inventores observaron mejores proporciones dentro:fuera de la diana en los tres sitios
fuera de la diana al administrar el plasmido de Cas9 en comparaciéon con el ARNm de Cas9 (2,6-3,0 veces). De
forma notable, para la administracion de Cas9 RNP con ARNsg MS, se detectaron proporciones dentro:fuera de la
diana significativamente mejores en comparaciéon con el plasmido de Cas9 y el ARNm para los tres sitios, con
actividad fuera de la diana cercana a la basar en dos de los sitios. En resumen, los ARNsg modificados
quimicamente demuestran una ventaja significativa sobre el ARNsg sin modificar para la edicién de genes en lineas
celulares humanas cuando se coadministran con el ARNm de Cas9 o se administran como RNP

A continuacién, los inventores probaron los ARNsg modificados quimicamente en células primarias. La alteracion del
gen CCR5 utilizando nucleasas de dedo de cinc (ZFN) en linfocitos T CD4+ se esta explorando actualmente en
ensayos clinicos como un tratamiento anti-VIH (Tebas et al. New Eng Jour of Med, 370, 901-910 (2014)). Sin
embargo, un estudio reciente descubrié que el genoma de los linfocitos T primarios humanos es intrinsecamente
dificil de editar con el sistema CRISPR/plasmido Cas9 usando un solo ARNsg y que los ARNsg que dan lugar a altas
frecuencias de modificacion de alelos en lineas celulares tienen una eficacia sustancialmente reducida en los
linfocitos T, incluso cuando se enriquece para células transfectadas (Mandal et al., Cell Stem Cell, 15, 643-652
(2014)). Los inventores probaron los ARNsg de CCR5 modificados quimicamente en linfocitos T primarios humano
coadministrados con ARNm codificante de Cas9. Cabe destacar que, al usar ARNm de GFP, los inventores
observaron de forma consistente eficiencias de nucleofeccion superiores al 98 % en linfocitos T medidas mediante
citometria de flujo (Figura 10), obviando la necesidad de enriquecer as células transfectadas. La nucleofeccion del
plasmido de ARNsg que codifica el ARNsg y Cas9 no dio lugar a frecuencias de modificacion de alelos por encima
de las basales (Figura 2A). Sin embargo, la cotransfeccion del ARNsg MSP con el plasmido de expresion de ADN
para Cas9 fue capaz de rescatar la actividad al 9,3 % de las frecuencias de ins/del. La nucleofeccién del ARNm de
Cas9 con el ARNsg sin modificar o M no dio lugar a tasas de modificacion de alelos por encima de las basales. Por
el contrario, la nucleofeccion del ARNm Cas9 con el ARNsg MS o MSP generé frecuencias notables del 48,7 % y del
47,9 % de ins/del, respectivamente. El incremento de las cantidades de ARNsg o ARNm de CAs9 no dio frecuencias
de ins/del mas altas (Figura 11). Para las células nucleofectadas con ARNm de Cas9 y ARNsg MSP, se encontraron
frecuencias de modificacion de alelos comparables en las poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ y totales (Figura
12). Cabe destacar que, las altas frecuencias de modificacion observadas fueron estables cuando se midieron para
el ARNsg MSP durante un transcurso de tiempo de 21 dias (Figura 13), y solo se observaron pequefios impactos en
la viabilidad y proliferacion celular después de la nucleofeccién con los ARNsg modificados, en contraste con la
nucleofecciéon plasmidica, lo que produjo muerte celular significativa y disminuciéon del potencial de proliferacion
(Figuras 14 y 15). También se probaron el ARNsg MS en linfocitos T no estimulados, que han demostrado ser mas
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dificiles de editar que los linfocitos T estimulados (Yi et al., Molecular Therapy Nucleic Acids, 3, €198 (2014)). A
diferencia de los linfocitos T estimulados, las frecuencias de ins/del en los linfocitos T no estimulados oscilaron entre
el 6,6 % y el 22,2 %, lo que muestra mayor variabilidad del donante (Figura 16). Aunque es menor que en los
linfocitos T estimulados, estas frecuencias de edicién en linfocitos T no estimulados pueden todavia tener utilidad, en
particular en los linfocitos T disefiados en los que la activacion y el cultivo prolongado puede afectar a la posterior
funcionalidad bioldgica de las células. A continuacién, los inventores probaron la administracion de RNP utilizando
ARNsg MS y sin modificar en linfocitos T primarios estimulados (Figura 2B). De manera similar a los resultados
obtenidos en las células K562, los inventores observaron una mejora de 2,4 veces en las frecuencias de ins/del del
ARNsg MS sobre el ARNsg sin modificar (30,7 % frente a 12,8 %), lo que respalda aun mas el uso de ARNsg
quimicamente modificados cuando se administran complejos previos con la proteina Cas9.

La terapia génica en las HSPC se ha explorado ampliamente para tratar trastornos genéticos o adquiridos del
sistema hematopoyético. Los inventores probaron si los ARNsg modificados quimicamente dirigidos a IL2RG y HBB
son funcionales en las HSPC CD34+ aisladas de sangre periférica movilizada. De nuevo, el plasmido de ARNsg que
expresa tanto ARNsg como Cas9 no dio lugar a frecuencias de ins/del detectables, pero la cotransfeccién del ARNsg
MSP con el pldsmido de expresién de ADN de Cas9 rescato frecuencias de ins/del del 3,2 % y 5,2 % para IL2RG y
HBB, respectivamente (Figuras 2C y 17). Similar a las observaciones de los inventores en linfocitos T, no se
detectaron ins/del en ninguno de los loci utilizando los ARNsg sin modificar o M cuando se cotransfectaron con el
ARNm de Cas9, pero los ARNsg MS y MSP dieron lugar a altas frecuencias de ins/del: para IL2RG se detecté un
17,5% y un 17,7 % de frecuencias de ins/del para los ARNsg MS y MSP, respectivamente, y para HBB, las
frecuencias fueron incluso mayores al 23,4 % y 22,0 %, respectivamente. Otros estudios podrian dilucidar si las
modificaciones genéticas de las HSPC mediante ARNsg modificados quimicamente afectan a su capacidad de
multipotencialidad o si las eficiencias de edicion difieren entre las células madre repoblantes a largo plazo y las
células progenitoras comprometidas con el linaje.

Un estudio reciente mostré que el uso simultaneo de dos ARNsg podria mejorar la alteracion de genes en los
linfocitos T primarios humanos y en las HSPC CD34+ (Mandal et al., Cell Stem Cell, 15, 643-652 (2014)). Los
inventores sintetizaron ARNsg MS y MSP de CCR5 que tenian las secuencias informadas en ese estudio
(denominadas "D" y "Q") que separaban 205 pb. Los inventores los probaron en linfocitos T y en HSPC CD34+
coadministrados con ARNm de Cas9. Cuando los dos ARNsg se utilizaron individualmente, se cuantificaron las
frecuencias de modificacion de los alelos mediante analisis TIDE. Cuando se usaron ambos, se cuantificaron las
frecuencias de modificacion de alelos mediante la secuenciacion de productos de PCR clonados, lo que también
permitié cuantificar el espectro completo de eventos de edicidn, incluyendo la alta incidencia notificada previamente
de deleciones de secuencia entre los dos sitios diana de ARNsg. Cuando se usa individualmente en linfocitos T
primarios, el ARNsg "D" dio lugar al 56,0 % y 56,3 % de ins/del para el ARNsg MS y MSP, respectivamente, y el
ARNsg "Q" dio lugar a 62,6 % y 69,6 %, respectivamente (Figuras 2D y 18A). Cuando se usan en combinacion, las
frecuencias de modificacion de los alelos aumentaron, ya que se observaron 73,9 % y 93,1 % para los ARNsg MS y
MSP, respectivamente, de los cuales la mayoria de los eventos de modificacion fueron deleciones entre los dos
sitios diana de ARNsg (Figura 18B). En HSPC CD34+, las observaciones de los inventores fueron similares, aunque
las frecuencias generales fueron mas bajas. Por lo tanto, para el ARNsg "D" se observaron frecuencias de
modificacion de alelos del 9,8 % y 11,2 % para el ARNsg MS y MSP, respectivamente, y 17,8 % y 19,2 % para el
ARNsg "Q" (Figuras 2D y 18B). Cuando se usa en combinacion, las frecuencias aumentaron al 37,8 % y al 43,0 %
para los ARNsg MS y MSP, respectivamente. Los inventores concluyeron que el uso de dos ARNsg modificados
quimicamente es una forma muy eficaz de facilitar la alteraciéon de genes en linfocitos T humanos primarios y HSPC
CD34+.

La Figura 19 proporciona datos experimentales adicionales que muestran que los ARNsg modificados con MS
funcionan mejor que los ARNsg sin modificar en las HSPC CD34+. La Figura 20 muestra que los ARNsg
modificados pueden usarse para una edicion eficiente del genoma multiplexado.

En este estudio, los inventores mostraron que los ARNsg sintetizados quimicamente se pueden utilizar de forma
eficaz para la edicion del genoma dirigida y se demostré que los ARNsg modificados quimicamente mejoran
significativamente las eficiencias de edicion del genoma en los linfocitos T primarios humanos y las HSPC CD34+.
Los ARNsg modificados y sintetizados quimicamente ofrecen ventajas sobre los ARNsg expresados o transcritos in
vitro, entre ellos: (1) mayor eficacia, (2) produccion robusta y escalable de ARNsg de alta pureza para aplicaciones
biotecnoldgicas y terapéuticas, (3) mayor flexibilidad en el disefio de ARNsg en contraste con las limitaciones sobre
los primeros nucleétidos transcritos impuestas por los promotores U6 o T7, que normalmente se usan para la
expresion en plasmidos o la transcripcion in vitro de ARNsg, respectivamente y (4) habilitacion de una plataforma
CRISPR de "ARN solo" o RNP altamente activa con menor citotoxicidad en células primarias que los sistemas
basados en plasmidos de ADN. La simplificacion del sistema CRISPR/Cas a un sistema CRISPR puramente de ARN
o RNP se presta a la formulacion en diferentes vectores de nanoparticulas para su administracion in vivo, de modo
que la nucleasa no se expresara continuamente, como seria cuando se administra como parte de un vector viral.
Adicionalmente, los inventores anticiparon que los ARNsg modificados quimicamente mejoraran la edicién del
genoma multiplexado, asi como los experimentos de pocillos multiples de alto rendimiento. También anticiparon que
los ARNsg modificados refinaran una amplia gama de tecnologias asociadas con CRISPR, como los sistemas
CRISPRI/CRISPRa para la inhibicion y activacion de la expresion génica (Gilbert, L.A. et al., Cell 159, 647-661
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(2014)) la herramienta de imagenes CRISPR para la visualizacion dinamica de loci genémicos (Chen, B. et al., Cell
155, 1479-1491 (2013)) y reconocimiento y escision de ARN mediada por CRISPR (O'Connell, M.R. et al., Nature
516, 263-266 (2014)). La tecnologia se puede desarrollar ain mas para mejorar la administracion intracelular a las
células o tejidos diana y permitir la conjugacion con varias moléculas para la formacion de imagenes y estudios
bioquimicos. Estudios futuros podrian investigar una mayor variedad de modificaciones quimicas, explorar diferentes
ubicaciones de las modificaciones para el disefio racional de ARNsg optimizados, asi como el mecanismo para la
actividad mejorada de ARNsg modificados. En conclusion, se cree que los ARNsg modificados quimicamente como
los presentados en el presente documento mejoraran significativamente una amplia gama de aplicaciones
biotecnoldgicas y terapéuticas CRISPR/Cas.

Materiales y métodos
1. Sintesis de ARNsg

Todos los oligémeros de ARN se sintetizaron en un sintetizador ABI 394 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.)
utilizando fosforamiditas de nucledsidos protegidas con 2'-O-tionocarbamato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.
o Thermo Fisher, Waltham, MA, EE.UU) de acuerdo con los procedimientos descritos previamente (Dellinger et al.,
Journal of the American Chemical Society 133, 11540-11556 (2011)). Las 2'-O.metil fosforoamiditas se adquirieron
en Thermo Scientific, Grand Island, NY y se incorporaron en oligémeros de ARN en las mismas condiciones que las
fosforamiditas protegidas con 2'-O-tionocarbamato. Los nucledsidos de éster de 2'-O-metil-3'-O-
(diisopropilamino)fosfinoacético-1,1-dimetilcianoetilo-5'-O-dmetoxitritilo  utilizados para la sintesis de ARN
modificados con tiofosfonoacetato (tioPACE) se sintetizaron esencialmente de acuerdo con métodos publicados
(Threlfall et al., Organic & biomolecular chemistry, 10, 746-754 (2012); Dellinger et al., Journal of the American
Chemical Society, 125, 940-950 (2003)). Para oligdbmeros que contienen fosforotioato, la etapa de oxidacion del yodo
después de la reacciéon de acoplamiento se reemplazé por una etapa de sulfuracion usando una solucion 0,05 M de
3-((N,N-dimetilaminometiliden)amino)-3H-1,2,4-ditiazol-5-tiona en una mezcla de piridina-acetonitrilo (3:2) durante 6
minutos. A menos que se indique lo contrario, los reactivos para la sintesis de ARN en fase soélida se adquirieron en
Glen Research (Sterling, VA, Estados Unidos).

Todos los oligonucleétidos se purificaron usando HPLC de fase inversa y se analizaron mediante LC-MS usando un
sistema LC Agilent serie 1290 Infinity acoplado a un espectrometro de masas Agilent 6520 Q-TOF (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). En la tabla 1 se muestran las secuencias de todos los ARNsg utilizados y
las masas obtenidas de la desconvolucion de la serie de picos de estado de carga encontrados. La desconvolucion
se realizo utilizando el software Mass Hunter Qualitative Analysis (version B.06.00) (Agilent).

Tabla 1. Descripcion general de todos los ARNsg utilizados en el presente estudio.

SEQ
. Calc. Obs.
ng | Nombre Secuencia Mas. (Da) | Mas. (Da)

SEQ | ARNsg de CUUGCCCCACAGGGCAGUAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGC
ID HBB sin AAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAG 32187,42 | 32187,84
NO: 4 | modificar UGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

SEQ | ARNsg M CUUGCCCCACAGGGCAGUAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGC

ID de HBgB AAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAG 32271,54 | 32271,35
NO: 5 UGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

SEQ | ARNsa Ms | CeUsUeGCCCCACAGGGCAGUAAGUUUUAGAGCUAGAAAU

ID de HBgB AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32367,42 | 32367,31
NO: 6 AAGUGGCACCGAGUCGGUGCUeUeUeU

SEQ |ARNsg COUSUSGCCCCACAGGGCAGUAAGUUUUAGAGCUAGAAAU

ID MSP de AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32619,93 | 32619,39
NO: 7 |HBB AAGUGGCACCGAGUCGGUGCUSU SUSU

SEQ |ARNsgde UGGUAAUGAUGGCUUCAACAGUUUUAGAGCUAGAAAUAG

ID IL2G sin CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAA 32214,40 | 32214,37
NO: 8 | modificar GUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

SEQ ARNsg M UGGUAAUGAUGGCUUCAACAGUUUUAGAGCUAGAAAUAG

ID de IL2G CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAA 32298,52 | 32297,01
NO: 9 GUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU
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(continuacién)

SEQ
. Calc. Obs.
ID. Nombre Secuencia Mas. (Da) | Mas. (Da)
NO:
SEQ
D ARNsg MS UeGeGeUAAUGAUGGCUUCAACAGUUUUAGAGCUAGAAAU
NO: de IL2G AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32394,4 | 32395,43
10 ’ AAGUGGCACCGAGUCGGUGCUeUeUeU
SEQ | ARNsg
ID _ MSP de U+G¢G¢UAAUGAUGGCUUCAACAGUUUUAGAGCUAGAAA 3264691 | 32645,39
NO: |, /5a UAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAA

11

AAAGUGGCACCGAGUCGGUGCU¢U U U

SEQ

D ARNsg de GGCAGCAUAGUGAGCCCAGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAG

NO: CCRS sin CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAA 32290,51 | 32289,07
12 * | modificar GUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

SEQ

D ARNsg M GGCAGCAUAGUGAGCCCAGAGUUUUAGAGCUAGAAAUAG

NO: |de CCR5 CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAA 32374,63 | 32375,3
13 GUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

SEQ GeGeCe AGCAUAGUGAGCCCAGAG AGAGCUAGAAA

ID  |ARNsgMs | SeGsCeAGCAUAGU vy U Y

AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32470,51 | 32469,92

NO: |de CORS | 4 AGUGGCACCGAGUCGGUGCUsUsUsU

14

SEQ

D ARNsg G4G#C4AGCAUAGUGAGCCCAGAGUUUUAGAGCUAGAAAU

NO: | MSPde AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32723,02 | 32721,96
15 | CCRS AAGUGGCACCGAGUCGGUGCU U #U U

SEQ " "

D ARNsg "D" | UeCeA®CUAUGCUGCCGCCCAGUGUUUUAGAGCUAGAAAU

NO: | MSde AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32281,32 | 32282,52
16 |CCR5 AAGUGGCACCGAGUCGGUGCUeUeUeU

ISDEQ ARNsg U4C4A$CUAUGCUGCCGCCCAGUGUUUUAGAGCUAGAAAU

NO: | MSP'D" AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32533,83 | 32533,55

17 de CCR5 AAGUGGCACCGAGUCGGUGCU4U U U

SEQ

D ARNsg MS |  GeCeUeGUGUUUGCGUCUCUCCCGUUUUAGAGCUAGAAAU

NO: "Q" de AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32252,22 | 32253,21
18 ’ CCR5 AAGUGGCACCGAGUCGGUGCUeUeUeU

ISDEQ ARNsg G4CeU+GUGUUUGCGUCUCUCCCGUUUUAGAGCUAGAAAU

NO: MSP "Q" AGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA 32504,73 | 32504,63

19 de CCRS5 AAGUGGCACCGAGUCGGUGCU4U U U

Se indican las secuencias de ARNsg asi como los pesos moleculares calculados y observados. Los nucleétidos con
modificaciones 2'-O-metilo estan subrayados. Las modificaciones en la cadena principal de fosfato se indican con *
5 (MS)y ¢ (MSP).
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2. Ensayos de escision in vitro

Se prepararon dianas direccionables por PAM de 4 kb mediante amplificacion por PCR preparativa de secuencias
humanas transmitidas por plasmidos. En un volumen de reaccién de 20 ul, 50 fmoles de ADN diana linealizado en
presencia de ARNsg 50 nM, proteina Cas9 purificada recombinante 39 nM (Agilent) y MgCl, 10 mM a pH 7,6 se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Al finalizar, se afiadieron 0,5 yl de RNace It (Agilent) y se continud la
incubacién a 37 °C durante 5 minutos y luego a 70 °C durante 15 minutos. Posteriormente se afiadieron 0,5 pl de
proteinasa K (calidad Mol. Bio., NEB) y se incub6 a 37 °C durante 15 minutos. Se cargaron alicuotas en un LabChip
de ADN 7500 y se analizaron en un Bioanalyzer 2200. Las frecuencias de escisién se calcularon mediante la
férmula: (a/b) x 100 donde "a" es la suma de las intensidades de banda de los dos productos de escisiéon y b es la
suma de las intensidades de banda del ADN escindido y no escindido.

3. Plasmidos

Los vectores de expresion de ARNsg se construyeron clonando secuencias diana de oligonucleétidos de 20 pb en
px330 (plasmido Addgene n.° 42230) que contiene un casete de expresion de SpCas9 optimizado para codones
humanos y un promotor U6 humano que dirige la expresion del ARNsg quimérico (véase la Tabla 1 para las
secuencias de ARNsg).

Los tres vectores de direccionamiento de plasmidos llevan aproximadamente 2 brazos de homologia de 800 pb, que
se generaron mediante amplificacion por PCR de los loci correspondientes utilizando ADN genémico aislado de
células K562. A continuacion, los brazos de homologia se clonaron en un vector de ~ 2.900 pares de bases basado
en pBluescript SK + usando métodos de clonacion estandar. Entre los brazos de homologia, tanto los donantes HBB
como CCRS5 contienen el promotor EF1a que dirige la expresion de GFP. El donante de IL2RG carece de un
promotor y depende de la actividad endogena del gen IL2RG para impulsar la expresion de GFP. La secuencia de
aminoacidos del vector dirigido a IL2RG se expone en la SEQ ID NO:1. La secuencia de aminoacidos del vector
dirigido a HBB se expone en la SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoacidos del vector dirigido a CCR5 se expone
en la SEQ ID NO:3.

4. Cultivo celular y nucleofecciones

Las células K562 vy linfocitos T se cultivaron a 37 °C, con 5 % de CO; y niveles de oxigeno ambiental. Se cultivaron
células madre/progenitoras hematopoyéticas (HSPC) CD34+ a 37 °C, 5 % de CO, y 5 % de O.. Las células K562 se
mantuvieron en RPMI 1640 (HyClone) suplementado con suero de crecimiento bovino al 10 %, 100 mg/ml de
estreptomicina, 100 unidades/ml de penicilina y L-glutamina 2 mM. Las células K562 se nucleofectaron usando el
Nucleofector 2b de Lonza (programa T-016) y un tampodn de nucleofeccion que contenia KH2PO4 100 mM, NaHCO3
15 mM, MgCl, 12 mM x 6H20, ATP 8 mM, glucosa 2 mM (pH 7,4). Condiciones de nucleofeccion: 100 ul de solucién
de nucleofeccién, 10°células, 1 a 20 Mg de ARNsg quimicamente modificado, 1 a 15 ug de ARNm de Cas9 (ARNm
de Cas9, 5meC, ¥, Codigo de producto: L-6125, TriLink BioTechnologies, San Diego, CA, EE.UU.), 2 ug de
plasmido que codifica ARNsg/Cas9, o 5 ug de plasmido donante para RH. Se aislaron linfocitos T CD3+ de capas
leucocitarias obtenidas del Centro de sangre de la Escuela de Medicina de Stanford utilizando un kit de aislamiento
de células Pan T Cell humanas (Miltenyi Biotec, San Diego, CA, EE.UU.). Las células CD3+ se mantuvieron en X-
VIVO 15 (Lonza, Walkersville, MD, EE.UU.) suplementado con suero humano al 5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.), 100 Ul/ml de IL-2 recombinante humana (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EE.UU.) y 10 ng/ml de IL-7
recombinante humana (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.). Antes de la nucleofeccion, los linfocitos T se
activaron durante tres dias con anticuerpos anti-CD3 inmovilizados (clon: OKT3, eBioscience, San Diego, CA,
EE.UU.) y anticuerpos anti-CD28 solubles (clon: CD28.2, eBioscience). Para los linfocitos T CD3+ no activados, las
células se nucleofectaron inmediatamente después del aislamiento. Los linfocitos T se nucleofectaron usando el
Nucleofector 2b de Lonza (programa U-014) y el Kit Nucleofector de linfocitos T humanos (VPA-1002, Lonza).
Condiciones de nucleofeccion: 100 ul de solucién de nucleofeccion, 10°células, 10 a 20 pg de ARNsg quimicamente
modificado, 15 a 30 ug de Cas9 (o 15 yg de ARNm de eGFP, TriLink BioTechnologies, San Diego, CA, EE.UU.),
1 ug de plasmido que codifica ARNsg/Cas9. Se adquirieron HSPC CD34+ de sangre periférica humana movilizada
de AllCells y se descongelaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las HSPC CD34+ se mantuvieron en
X-VIVO 15 (Lonza) suplementado con SCF (100 ng/ml), TPO (100 ng/ml), ligando FIt3 (100 ng/ml), IL-6 (100 ng/ml) y
StemRegenin1 (0,75 mM). Las HSPC CD34+ se nucleofectaron usando el Nucleofector 4D de Lonza (programa EO-
100) y el kit de nucleofector 4D de células primarias P3 (V4XP-3024). Condiciones de nucleofeccion: 100 pl de
solucion de nucleofeccion, 5x10° células, 10 pg de ARNsg quimicamente modificado, 15 ug de ARNm de Cas9, 1 ug
de plasmido. Para experimentos con Cas9 RNP, la proteina Cas9 se adquiri6 en PNA Bio (Thousand Oaks, CA,
EE.UU.) o Life Technologies (Carlsbad, CA, EE.UU.). Para todos los experimentos de RNP excepto para la Figura 8,
se utilizé proteina Cas9 de PNA Bio. La proteina Cas9 se hizo formar complejo con ARNsg en una proporcién molar
de Cas9:ARNsg de 1:2,5 durante 10 mlnutos a 25 °C. Las RNP se nucleofectaron en células K562 o linfocitos T
como se ha descrito anteriormente con 10° células en 100 ul de las respectivas soluciones de nucleofeccion. Para
los experimentos de ARNsg duales, la cantidad total de ARNsg fue de 10 ug (10 ug cuando se usan individualmente
y 2 x 5pug cuando se usan juntos). Tanto para Ios linfocitos T como para las HSPC CD34+, los ARNsg se
nucleofectaron con 15 yg de ARNm de Cas9 en 10° células. Las nucleofecciones de linfocitos T se realizaron como
anteriormente, mientras que la nucleofeccién de HSPC CD34+ fue similar a las nucleofecciones de células T usando
el Nucleofector 2b de Lonza (programa U-014) y el Kit de Nucleofector de linfocitos T humanos (VPA-1002, Lonza).
Directamente después de la nucleofeccion, las HSPC CD34+ se incubaron a 30 °C durante 24 horas, después de lo
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cual se transfirieron a 37 °C hasta la recolecciéon del ADN gendmico.
5. Citometria de flujo y clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS)

Para experimentos de RH, las células se analizaron 2-3 semanas después de la nucleofecciéon dependiendo del tipo
de célula cuando no quedaba expresion de eGFP del plasmido episomal. La expresion de eGFP se midi6é en un
citometro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.). La muerte celular se midi6 con el kit de tincién
Fixable Red Dead Cell Stain Kit VIDAS/MUERTAS (Life Technologies, Carlsbad, CA. EE.UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y las células se analizaron en el citémetro de flujo Accuri C6. Para clasificar los linfocitos
T CD3+ en poblaciones CD4+ y CD8+, las células se tifieron con una mezcla de PE-Cy7 anti-CD4 humano (clon:
RPA-T4, Tonbo Biosciences, San Diego, CA, EE.UU.) y un anti-CD8a humano de APC (clon: RPA-T8, Tonbo
Biosciences) y las dos poblaciones se clasificaron en un FACS Aria Il SORP.

6. Medicién de las frecuencias de modificacion de alelos usando un ensayo TIDE y T7

Para los ensayos TIDE y T7, el ADNg se extrajo de las células tres dias después de la nucleofeccion (si no se indica
lo contrario) utilizando la soluciéon de extraccion de ADN QuickExtract (Epicentre, Madison, WI, EE.UU.) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los amplicones de PCR que abarcan los sitios diana gendomicos de ARNsg se
generaron utilizando la mezcla iProof High-Fidelity Master Mix (Bio-Rad, Hercules, CA, EE,UU.) con los siguientes
pares de cebadores:

IL2RG_dir (SEQ ID NO: 84): 5'-T CACACAGCACATATTTGCCACACCCTCTG-3,,
IL2RG_INV (SEQ ID NO: 85): 5'-TGCCCACATGATTGTAATGGCCAGTGG-3/,
HBB_dir (SEQ ID NO: 86): 5'-CCAACTCCTAAGCCAGTGCCAGAAGAG-3',
HBB_inv (SEQ ID NO: 87) 5'-~AGTCAGTGCCTATCAGAAACCCAAGAG-3/,
CCR5_dir (SEQ ID NO: 88): 5'-GCACAGGGTGGAACAAGATGG-3',

CCRbS_inv (SEQ ID NO: 89): 5-CACCACCCCAAAGGTGACCGT-3'.

Para los ensayos de T7, los amplicones de PCR se purificaron y se desnaturalizaron 200 ng y se rehibridaron en un
termociclador y se digirieron con Endonucleasa | de T7 (New England Biolabs, Waltham, MA, EE.UU.) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. EI ADN digerido se proceso6 en un gel de poliacrilamida TBE al 4-20 %, se tifi6 con
colorante de acido nucleico Diamond (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y se visualizdé en un ChemiDoc XRS+ (Bio-
Rad). Las intensidades de banda se analizaron utilizando el software Image Lab (Bio-Rad) y las frecuencias de
modificacion de alelos se calcularon con la féormula: 100 x (1 - (1 - fracciéon escindida) * 0,5). Para analizar las
frecuencias de modificacion de alelos usando TIDE (seguimiento de Ins/del por descomposicion, Brinkman et al.,
Nucleic Acids Research 42, e168 (2014)), los productos de PCR purificados se secuenciaron por Sanger usando
ambos cebadores y cada cromatograma de secuencia se analizé con el software TIDE en linea disponible en el sitio
web tide.nki.nl. Los analisis se realizaron utilizando una secuencia de referencia de una muestra transfectada de
forma simulada. Los parametros se establecieron en un tamafio maximo de ins/del de 10 nucledtidos y la ventana de
descomposicién para cubrir la ventana méas grande posible con trazas de alta calidad. Todos los andlisis TIDE por
debajo de la sensibilidad de deteccion del 3,5 % se establecieron en 0 %. Para la secuenciacion de fragmentos de
PCR clonados con TOPO se generé un amplicon de 2,1 kb (tamafio SV) que abarcaba el sitio o sitios de escision
usando la mezcla i Proof High-Fidelity Master Mix y los cebadores 5-GGCTGTTGTCATCTATGACCTTCCC-3' (SEQ
ID NO: 90) y 5-TGTAAACTGAGCTTGCTCGCTCG-3' (SEQ ID NO: 91) con 25 ciclos, incluyendo una temperatura
de hibridacion de 72 °C y un tiempo de elongacidon de 2 minutos. Los productos de reaccion de la PCR se
subclonaron en n plasmido usando directamente el kit de clonacion Zero Blunt TOPO PCR (Life Technologies) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Las reacciones TOPO se transformaron en células competentes XL-1 Blue,
se sembraron en placas de agar con kanamicina y las colonias individuales se secuenciaron directamente de las
placas por McLab (South San Francisco, CA, EE.UU.) mediante amplificacién con circulo rodante seguido de
secuenciacion usando el cebador 5'-GCACAGGGTGGAACAAGATGG-3' (SEQ ID NO: 92).

7. Ensayo de proliferacion

Para medir la proliferacion de linfocitos T después de la nucleofeccion, se uso el ensayo CellTiter-Glo 2.0 (Promega,
Madison, WI, EE. UU.). Directamente después de la nucleofeccion, los linfocitos T se transfirieron a multiples placas
de 96 pocillos con fondo en U de 96 pocillos a 3 x 10* células/pocillo. Directamente después de la nucleofeccion y a
intervalos de 24 horas, las células se transfirieron a placas blancas de 96 pocillos en 100 ul de medio y se afiadieron
100 yl de CellTiter-Glo 2.0 segun las directrices del fabricante. La luminiscencia se leyd en un Tecan Infinite 200
PRO (Tecan, Mannedorf, Suiza) utilizando un tiempo de integracién de 1 segundo.
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8. Secuenciacién profunda para cuantificar la eficiencia y la especificidad de la modificacion del genoma

Para cada experimento de direccionamiento de genes, se extrajo ADN gendmico de las diversas células K562
tratadas con CRISPR y de control 48 horas después de la transfeccién. Las regiones genémicas que flanquean la
diana de CRISPR vy tres fuera de la diana (Tabla 2) se amplificaron mediante dos rondas de PCR para vincular
codigos de barras (especificos del tratamiento) y adaptadores de secuenciacion de lllumina (Tabla 3). Los
amplicones de PCR con codigo de barras se agruparon equimolarmente, se purificaron mediante una columna de
giro y se secuenciaron en la plataforma del secuenciador de ADN Illumina MiSeq. Véase, "9. Generacion de
amplicones CRISPR dentro y fuera de la diana previsto para secuenciacion profunda" en la seccién siguiente para
obtener mas detalles.

La Tabla 2 proporciona una lista de loci dentro y fuera de la diana interrogados por secuenciacion profunda de
amplicones de PCR. Para los experimentos de CRISPR dirigidos a CCR5, HBB e IL2RG, la secuencia diana
gendmica pretendida ("EN") y tres secuencias diana FUERA predichas computacionalmente ("FUERA 1-3") se
presentan con su ubicacion gendmica (ensamblaje de construccion del genoma humano hg38). Las secuencias
seleccionadas fuera de la diana fueron las que pronosticaron las maximas puntuaciones tanto por el COSMIDO
(Cradick et al., Molecular therapy. Nucleic acids 3, e214 (2014) and Optimized CRISPR Design (Hsu et al., Nature
Biotechnology, 31, 827-832 (2013)) herramientas web (regién MIT), excepto HBB-FUERA3 que solo se predijo que
tendria una actividad significativa por COSMIDO. La actividad diana prevista aumenta con el aumento de los valores
de puntuacion COSMIDO vy la disminucién de los valores de puntuacién del "disefio MIT". Los sitios PAM y los
emparejamientos erréneos en las secuencias fuera de la diana se indican mediante texto en negrita y de color rojo,
respectivamente.
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La Tabla 3 proporciona una lista de cebadores de oligonucledtidos utilizados para la generacion de amplicones
dentro y fuera de la diana para cuantificar las frecuencias de ins/del mediante secuenciaciéon profunda. Las
secuencias de hibridacién especificas de genes de los cebadores de amplicones especificos de genes y los cédigos
de barras de los cebadores de cdédigos de barras de lllumina se indican con texto subrayado y en negrita,
respectivamente.

Tabla 3. Lista de cebadores de oligonucledtidos utilizados para la generacién de amplicones dentro y fuera de la
diana para cuantificar las frecuencias de ins/del mediante secuenciacion profunda.

SEQID Nombre del Secuencia del cebador (5'— 3')
NO: cebador
Cebadores de amplicones especificos de genes

3'393'5 CCR5_ON-dir CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCCAAACA
: CAGCATGGACGACA

SEQID | CORS FUERA- | GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGCTG
' AAGAGCATGACTGACA

ﬁg‘_’?"‘? CCR5_OFF1-dir CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCGGGGAA
: GCAGTCTGGACTTAGA

ﬁg@;? CCRS_FUERAT- | GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCTGC
: inv CATTAAATCCACCAAA

flg_Qs'g CCR5_OFF2-dir | ~GACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCAGCGAG
' TCGAGTTCAGGTG

3593'? ﬁS%'FUERAz' GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGCTA
: CCTACCCCAGGTTCT

flg_Qs'g CCR5_OFF3-dir CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCTCTCAC
: CAACACTGCCGAAT

3'593'5’ ﬁ$R5—FUERA3' GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTIGGCA
: TATAGTGCTCCCCACT

ﬁg@ 4'5’ HBB_ EN-dir CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCTCTGTCT
: CCACATGCCCAGT

Ny | BB BN GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGG
' GCAGAGCCATCTATTG

ﬁg@ 4'2D HBB_OFF1-dir CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCTCCCGT
: TCTCCACCCAATAG

ﬁg_Q 4'3? I': EB—FUER’“ - GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGATTT
' CCAGGCTATGCTTCCA

ﬁg_@ 4'5 gi?s_ FUERA2- CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCGTTGGC
' AGGGAGACTTACCA

SEQID | HBB_FUERAZ | GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCCAT
‘ GGTACGACTGTTCTCA

ﬁ'é@ 4'5 :iE‘B— FUERAS- CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCTGGGGC

CTTCAAGTGTTCTT
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(continuacién)

SEQID Nombre del Secuencia del cebador (5'— 3')
NO: cebador
ﬁg@ 4'7'3 HBB_FUERAS- GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTGTG
: inv CTCCTATGCCTGGTT
fKE)_Q o IL2RG_ EN-dir CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCCATTGG
' GCGTCAGAATTGTC
fKE)_Q 4' g IL2RG_EN-inv GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGGTT
: CTTTCCACCGGAAGC
ﬁg%‘g’ L'-.ZRG—FUERM " | CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCTCCGGA
: r AGTTATTCAAGTCTGA
3(5395'1[’ :rﬁfRG—FUERM " | GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTCTG
' GCATCAGAGCACAAA
SEQID | IL2RG
: _ CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCCCTGGG
NO: 52 FUERA2-dir COATATCAAGAGAC
SEQID | IL2RG
: _ GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTICTTT
NO:53 | FUERAZ-inv GGGGTGATGTTTGTG
Setie | FoeRair CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCCACAAC
' AGTTGACCCAGGAA
3595'5'3 IL2RG_FUERA3- | GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCCAA
: inv CCCAGGTCTCTGAAC
Cebadores de cédigos de barras lllumina
3595'6'3 P5-BC_A-dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGAGCTC
: CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
SEQID | P5-BC_B-dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCATAGCG
NO: 57 CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
ﬁg@;g P5-BC_C-dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTAGCACT
: CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
ﬁg@;g P5-BC_D-dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCTCATAG
- CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
ﬁg%'g P5-BC E-dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATGCATCG
CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
S(E)_Q ID | P5-BC_F-dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGTCGATC
A CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
SEQID | P5-BC-G_dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCACTGTGA
NO: 62 CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
3'396' 3'? P5-BC-H_dir AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCGAGTATC
: CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC
ﬁI(E)'Qb‘lE P7-BC-A_inv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGAGCTCGTGAC

TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
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(continuacién)

SEQID Nombre del Secuencia del cebador (5'— 3')

NO: cebador

ﬁg@ 6' ? P7-BC_B inv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATAGCGGTGAC
: TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

ﬁ%%‘? P7-BC_Cinv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCACTGTGAC
' TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

ﬁg_QG'? P7-BC Dinv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCATAGGTGAC
: TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

3'396'5 P7-BC_E_inv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATGCATCGGTGAC
: TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

SEQID | P7-BC_F_inv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGTCGATCGTGAC

NO: 69 TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

fl'é_Q?'g P7-BC-G_inv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGAGTGAC
: TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

fKE)_Q?'? P7-BC-H_inv CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAGTATCGTGAC
: TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

Las secuencias de hibridacion especificas de genes de los cebadores de amplicones especificos de genes y los
cédigos de barras de los cebadores de cddigos de barras de lllumina se indican con texto subrayado y en negrita,
respectivamente.

Para el analisis de los datos de secuenciacién, las lecturas de diferentes tratamientos se agruparon con sus
correspondientes codigos de barras de tratamiento y se mapearon en el genoma utilizando BWA-MEM (Li et al.,
Bioinformatics 26, 589-595 (2010)) (bwa-0.7.10) con parametros predeterminados. Las asignaciones de extremos
emparejados inconsistentes (> 1 Kbp de diferencia) se filtraron del andlisis junto con las lecturas alineadas
secundarias y asignadas de baja calidad segun lo definido por los parametros predeterminados en BWA-MEM. Para
cada una de las regiones dentro y fuera de la diana, se calculd el % de lecturas con ins/del alrededor del sitio de
corte previsto, donde se estima que el sitio de corte previsto se encuentra entre la 32 y la 42 posicion aguas arriba del
sitio PAM. El % de ins/del para cada posicion en el genoma se calculé usando ins/del[i] = (/[]+D[i])/Cl[i], donde DI[i] e
I[/] indican el numero de lecturas con una delecién o una insercion de cualquier tamafio en la posicién i,
respectivamente y C[i] indica el numero de lecturas asignadas a cualquier intervalo gendmico que contenga la
posicion i. El % de ins/del para cada diana se calculé mediante ins/del[c], donde c es el sitio de corte esperado que
es la cuarta posicion aguas arriba del sitio PAM. En casos con secuencia de homonucleétidos en la posicion 4, "AA"
en IL2Rg y "CCC" en CCR5 y un evento de insercion, el alineador BWA_MEM no puede resolver la posiciéon del
nucleodtido insertado. Esto se corrigié tomando la posicion relevante en el informe de alineacién en lugar de la
posicion 4, en concreto, tomar las posiciones 3 y 6 para IL2Rg y CCRS5 fuera de la diana, respectivamente.

9. Generaciéon de amplicones CRISPR dentro y fuera de la diana previstos para secuenciacién profunda

Para cada locus de gen diana, se transfectaron 10° células K562 con 1 Mg o 20 ug de los ARN guia sintéticos (sin
modificar, M, MS o MSP) y 2 ug del plasmido de expresion Cas9 (PX330), 2 ug de plasmido de ARNsg que codifica
tanto ARNsg como la proteina Cas9 (control positivo) o 2 ug de PX330 solamente (solo Cas9, control negativo).
Adicionalmente, para experimentos dirigidos al locus del gen IL2RG, se transfectaron 10° células K562 con 15 Mg de
ARNm de Cas9 y 10 ug de ARN guia sintético (sin modificar o MS), 15 pg de proteina Cas9 se formaron en complejo
con 7,6 uyg de ARN guia sintético (sin modificar o MS). El ADN gendémico de estas muestras y las muestras de
transfeccion simulada (segundo control negativo) se extrajo 72 horas después de la transfeccion utilizando la
solucion de extraccion de ADN QuickExtract™ (Epicentre, Madison, WI) de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Se utilizaron 40 ng de ADN gendmico como molde para la amplificacion por PCR de los loci en la diana y
tres loci fuera de la diana predichos computacionalmente (Tabla 2), utilizando PfuUltra Il HS 2x Master Mix (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) y cebadores especificos de genes que etiquetan los extremos del amplicén con
cebadores de secuenciacion utilizados en la secuenciacion profunda mediante la plataforma MiSeq (lllumina, San
Diego, CA) (Tabla 3). Se llevo a cabo una segunda reaccion de PCR en los amplicones dentro y fuera de la diana
(Tabla 4) para agregar adaptadores de secuenciacion de lllumina adicionales (es decir, P5, P7) y cédigos de barras
duales de 8 pb personalizados, identificando de forma uUnica los correspondientes tratamientos de transfeccion.
Después de la segunda PCR, los amplicones con coédigos de barras se cuantificaron mediante Agilent D1000
TapeStation, se agruparon en concentraciones equimolares antes de la purificacion con un kit de purificacion
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QlAquick PCR (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La biblioteca purificada se
secuencié en un secuenciador de ADN lllumina MiSeq, 2 x 20" ciclos con indexacion dual por un servicio de
secuenciacion de ADN NGS (Segmatic, Fremont, CA).

La Tabla 4 proporciona una lista de amplicones dentro y fuera de la diana CCR5, HBB e IL2RG generados para el
andlisis de secuenciacion profunda de frecuencias ins/del. Los tamafios de los amplicones (de ADN gendmico sin
editar) varian de 183-220 pb, con un minimo de 50 pb desde el sitio diana hasta la secuencia de hibridacién del
cebador especifico del gen. Las secuencias de hibridacion utilizadas para la generacion de amplicones a partir de
ADN genomico y sitios diana CRISPR putativos se indican en texto subrayados y en negrita, respectivamente.

Tabla 4. Lista de amplicones dentro y fuera de la diana CCR5, HBB e IL2RG generados para el analisis de
secuenciacion profunda de frecuencias ins/del.

SEQID ID de la Secuencia de amplicones diana (5 '— 3')

NO: diana
ARN guia dirigido a CCR5
CAAACACAGCATGGACGACAGCCAGGTACCTATCGATTGTCAGGAGGATGATGAAG
SEQ ID AAGATTCCAGAGAAGAAGCCTATAAAATAGAGCCCTGTCAAGAGTTGACACATTGTA
N O_Q72 EN TTTCCAAAGTCCCACTGGGCGGCAGCATAGTGAGCCCAGAAGGGGACAGTAAGAAG
' GAAAAACAGGTCAGAGATGGCCAGGTTGAGCAGGTAGATGTCAGTCATGCTCT
TCAGCC
GGGGAAGCAGTCTGGACTTAGAAAGGAAATAGGTGGTCTGTCATAGGGGCTTTCAT
SEQ ID OFF1 TAGAGTTAAACTTCATAGAGTCAACTGTTTCATCATCATAGTGAGCCCAGAGAGCCA
NO: 73 CTGCCCAGCAGCATGCTCACACCACCTACCCTAGTGTAGGTAATAGGTCTACGCTAG
GACCCCGTGCTGGGCTCTCAGCCCATCATGAGATTITTIGGTGGATTTAATGGCAGG
AGCGAGTCGAGTTCAGGTGGGAGCAGAGGGCGCCCACCAGCAGAGCGAGTCGAGT
SEQ ID FUERA2 CCAGGCGGGAGCAGAGGGCGCACACCAGCAGAGTGAGCCCAGAGGGTTTAAAGAA
NO: 74 GGGGCGGTCTCTACGGTATGGGTAGAGTCAGGGGAACTAGGAAAGGACAGAGCAG
AACCTGGGGTAGGTAGCC
TCTCACCAACACTGCCGAATGTCATCTCTTCTCATCTTTATCTCTATT
SEQ D CTTTGCTTCCTGTCTTCAGGGCTCTTCCCTTGGCATTCACCAGGAGCA

NO:75 | FUERA3 | GAGTGAGCCCAGAGAGCTGAGTGGTATCCCTTCTTCTTGGGTCCCT
GAGCCCTGACCTGGAGCAATGCTGTGAGACAGCAGGAAAGGAGGGG
AGTGTGGAGTGGGGAGCACTATATGCCA

ARN guia dirigido a HBB

TCTGTCTCCACATGCCCAGTTTCTATTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG
SEQ D TAACCTTGATACCAACCTGCCCAGGGCCTCACCACCAACTTCATCCA
NO: 76 EN CGTTCACCTTGCCCCACAGGGCAGTAACGGCAGACTTCTCCTCAG
GAGTCAGATGCACCATGGTGTCTGTTTGAGGTTGCTAGTGAACACAG
TTGTGTCAGAAGCAAATGTAAGCAATAGATGGCTCTGCCCTG

TCCCGTTCTCCACCCAATAGCTATGGAAAGGGGAAGATCCCAGAGA
ACTTGGATAGGAAAGGTGAAGTCAGAGCAGTGCTTCAGCCCCACA

3'597'5’ OFF1 GGGCAGTAAGGGCAGCCTTCCTCTAAATACCAGATTCCCAAATCTG
GCTGTGCTTTCAATTTGGGAGTTGGACATACTGCTAAACTATAATTTC
TTAGGCCGTACCTAAAATATATTATGGAAGCATAGCCTGGAAATC
GTTGGCAGGGAGACTTACCAGCTTCCCGTATCTCCCTCCACATGGAG

SEQID GCAGGACACGCTCTGGCCTTGCCCACCCTCCCACTAGCCTCTCCCAC

SedD | FUERA2 | AGGGCAGTAAAGGTGAGTCTGGGAGAAAGAACCGGTCAGACTTAG

TTCAGCTCCACCCTTTCCTCCTGGGAGTGAGTCTTTCCAAGACAGAG
CATGTTTTTTTCTACCCCTCAGTGAGAACAGTCGTACCATGGG
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(continuacién)

SEQID
NO:

ID de la
diana

Secuencia de amplicones diana (5 '— 3')

SEQID
NO: 79

FUERAS3

TGGGGCCTTCAAGTGTTCTTCCCAAGAGTCAGAGTGAACCAGAACCA
AGAACCATGTTGAGTTGCCCAGATGTAACCAGGCCTACAGGTACCTG
GGAGAAACACGTGTACATTTTCCCCAAAGGGCAGTAATAGCATCC
TAGGCTTCAAAACATTCATAGAAACCATTTTTCAAATGCAAAGTCCA
ACACAGTTAGAAATAACCAGGCATAGGAGCACAC

ARN guia dirigido a IL2RG

SEQID
NO: 80

EN

CATTGGGCGTCAGAATTGTCGTGTTCAGCCCCACTCCCAGCAGGGGC
AGCTGCAGGAATAAGAGGGATGTGAATGGTAATGATGGCTTCAAC
ATGGCGCTTGCTCTTCATTCCCTGGGTGTAGTCTGTCTGTGTCAGGA
ACCTGGGTCCCTCACCCACTACCCCTCCCCACCCACACGTTTCCTCTG
TCATAGCTTCCGGTGGAAAGAACCT

SEQID
NO: 81

OFF1

TCCGGAAGTTATTCAAGTCTGATTTTCTTTCCTCCCTTGTCAGGGAAA
AGAAGTTGTGACAAATTGCTTGGATCCTTAAGCTTAAGTGGGAAGG
ATGGCTTCAACACAGAACATCTGTTTCATTGCTGTTTTATCCGTCAG
TAAAACTGTTACTTCTTTTATGTACTAAAAGTTCTTAGCACTTAACTA
ATATTAGCTCITTGTGCTCTGATGCCAGAC

SEQID
NO: 82

FUERA2

CCTGGGCCATATCAAGAGACTCTGCCTCAAAAAAGAAAAGAAAGAA
AGAAAAAGAAAAAAAAAAGAACATCATTAAAAATCCCTGAGGAGC
ATTTAGAGTATTGGGTGGCACAAACAGATTCTGCATGATTGGTGAG
GATGGCTTCAACACGGCAGCTTTATTCCTCTTITAACAGAGTCAGCA
GCATCAAGGCATGAGGGATCTTGGCACAAACATCACCCCAAAGA

SEQID
NO: 83

FUERAS3

CACAACAGTTGACCCAGGAACAGGGGGAACCTCCCACCATTCCCAT
CCCACTGTTTGATCAGATCCAAGAATCCACAATATTGAGAGTGAATG
AAAAGTGTCAGCTGGTAATGATGACTTCAACATAGTCAGAACTCTT
TGGGGTGTTCCAAACATCATGGTGCATATGTATTACCTGGGAGTCTT
GTTAAAAAGACTCCTGTTCAGAGACCTGGGTTGGG

Los tamafios de los amplicones (de ADN genémico sin editar) varian de 183-220 pb, con un minimo de 50 pb desde
el sitio diana hasta la secuencia de hibridacion del cebador especifico del gen. Las secuencias de hibridacion
utilizadas para la generacion de amplicones a partir de ADN gendmico vy sitios diana CRISPR putativos se indican en

texto subrayados y en negrita, respectivamente.

10. Actividad dentro y fuera de la diana de ARNsg modificados quimicamente

La Tabla 5 muestra los nimeros en los que se basan las figuras 1C, IE y 5. Especificidad de la escision dirigida
mediada por ARNsg sintéticos como se realiza en la Figura 1C con 2 ug de plasmido de Cas9 y 1 ug de ARNsg
(panel superior) o 20 pg de ARNsg (panel inferior). Las frecuencias de ins/del se midieron mediante la secuenciacion
profunda de amplicones de PCR de los loci gendmicos diana y tres loci fuera de la diana predichos

bioinformaticamente para cada gen. Los valores promedio se muestran +/-SEM, n=3.

Tabla 5
2 ug de plasmido de Cas9 y 1 ug de ARNsg
Simulado Sin modificar M EM MSP
IL2RG | En la diana 0,16 0,03 2,43 £0,23 13,47 +0,54 68 +1,06 75.73 1,30
Fuera de la 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
diana 1
Fuera de la 0,00 0,00 0,10 £0,00 1,00 20,10 0,37 £0,03
diana 2
Fuera de la 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
diana 3
HBB En la diana 0,15 0,05 1,3 0,08 12,4 0,28 48,17 +0,39 38,68 0,85
s;‘aer:: fe la 0,01 £0,01 0,84 +0,07 7.01 £0,36 27,31 £0,60 9,51 +0,25
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(continuacién)

2 g de plasmido de Cas9 y 1 ug de ARNsg
Simulado Sin modificar M EM MSP
Fuera de la 0,00 0,00 0,01 £0,00 0,00 0,00
diana 2
Fuera de la 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
diana 3
CCR5 |En ladiana 0,02 0,01 4,26 +0,18 3,41 £0,23 246 +1,25 22.78 +1,76
zi“aer:: fe la 0,01 £0,00 0,01 0,00 0,01 £0,00 0,01 0,00 0,02 +0,00
Fuera de la 0,01 0,01 0,01 +0,00 0,01 0,00 0,08 £0,03 0,54 +0,10
diana 2
Fuera de la 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
diana 3
2 ug de plasmido de Cas9 y 20 ug de ARNsg
. ige Plasmido de
Sin modificar M EM MSP ARNsg
IL2RG | En la diana 234 + 48,13 £ 0,4 75,3 5,1 83,27 0,7 70,53 +0,01
Fuera de la 0,00 0,03 £0,03 0,13 £0,03 0,00 0,00
diana 1
Fuera de la 0,13 £0,03 +0,06 7,83 £0,58 2,77 +0,24 0,07 £0,00
diana 2
Fuera de la 0,00 000,00 | 0,30%0,00 0.10 £0,00 0,17 £0,00
diana 3
HBB | En ladiana 10,42 0,27 | 40,99+14 | 6591+062 | 60,71 0,25 31,11 0,04
z;;e;: fe la 9,2 +0,38 33,56 2,3 551 40,97 19,08 0,49 25 44 +0,04
s.“era de la 0,00 0,00 0,00 0,00 Aceite
iana 2
Fuera de la 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
diana 3
CCR5 | En ladiana 11,04 +2 5 14,87 2,1 56,3 +3,3 5219 4.5 45,86 +0,03
zi‘;e;: f'e la 0024001 | 001000 | 001000 0,01 £0,00 0,01 0,00
Fuera de la 0,01 £0,00 0,02 £0,00 1,75 +0,18 5,32 +0,68 0,02 £0,00
diana 2
Fuera de la 0,01 0,00 0,01 £0,00 0,02 0,01 0,02 +0,00 0,01 £0,00
diana 3

Ejemplo 2. Recombinacion homoéloga basada en CRISPR/Cas9 utilizando ARN guia modificados
quimicamente y un molde de oligodesoxinucleétido monocatenario sintético (ssODN).

Se nucleofectaron linfocitos T primarios humanos estimulados de tres donantes diferentes con 10 ug de ARNsg de
CCR5 (sin modificar o MS), 15 yg de ARNm de Cas9 y 2,81 ug de un ssODN de CCR5 de 183 nt (con o sin enlaces
de fosforotioato ("PS") entre los tres nucledtidos terminales en ambos extremos). El ssODN contenia un sitio de
restriccion Hindlll central que no estaba presente en la secuencia SV de CCR5. EI ADN gendmico (ADNg) se extrajo
tres dias después de que se generaran nucleofecciones y productos de PCR que abarcaban el sitio diana (fuera de
la secuencia homologa a la ssODN) y se digirieron con Hindlll. Los fragmentos de restriccion se analizaron en un gel
de agarosa TBE al 2 % y se calcularon las frecuencias de HDR.

La Figura 21 representa los geles de agarosa del experimento de HDR. La frecuencia de HDR se aumenté cuando
se usaron ARNsg modificados. Ademas, las frecuencias de HDR aumentaron aun mas cuando el ssODN contenia
enlaces de fosfotioato entre los tres nucledtidos terminales en ambos extremos.

Aunque la invencion anterior se ha descrito con algo de detalle a modo de ilustracion y ejemplos a efectos de

claridad de comprension, un experto en la técnica apreciara que se pueden poner en practica ciertos cambios y
modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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Listado informal de secuencias

SEQ ID NO: 1
Secuencia del vector de direccionamiento de IL2RG

ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgecgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaata
ggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgtteccagtttggaa
Ccaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccecgtctatcagggcgatggeccact
acgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgecgtaaagcactaaatcggaaccectaaagggag
cccecgatttagagettgacggggaaagecggegaacgtggecgagaaaggaaggdgaagaaagcgaaaggagcggg
cgctagggcgectggcaagtgtageggtcacgetgaegegtaaccaccacaccagacgegecttaatgegeagetaca
gggcgcgtceccattcegeccattcaggectgegecaactgttgggaagggegatcggtgegggectecttegetattacyg
ccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgeccagggttttcecccagtcacgacgttyg
taaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaattgggtacctaactataacggtccta
aggtagcgattaattaatgggagaaacaccacagaageagagtggottatattctetgggtgagagagagggaga
aattgaagctgattetgaggtttecaagtotgggtgactgagagggtgacgataccattgactgaggtggggaagy
caggaagagaageagagttgggggaagatgggaagettgaagetagtattgttgttocteccatttoctagaatatt
tttgtattataagtecacacttectegecagtetcaacagggaccocagetcaggeagecagetaagggtgggtatic
tggtttggattagatecagaggaaagacagetgtatatgtgeccacaggagecaagacggtattttecatectece
aaaacagtagagctttgacagagatttaagggtgaccaagtcaaggaagaggecatggeatagaacggtgatgteg
goggtgggggttcagaacttccattatagaaggtaatgatttagaggagaaggtggttgagaatggtgetagtgg
tagtgaacagatcctteccaggatetaggtgggetgaggatttttgagtetgtgacactattgtatatecagett
tagtttctgtttaccaccttacageageacctaatetoctagaggacttagecocgtgteacacageacatatttyg
ceacaccctetgtaaagecctggtttataaggttettticcaceggaagetatgacagaggaaacgtgtgggtggyg
gaggggtagtggotgagggacocaggttooctgacacagacagactacacccagggaatgaagagcaagegectet
agaattaccctgttatcectaaggtaagtatcaaggtiacaagacaggtitaaggaggccaatagaaactigggct
tgtcgagacagagaagattctigogtttctigataggcacctattggtcttactgacatccactttgectitetcet
ccacaggggtaccgaagecegetagaegectaceggtaegecaccATGCCCGCCATGAAGATCGAGTGCCGCATCACCE
GCACCCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGGTEGCGUGGCGGAGAGGGCACCCCCGACGCAGGGCCEGCATGACCAACA
AGATGAAGAGCACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGOTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCTTCTACC
ACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGCTACACCAACACCC
GCATCGAGAAGTACGAGGACGGLGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAGECCGGCCGCGTCGATCG
GCGACTTCAAGGTGETGGGCACCEGCTTCOCCGAGGACAGCGTGATC TTCACCGACAAGATCATCCGCAGCAACG
CCACCGTGGAGCACCTGCACCCCATGCEGCCGATAACCGTGCTGGTCGGCAGCTTCGUCCGCACCTTCAGCCTGCGCG
ACGGUGGCTACTACAGCTTCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTCAAGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCTGCAGA
ACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGCTGCACAGCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACC
AGCACGCCTTCAAGACCCCCATCGCCTTCGCCAGATCTCGAGCTCGAtgact cgagggegegecccgetgatecag
cctecgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgceccctececegtgecttccttgacectggaagdtyg
ccactcccactgtcectttecctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattectattctgg
ggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgetggggatgeggtgggct
ctatggcttctgaggcggaaagaacgtttaaacactagtgaagagcaagegecatgttgaagecateattacecat
tecacatcectettatteoctgeagetgeeocctgetgggagtggggetgaacacgacaattetgacgeeccaatggga
atgaagacaccacagetggtgggaaatetgggactggagggggctggtgagaagggtggetgtgggaaggggoecy
tacagagatctggtgoectgecactggecattacaateatgtgggragaat tgaaaagtggagtgggaagggcaayg
ggggagggttocctgectecacgetacttottectttotttettgtttgttigtttotttetttettttgaggecagg
gtectecactatgttgectaggeotggtctcaaactoctggectotagtgateccteoctgoctocagectttcaaageac
caggattacagacatgagocacegtgettggeocteoctecttotgaccatcatttetotttecetooectgectica
ttttetecoccaatetagatttettoctgaccactatgeccactgactecctecagtgtttecactotgeccetoce
agaggttecagtgttttgtgtteaatgltegagtacatgaattgeacttggaacageagetectgagececagectac
caacctecactetgecattattggtatgagaagggacgagggaggaggggatgaagaagaggtgggttggatcagaga
coaagagagagggtagecaagtcetocecaggtaccoocactgtttteteoctggggtaagtecataagteggtgecattt
cattacctctttcteccgecaccecgacatagatgagetccagettttgttecctttagtgagggttaattgegeget
tggcgtaatcatggtcatagcectgtttecctgtgtgaaattgttatecegetcacaatteccacacaacatacgagecg
gaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegetcactgeccyg
ctttceccagtcgggaaacctgtegtgeccagetgecattaatgaatecggeccaacgegeggggagaggeggtttgegta
ttgggcgctecttcecegettectegectcactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetce
actcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagce
aaaaggccaggaaccdtaaaaaggccgcgttgectggegtttttcecataggctececgeccececctgacgagcatcaca
aaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegttteccececectggaaget
ccctegtgegetcectectgttecgaceccectgecgettacecggatacectgtecgecttteteccttegggaagegtgg
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cgctttectcatagetcacgetgtaggtatctecagtteggtgtaggtegttegetecaagetgggetgtgtgecacyg
aaccccececegttcageccgacegetgegecttatecggtaactategtettgagteccaacceggtaagacacgact
tatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggtgectacagagttettga
agtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgecgectcectgectgaagccagttacctteg
gaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagecage
agattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatecttttctacggggtcectgacgectcagtggaacy
aaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatceccttttaaattaaaaat
gaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcac
ctatctcagcgatctgtctatttegttcatccatagttgectgacteccegtegtgtagataactacgatacggg
agggcttaccatctggccceccagtgectgcaatgataccgecgagacccacgctcaccggetccagatttatcagecaa
taaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtectgcaactttatececgecteccatccagtectattaatt
gttgccgggaagctagagtaagtagttcecgeccagttaatagtttgegcaacgttgttgeccattgectacaggecateg
tggtgtcacgctecgtegtttggtatggettecattcagectecocggttecccaacgatcaaggegagttacatgatece
ccatgttgtgcaaaaaagcggttagcectectteggtectececgategttgtcagaagtaagttggecgecagtgttat
cactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgeccatcecgtaagatgettttetgtgactggtyg
agtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgectecttgececggegtcaatacgggata
ataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttecggggcgaaaactctcaagga
tcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgcacccaactgatecttcagecatettttactttea
ccagcgtttectgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgeccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgtt
gaatactcatactcttcecctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatat
ttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcecgcacatttecceccgaaaagtgecac

Los brazos de homologia de IL2RG estan en negrita y en cursiva. El intron quimérico esta subrayado. La secuencia
de GFP esta en mayuscula y en cursiva. La secuencia de poli(A) de BGH esta subrayada doble.

SEQ ID NO: 2
Secuencia del vector de direccionamiento de HBB
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ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaata
ggccgaaatcggcaaaatcoccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttcecagtttggaa
caagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggegatggeccact
acgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaacectaaagggag
cceccgatttagagcettgacggggaaagecggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcggyg
cgctagggcgctggcaagtgtageggtcacgctgcgegtaaccaccacacecgecgegcttaatgegecgetaca
gggcgcgtccecattegeccattcaggctgegecaactgttgggaagggegatcggtgegggectettaegetattacg
ccagctggcgaaagggggatgtgetgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggtttteccagtcacgacgttyg
taaaacgacggccagtgagcgcgcecgtaatacgactcactatagggcecgaattgggtacctaactataacggtcecta
aggtagcgattaattaaaggecagaaacagttagatgtececccagttaacctectatttgacaccactgattaccec
attgatagtcacactttgggttgtaagtgactttttatttatttgtatttttgactgecattaagaggtctectagt
tttttatctettgtttecccaaaacctaataagtaactaatgecacagagecacattgatttgtatttattctatttt
tagacataatttattagcatgecatgagcaaattaagaaaaacaacaacaaatgaatgcatatatatgtatatgta
tgtgtgtatatatacacacatatatatatatattttttcttttcttaccagaaggttttaatccaaataaggaga
agatatgcecttagaaccgaggtagagttttcatccattetgtecectgtaagtattttgecatattectggagacgecagg
aagagatccatctacatatccoccaaagetgaattatggtagacaaaactcecttccacttttagtgecatcaacttett
atttgtgtaataagaaaattgggaaaacgatcttcaatatgcttaccaagectgtgattccaaatattacgtaaat
acacttgcecaaaggaggatgtttttagtagcaatttgtactgatggtatggggeccaagagatatatettagaggga
gggctgagggtttgaagteccaactectaagecagtgecagaagagecaaggacaggtacggetgtecatecacttag
acctcacectgtggagccacacccectagggttggeccaatcetacteccaggagecagggagggcaggageecagggetg
ggcataaaagtcagggcagagccatctattgettacatttgettctgacacaactgtgttcactagcecaacctcaa
acagacaccatggtgcacctgactcectgaggagaagtectgeegttactgeccagatctgggetceceggtgeecgte
agtgggcagagcgcacatcgocccacagtececccgagaagttggggggaggggtecggcaattgaaceggtgectaga
gaaggtggcgcggggtaaactgggaaagtgatgtcecgtgtactggctcececgectttttecccgagggtgggggagaac
cgtatataagtgcagtagtogececgtgaacgttettttteogcaacgggtttgeegecagaacacagdgtaagtgecyg
tgtgtggttccegegggectggectectttacgggttatggeccttgegtgecttgaattactteccacctggatge
agtacgtgattcttgatccececgagettecgggttggaagtgggtgggagagttcgaggecttgegecttaaggagecc
cttogoctegtgettgagttgaggcctggectgggegetggggecgecgegtgegaatctggtggecaccttegeyg
cectgtctegetgctttegataagtctectagecatttaaaatttttgatgacctgectgecgacgectttttttetgge
aagatagtcttgtaaatgcgggccaagatctgcacactggtattteggtttttggggccgegggeggcgacgggyd
ccecgtgegteoccagegcacatgttcggegaggecggggectgcgagegeggccaccgagaateggacgggggtagt
ctcaagctggcacggcectgetctggtgectggaectegegaecgecgtgtatcgeecacgecectgggecggcaaggaetgyg
cccggteggcaccagttgegtgagcggaaagatggceccgettocccggecctgectgecagggagctcaaaatggagga
cgcggcogctegggagagegggcgggtgagtcacccacacaaaggaaaagggcectttoecgtectcageegtegett
catgtgactccacggagtaccgggcgecgtecaggcacctegattagttctegagettttggagtacgtegtett
taggttggggggaggggttttatgcgatggagtttccccacactgagtgggtggagactgaagttaggccagctt
ggcacttgatgtaattctocttggaatttgecctttttgagtttggatecttggttcattctcaagectcagacag
tggttcaaagtttttttecttccatttcaggtgtcgtgaggtaccgagctacttegaaggatcecategacaccATGC
CCGCCATGAAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCACCCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGGTGGGCGGCGGAGAGG
GCACCCCCGAGCAGGGCCGCATGACCAACAAGATCGAAGAGCACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGC
TGAGCCACGTGATGGGCTACGGCTTCTACCACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACG
CCATCAACAACGGCGGCTACACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCA
GCTACCGCTACGAGGCCGGCCGCGTGATCGGCGACTTCAAGGTGGTGGGCACCGGCTTCCCCGAGGACAGCGTGA
TCTTCACCGACAAGATCATCCGCAGCAACGCCACCCGTGGAGCACCTGCACCCCATGGGCGATAACGTGCTGGTGG
GCAGCTTCGCCCGCACCTTCAGCCTGCGCGACGGCGGCTACTACAGCTTCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTCA
AGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCTGCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGCTGCACA
GCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCCATCGCCTTCGCCAGATCTCGAGTCE
agctcgagggcgcgcccgcectgatcagectecgacctgtgecttctagttgccageccatctgttgtttgecectecce
ccgtgecttecttgacecctggaaggtgccactecccactgtectttectaataaaatgaggaaattgecategeatt
gtctgagtaggtgtcattctattctggggadgtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaata
gcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttcectgaggcggaaagaacgtttegecgectgtggggecaaggt
gaacgtggatgaagttggtggtgaggcecctgggcaggttggtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccaa
tagaaactgggcatgtggagacagagaagactcttgggtttctgataggcactgactctctectgectattggtet
attttcccacccttaggectgetggtggtectacecttggacccagaggttetttgagtectttggggatctgteca
cteectgatgetgttatgggecaacectaaggtgaaggetecatggcaagaaagtgeteggtgectttagtgatggee
tggctcacctggacaacctcaagggcacctttgccacactgagtgagectgcactgtgacaagectgecacgtggate
ctgagaacttcagggtgagtctatgggacgecttgatgttttctttceccttecttttctatggttaagttecatgte
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ataggaaggggataagtaacagggtacagtttagaatgggaaacagacgaatgattgcatcagtgtggaagtcte
aggatcgttttagtttcttttatttgetgttcataacaattgttttecttttgtttaattcttgectttcttttttt
ttcttctecgcaatttttactattatacttaatgecttaacattgtgtataacaaaaggaaatatctctgagata
cattaagtaacttaaaaaaaaactttacacagtctgcctagtacattactatttggaatatatgtgtgettattt
gcatattcataatctccctactttattttcttttatttttaattgatacataatcattatacatatttatgggtt
aaagtgtaatgttttaatatgtgtacacatattgaccaaatcagggtaattttgecatttgtaattttaaaaaatg
ctttecttcttttaatatacttttttgtttatcttatttctaatactttcectaatctectttectttcagggecaata
atgatacaatgtatcatgecctetttgecaccattectaaagaatcctgcaggggagtgagcagectgtaagatttgag
gggcgactceccgattagtttatecttcccacggactagagttggtgtecgaggtgecatttcattacctettteteeg
cacccgacatagatgagcecteocagettttgttecctttagtgagggttaattgegegettggegtaatcatggtca
tagctgtttectgtgtgaaattgttatcecgectcacaattccacacaacatacgagcecggaagcataaagtgtaaa
gcctggggtgcectaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegetecactgeccgettteccagtegggaaac
ctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgegecggggagaggeggtttgegtattgggegetetteeget
tcectegetcactgactegetgegetecggtegtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaata
cggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgt
aaaaaggccgcegttgetggegtttttceccataggectecgeccececectgacgagcatcacaaaaatecgacgetcaagt
cagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegttteoccectggaagetcecectaegtgegetetect
gttccgaccecctgecgecttaccggatacctgtecgecttteteccttegggaagegtggegetttetecatagetea
cgctgtaggtatctcagtteggtgtaggtegttegecteccaagetgggectgtgtgcacgaacccececcegttecagece
gaccgctgegecttatcecggtaactatecgtettgagtccaacceggtaagacacgacttategeccactggecagea
gccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttecttgaagtggtggectaactac
ggctacactagaaggacagtatttggtatctgecgectctgectgaageccagttacctteggaaaaagagttggtage
tcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgegcagaaaa
aaaggatctcaagaagatcctttgatcttttcectacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaaggg
attttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatc
taaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatetgt
ctatttcgttcatccatagttgcecctgactceccecgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatectgge
cccagtgctgcaatgataccgecgagacccacgctcaccggectccagatttatcagcaataaaccagecagecgga
agggccgagcgcagaagtggtcectgcaactttatcecgecteccateccagtctattaattgttgecgggaagectaga
gtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgcecattgectacaggcategtggtgtcacgetegteg
tttggtatggcttcattcagectececggtteccaacgatcaaggegagttacatgatececccatgttgtgcaaaaaa
gcggttagctecttecggtectecgatecgttgtcagaagtaagttggecgcagtgttatcactcatggttatggea
gcactgcataattctcttactgtcatgeccatccgtaagatgettttectgtgactggtgagtactcaaccaagtca
ttctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgcetettgeceggegtcaatacgggataataccgegecacatage
agaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttecggggcgaaaactectcaaggatcttacegetgttgaga
tccagttcgatgtaacccactecgtgcacccaactgatcttcagecatecttttactttcaccagegtttetgggtga
gcaaaaacaggdaaggcaaaatgccgcaaaaaaggdgaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcettce
ctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaa
aataaacaaataggggttccgcecgcacatttcceccgaaaagtgecac

Los brazos de homologia de HBB estan en negrita y en cursiva. El promotor EF1a esta subrayado. La secuencia de
GFP esta en mayuscula y en cursiva. La secuencia de poli(A) de BGH esta subrayada doble.

SEQ ID NO: 3
Secuencia del vector de direccionamiento de CCR5
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ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagectcattttttaaccaata
ggccgaaatcggcaaaatcoccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttecagtttggaa
caagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtcectatcagggegatggeccact
acgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatecggaaccctaaagggag
ccceccgatttagagcettgacggggaaagecggcgaacgtggecgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgayg
cgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgcecgtaaccaccacaccecgecgegcttaatgecgecgcectaca
gggcgcgtoccattegeccattcaggectgegcaactgttgggaagggegateggtgecgggectcecttegetattacg
ccagctggcgaaagggggatgtgetgcaaggcgattaagttgggtaacgecagggttttecccagtcacgacgttyg
taaaacgacggccagtgagaegegaegtaatacgactcactatagggcgaattgggtacctaactataacggtecta
aggtagcgattaattaagaacagtgattggcatccagtatgtgccecctegaggectcttaattattactggettge
tcatagtgecatgttctttgtgggectaactcectagegtcaataaaaatgttaagactgagttgecagecegggeatggt
ggctcatgectgtaateccecagecattectaggaggetgaggecaggaggategettgageeccaggagttegagacecag
cectgggcaacatagtgtgatettgtatctataaaaataaacaaaattagettggtgtggtggegectgtagtecee
cagccacttggaggggtgaggtgagaggattgecttgagecegggatggteccaggetgecagtgagecatgategtyg
ccactgecactceccageectgggegacagagtgagaccctgtcectecacaacaacaacaacaacaacaaaaaggcectgage
tgcaccatgcttgacccagtttcttaaaattgttgtcaaagecttcattcactccatggtgctatagagcacaaga
ttttatttggtgagatggtgcectttcatgaattceccoccccaacagagecaagetetecatetagtggacagggaaget
agcagcaaaccttcececcttcactacaaaacttcattgettggecaaaaagagagttaattcaatgtagacatcectat
gtaggcaattaaaaacctattgatgtataaaacagtttgecattecatggagggcaactaaatacattetaggactt
tataaaagatcactttttatttatgcacagggtggaacaagatggattatcaagtgtcaagtccaatctatgaca
tcaattattatagcgcctctagaattaccetgttatecctaagatectgggctecggtgeccgtcagtgggcagag
cgcacatcgcccacagtcceccgagaagttggggggaggggtceggcaattgaaccggtgecctagagaaggtggcge
ggggtaaactgggaaagtgatgtcgtgtactggctccecgectttttecccgagggtgggggagaaccgtatataagt
gcagtagtcgecogtgaacgttectttttegcaacgggtttgecgeccagaacacaggtaagtgecgtgtgtggttee
cgecgggectggectetttacgggttatggeccttgegtgecttgaattacttecacctggetgcagtacgtgatt
cttgatcececgagettegggttggaagtgggtgggagagttcgaggccttgegettaaggagcecececttegectaegt
gcttgagttgaggcctggectgggcgetggggceccgeegegtgcgaatectggtggcaccttcgegectgteteget
gctttcgataagtctctagccatttaaaatttttgatgacctgcectgecgacgetttttttctggcaagatagtctt
gtaaatgcgggccaagatctgecacactggtatttcggtttttggggeccgecgggcggcegacggggeccgtgegtece
cagcgcacatgttecggcgaggcggggcctgegagegeggecaccgagaatecggacgggggtagtetcaagetgge
cggcctgetetggtgectggecctegegecgecgtgtategecececgecctgggeggcaaggcectggeccggteggea
ccagttgecgtgagcggaaagatggccecgettaececggecctgetgcagggagctcaaaatggaggacgeggegetag
ggagagcgggcgggtgagtcacccacacaaaggaaaagggectttecgtecctcagecegtecgettcatgtgactee
acggagtaccgggcgccgtecaggcacctecgattagttctcgagettttggagtacgtegtectttaggttggggyg
gaggggttttatgcgatggagtttceccccacactgagtgggtggagactgaagttaggeccagettggecacttgatyg
taattcteocttggaatttgocctttttgagtttggatcttggttcattectcaagecctcagacagtggttcaaagt
ttttttctteccatttcaggtgtaegtgaggtaccgagetettaegaaggateccategecaccatgGTGAGCAAGGGC
GAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTG
TCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCC
GTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGATGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAG
CAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGC
AACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGAC
TTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCC
GACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCC
GACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAG
TCCAAGCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATC
ACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGtaactcgagggcgecgectaatcaacctetggattacaaaatttgtgaa

tgccagccatctgttgtttgcceccteccccegtgectttecttgacectggaaggtgeccacteccactgtectttce
taataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctgggggatggagtggggcaggac
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agcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtggactectatggettetgaggeggaa

agaacgtttaaacactagtctatgacatcaattattatacatecggagcecectgeccaaaaaatcaatgtgaagcaaa
tecgecagececcgectectgectecegetectactecactggtgttecatectttggttttgtgggecaacatgetggtecatec
tcatectgataaactgcaaaaggctgaagagcatgactgacatctacctgetcaacctggeecatectetgacctgt
ttttecttcttactgteccecttectgggetecactatgetgecegeccagtgggactttggaaatacaatgtgtcaac
tcttgacagggetcectattttataggettettetectggaatettettecatecatectectgacaategataggtace
tggctgtegtceccatgectgtgtttgetttaaaageccaggacggtcacctttggggtggtgacaagtgtgatecactt
gggtggtggectgtgtttgegtecteteccaggaatcatectttaccagatctcaaaaagaaggtettecattacacct
gecagctcectecatttteccatacagtcagtatcaattctggaagaattteccagacattaaagatagtcatettgggge
tggtecctgecegcectgecttgtecatggtcatectgectactecgggaatecctaaaaactetgetteggtgtecgaaatgaga
agaagaggcacagggctgtgaggcttatcttcaccatcatgattgtttattttectecttctgggeteccctacaaca
ttgteccttctecctgaacacctteccaggaattcectttggectgaataattgcagtagectectaacaggttggaccaag
ctatgcaggtgactgccatttcattacctectttecteccgcaccecgacatagatgagectccagettttgtteecttt
agtgagggttaattgcgcgcttggecgtaatcatggtcatagetgtttectgtgtgaaattgttatecegetcacaa
ttccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgecctaatgagtgagctaactcacattaa
ttgcgttgcegectcactgeccecgettteccagtegggaaacctgtegtgecagetgecattaatgaateggccaacgeg
cggggagaggcggtttgegtattgggcgetetteecgettectegetcactgactegetgegeteggtegttegge
tgcggcgagcecggtatcagectcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaaga
acatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccecgegttgetggegtttttecataggetee
gccecceccectgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagatacce
aggcgtttcecccecctggaagectceecctegtgegetcetectgttecgacectgecgettacecggatacctgtecgect
ttcectececttecgggaagegtggegetttectcatagetecacgetgtaggtatectcagtteggtgtaggtegtteget
ccaagctgggctgtgtgcacgaaccccoccegttecageccgaccgetgegecttatecggtaactategtettgagt
ccaacccecggtaagacacgacttatecgecactggcagecagecactggtaacaggattagcagagecgaggtatgtag
gcggtgctacagagttcttgaagtggtggcecctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatectgegetce
tgctgaagccagttaccttecggaaaaagagttggtagctcttgateccggcaaacaaaccaccgetggtageggtyg
gtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatecctttgatettttectacgg
ggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcaccet
agatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttacce
aatgcttaatcagtgaggcacctatctcagecgatctgtectatttegttcatccatagttgectgactacecegteg
tgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggcecccagtgetgcaatgataccgegagacccacgectecac
cggctccagatttatcagcaataaaccagccagecggaagggccgagecgcagaagtggtectgecaactttateecg
cctceccatccagtctattaattgttgeccgggaagectagagtaagtagttegecagttaatagtttgegecaacgttyg
ttgccattgctacaggcategtggtgtcacgctegtegtttggtatggettcattcagecteceggttecccaacgat
caaggcgagttacatgatccecccatgttgtgcaaaaaagecggttagectectteggtecteccgategttgtcagaa
gtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctecttactgtcatgecatececgtaa
gatgcttttectgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggecgaccgagttgetett
gcccggcgtcaatacgggataataccgecgccacatagcagaactttaaaagtgectcatcattggaaaacgttett
cggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttecgatgtaacccactegtgecacccaactgat
cttcagcatcttttactttcaccagecgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaaggdgaa
taagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttatt
gtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttceccgecgcacatttecccgaa
aagtgccac

Los brazos de homologia de HBB estan en negrita y en cursiva. El promotor EF1a esta subrayado. La secuencia de
GFP esta en mayuscula y en cursiva. La secuencia de WPRE esta subrayada de forma discontinua. La secuencia de
5 poli(A) de BGH esta subrayada doble.

SEQ ID NOS: 4-19 Véase, Tabla 1

SEQ ID NOS: 20-31 Véase, Tabla 2

10 SEQ ID NOS: 32-71 Véase, Tabla 3
SEQ ID NOS: 72-83 Véase, Tabla 4

15 SEQ ID NO: 84 IL2RG_dir: 5-TCACACAGCACATATTTGCCACACCCTCTG-3/,
SEQ ID NO: 85 IL2RG INV: 5-TGCCCACATGATTGTAATGGCCAGTGG-3'

20 SEQ ID NO: 86 HBB_dir: 5'-CCAACTCCTAAGCCAGTGCCAGAAGAG-3'
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SEQ ID NO: 87 HBB_inv: 5-AGTCAGTGCCTATCAGAAACCCAAGAG-3'
SEQ ID NO: 88 CCR5_dir: 5'-GCACAGGGTGGAACAAGATGG-3'

SEQ ID NO: 89 CCR5_inv: 5-CACCACCCCAAAGGTGACCGT-3'

SEQ ID NO: 90 5-GGCTGTTGTCATCTATGACCTTCCC-3'

SEQ ID NO: 91 5'-TGTAAACTGAGCTTGCTCGCTCG-3'

SEQ ID NO: 92 5'-GCACAGGGTGGAACAAGATGG-3'
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para inducir la regulacion génica de un &cido nucleico diana en una célula primaria,
comprendiendo el método: introducir en la célula primaria:

(@) un ARN guia unico (ARNsg) modificado que comprende una primera secuencia de nucleétidos que es
complementaria al &acido nucleico diana y una segunda secuencia de nucleétidos que interactia con un
polipéptido de proteina asociada a CRISPR (Cas), en donde uno o mas de los nucledtidos en la primera
secuencia de nucledtidos y/o la segunda secuencia de nucledtidos son nucleétidos modificados, en donde los
nuclesdtidos modificados se seleccionan de entre el grupo que consiste en un nucleétido de 2'-O-metil 3'-
fosforotioato (MS), un nucleétido de 2'-O-metil 3'-tiofosfonoacetato (MSP) y una combinacién de los mismos; y
(b) un polipéptido Cas, un ARNm que codifica un polipéptido Cas y/o un vector de expresion recombinante que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido Cas,

en donde el ARNsg modificado guia el polipéptido Cas hacia el acido nucleico diana, y

en donde el ARNsg modificado induce la regulacion génica del acido nucleico diana con una actividad mejorada en
relacion con un ARNsg sin modificar correspondiente y

en donde la actividad mejorada comprende un aumento o mejora en la eficiencia y/o la frecuencia de induccion,
modulacion, regulacion o control de la edicidén del genoma y/o la expresién génica.

2. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la actividad mejorada comprende una mayor estabilidad del ARNsg
modificado y/o una mayor especificidad del ARNsg modificado por el acido nucleico diana.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde el &cido nucleico diana comprende un ADN diana o un ARN diana.
4. El método de la reivindicacién 3, en donde la regulacion génica comprende la edicion del genoma del ADN diana.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde la ediciéon del genoma comprende la reparacion dirigida por homélogos
(HDR) o la unién de extremos no homologos (NHEJ) del ADN diana.

6. El método de la reivindicacion 4 o 5, que comprende ademas la introduccién de un molde de reparacion de
donante recombinante en la célula primaria.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde el molde de reparacidon de donante recombinante comprende dos
secuencias de nucleétidos que comprenden dos porciones homadlogas no superpuestas del ADN diana, en donde las
secuencias de nucleotidos estan ubicadas en los extremos 5' y 3' de una secuencia de nucleétidos correspondiente
al ADN diana para someterse a la edicion del genoma o en donde el molde de reparacion de donante recombinante
comprende un molde de oligodesoxinucleétido monocatenario sintético (ssODN) que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una mutacién para corregir un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) y dos secuencias
de nucledtidos que comprenden dos porciones homoélogas no superpuestas del ADN diana, en donde las secuencias
de nucledtidos estan ubicadas en los extremos 5' y 3' de la secuencia de nucledtidos que codifica la mutacién.

8. El método de la reivindicacion 3, en donde la regulacion génica comprende la inhibicién o activaciéon de la
expresion génica del ADN diana o el ARN diana usando un polipéptido Cas que es deficiente en endonucleasas.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la célula primaria se aisla de un organismo
multicelular antes de introducir el ARNsg modificado y el polipéptido Cas en la célula primaria.

10. El método de la reivindicacion 9, en donde el organismo multicelular es una planta, un protista multicelular, un
hongo multicelular o un animal.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la célula primaria se selecciona de entre el
grupo que consiste en una célula madre, una célula inmunitaria y una combinacién de las mismas.

12. El método de la reivindicacion 11, en donde la célula madre se selecciona del grupo que consiste en una célula
madre y progenitora hematopoyética (HSPC), una célula madre mesenquimatosa, una célula madre neuronal, una
célula madre de un 6rgano y una combinacion de las mismas, o en donde la célula inmunitaria se selecciona del
grupo que consiste en un linfocito T, un linfocito citolitico natural, un monocito, una célula mononuclear de sangre
periférica (PBMC), un linfocito de sangre periférica (PBL) y una combinacion de los mismos.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la célula primaria comprende una
poblacion de células primarias.

14. El método de la reivindicacion 13, en donde el ARNsg modificado induce la regulacion génica del &cido nucleico

diana en al menos aproximadamente el 30 % de la poblacién de células primarias, o en donde el ARNsg modificado
induce la regulacion génica del acido nucleico diana en al menos aproximadamente el 40 % de la poblacion de
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células primarias o en donde el ARNsg modificado induce la regulacion génica del acido nucleico diana en al menos
aproximadamente el 50 % de la poblacion de células primarias o en donde el ARNsg modificado induce la regulacion
génica del acido nucleico diana en al menos aproximadamente el 60 % de la poblacion de celdas primarias.

15. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la primera secuencia de nucleétidos tiene
aproximadamente 20 nucleétidos de longitud y/o en donde al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez 0 més de los nucledtidos en la primera secuencia de nucledtidos son nucleétidos modificados y/o en donde los
nucleotidos modificados estan ubicados en o cerca del extremo 5' de la primera secuencia de nucleétidos y/o en
posiciones internas dentro de la primera secuencia de nucleétidos y/o en donde desde aproximadamente el 10 %
hasta aproximadamente el 30 % de los nucledtidos en la primera secuencia de nucledtidos son nucleétidos
modificados y/o en donde la segunda secuencia de nucledtidos tiene una longitud de aproximadamente 80
nucleétidos y/o en donde al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas de los nucledtidos en
la segunda secuencia de nucleétidos son nucleétidos modificados y/o en donde los nucledtidos modificados estan
ubicados en o cerca del extremo 3' de la segunda secuencia de nucleétidos y/o en posiciones internas dentro de la
segunda secuencia de nucledtidos y/o en donde desde aproximadamente el 1 % hasta aproximadamente el 10 % de
los nucledtidos en la segunda secuencia de nucleétidos son nucledtidos modificados y/o en donde el ARNsg
modificado comprende uno, dos o tres nucledtidos modificados consecutivos o no consecutivos en o cerca del
extremo 5' de la primera secuencia de nucleétidos y uno, dos o tres nucledtidos modificados consecutivos o no
consecutivos en o cerca del extremo 3' de la segunda secuencia de nucleétidos y/o en donde el ARNsg modificado
comprende tres nucledtidos modificados consecutivos en el extremo 5' de la primera secuencia de nucleétidos y tres
nucleétidos modificados consecutivos en el extremo 3' de la segunda secuencia de nucleétidos y/o en donde el
ARNsg modificado se sintetiza quimicamente y/o en donde el ARNsg modificado comprende al menos dos ARNsg
modificados diferentes, en donde cada ARNsg modificado esta dirigido a un &cido nucleico diana diferente y/o en
donde el polipéptido Cas es un ARNm que codifica el polipéptido Cas y/o en donde el polipéptido Cas es un
polipéptido Cas9, una variante del mismo o un fragmento del mismo y/o en donde la etapa de introducir en la célula
primaria comprende electroporar la célula primaria.
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