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DESCRIPCION

Un ensayo in vitro verdaderamente imparcial para perfilar la actividad fuera de objetivo de una o mas nucleasas
programables especificas de objetivo en células (ABNOBA-SEQ)

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar sitios fuera de objetivo de una o mas nucleasas
programables especificas de objetivo en un genoma in vitro, permitiendo la deteccién de sitios fuera de objetivo en
una muestra de entrada de menos de 1 ug de ADN gendmico. La presente invencion también se refiere a un
procedimiento para detectar in vivo sitios fuera de objetivo utilizando el procedimiento in vitro para detectar sitios fuera
de objetivo de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo en un genoma.

ANTECEDENTES

La edicidon del genoma con nucleasas del tipo de las repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadas (CRISPR)/Cas, pero también con nucleasas efectoras similares al activador de la transcripcion (TALEN)
y nucleasas de dedos de zinc (ZFN), ya se esta utilizando terapéuticamente en estudios clinicos. Estas nucleasas
programables especificas de objetivos hechas a medida pueden dirigirse a una region especifica del genoma, donde
introducen una rotura de ADN de doble cadena (ARNdc), que desencadena mecanismos de reparacion de ADN
celular. Las roturas de ARNdc introducidas se reparan mediante una de las dos principales vias de reparacion celular,
la unién de extremos no homélogos (NHEJ) o la reparacion dirigida por homologia (HDR) (Hustedt y Durocher, 2016,
Nat Cell Biol 19(1): 1-9).

Mientras que las nucleasas programables especificas de objetivo como ZFN, TALEN y meganucleasas se basan en
el reconocimiento proteina-ADN, la especificidad de las nucleasas CRISPR/Cas guiadas por ARN (CRISPR/Cas RGN)
depende del reconocimiento ARN-ADN. En la CRISPR/Cas RGN, un ARN guia (ARNg) se hibrida con una secuencia
de aproximadamente 20 nucledtidos de longitud (secuencia objetivo) junto a un motivo adyacente al protoespaciador
(PAM) y permite a la endonucleasa Cas escindir el sitio objetivo (Wiedenheft et al., 2012, Nature 482, 331-338; Terns
et al., 2011, Curr Opin Microbiol 14, 321-327). El cambio de la secuencia de nucleétidos del extremo 5' del ARNg
modifica el sitio al que se dirige la CRISPR/Cas RGN. En su forma activa, la CRISPR/Cas RGN es una
ribonucleoproteina (RNP), en la que la endonucleasa Cas esta unida a un ARN guia (ARNg). Las endonucleasas Cas
mas utilizadas incluyen Cas9, Cpf1 y variantes de las mismas. Por ejemplo, se han utilizado diferentes endonucleasas
Cas9 derivadas de Streptococcus pyogenes, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
thermophilus y Treponema denticola para desarrollar herramientas de edicion del genoma.

Ademas de la secuencia objetivo real (sitio dentro del objetivo), las nucleasas programables especificas de objetivo
pueden ser activas en sitios del genoma que difieren en secuencia hasta cierto punto de la secuencia objetivo real, los
llamados sitios fuera del objetivo, generando asi mutaciones de rotura de ARNdc en sitios fuera del objetivo que
difieren hasta en varios nucleétidos de los sitios dentro del objetivo. Por ejemplo, se ha demostrado que las nucleasas
CRISPR-Cas9 pueden tolerar hasta seis desajustes entre el ARNg y el ADN objetivo, especialmente en la region distal
PAM del sitio objetivo (por ejemplo, Tsai et al., 2015, Nat Biotechnol 33(2): 187-197).

La actividad fuera del objetivo en células humanas puede tener consecuencias potencialmente peligrosas. La
generacion de roturas de ARNdc en sitios del genoma fuera del objetivo puede producir inserciones y deleciones
(indels), asi como translocaciones que deben vigilarse cuidadosamente. Si un sitio fuera del objetivo se encuentra, por
ejemplo, en una regién codificante o en un elemento regulador, en el peor de los casos se puede inducir una
degeneracion cancerigena de la célula. Por lo tanto, la actividad fuera del objetivo de las nucleasas programables
especificas del objetivo debe determinarse y, si es necesario, la especificidad de las nucleasas programables
especificas del objetivo utilizadas debe optimizarse antes de que las herramientas de edicion del genoma puedan
usarse en entornos clinicos. Asi pues, la comprension y prevencion de los efectos fuera de objetivo es fundamental
en el contexto del uso terapéutico de nucleasas programables especificas de objetivo.

Es importante destacar que las diferencias individuales en el genoma, tal como los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP), asi como el estado de la cromatina especifico del tipo de célula, pueden cambiar los perfiles dentro y fuera del
objetivo de cualquier nucleasa programable especifica de objetivo (Lessard et al., 2017, Proc Natl Acad Sci U S A
114(52): E11257-E11266, Verkuijl y Rots, 2019, Curr Opin Biotechnol 55: 68-73.). Esto subraya aun mas la necesidad
de identificar los posibles sitios fuera del objetivo de forma especifica e individualizada para cada tipo celular antes de
la aplicacion terapéutica de una nucleasa programable especifica.

Se han desarrollado diferentes procedimientos, con sus correspondientes ventajas e inconvenientes, para determinar

la actividad fuera del objetivo de nucleasas programables especificas de objetivo (resumidos en Kim et al., 2019, Annu

Rev Biochem 88: 191-220). Por un lado, los sitios potencialmente fuera del objetivo pueden predecirse in

silico mediante algoritmos bioinformaticos basandose en la similitud de secuencia de dichos sitios potencialmente

fuera del objetivo con la secuencia objetivo real y, a continuacion, pueden investigarse mediante secuenciacion de

amplicones objetivo, por ejemplo, mediante secuenciacion de préxima generacion (NGS). Los efectos de un solo
2
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desajuste con respecto a la secuencia dentro del objetivo no siempre son predecibles. Ademas, el contexto genémico
0 epigendmico, o ambos, también podrian afectar a la frecuencia de escision. Estos factores dificultan enormemente
el desarrollo de un algoritmo capaz de identificar posibles sitios fuera del objetivo. Estos procedimientos in silico son
rapidos y relativamente baratos. Sin embargo, estos procedimientos in silico suelen tener una baja tasa de verdaderos
positivos (baja sensibilidad). No se detecta la actividad fuera del objetivo en los sitios pasados por alto por dichos
algoritmos.

Como alternativa, la actividad fuera de objetivo puede determinarse experimentalmente, lo que significa que la
deteccion no se inicia mediante predicciones asistidas por ordenador. Los procedimientos experimentales requieren
mas mano de obra y son mas caros. También estan sujetos a limitaciones técnicas y bioinformaticas que deben
superarse. Se conocen diferentes enfoques experimentales para determinar la especificidad, por ejemplo, GUIDE-
Seq, DISCOVER-Seq, Digenome-Seq, CIRCLE-Seq y SITE-Seq. A grandes rasgos, pueden dividirse en
procedimientos basados en células y procedimientos in vitro.

El documento US 2018/0016572 divulga una version optimizada de GUIDE-seq y representa Target-EnrichedGUIDE-
seq que también se designa abreviadamente como TEG-seq. El procedimiento se basa en la deteccion y el mapeo de
etiquetas de ADN cortas de doble cadena que se integran en las roturas de doble cadena de ADN generadas por una
nucleasa CRISPR-Cas, por lo que el procedimiento esta basado en células que detectan la actividad fuera del objetivo
en lineas celulares.

Wienert et al. "Unbiased detection of CRISPR off-targets in vivo using DISCOVER-Seq", Science (2019), 364, pp 286-
289 divulgan el denominado DISCOVER-Seq, que es un procedimiento para detectar la actividad fuera de objetivo de
las nucleasas CRISPR-Cas. Es un procedimiento que utiliza lineas celulares tal como las células humanas K562 o las
células murinas B16-F10. El procedimiento se basa en la deteccion de la actividad fuera del objetivo en las células
mediante ChlIP-Seq. Presenta una especificidad y una sensibilidad bajas. Dado que el procedimiento requiere, por
ejemplo, de 2 a 10 millones de células como entrada experimental, este procedimiento es poco adecuado para un
analisis individualizado de la especificidad de nucleasas programables especificas de objetivo, en particular de células
con un tamafio de muestra limitado y una disponibilidad limitada.

El documento WO 2016/081798 divulga procedimientos relacionados con la deteccion de roturas de doble cadena
recurrentes y no especificas en el genoma. El procedimiento se basa en células y debe detectar translocaciones. Este
procedimiento no es muy sensible, ya que requiere 20-100 ug de ADN gendmico de entrada, lo que corresponde
aproximadamente a un equivalente de 3-15 millones de células.

Los ensayos basados en células GUIDE-seq (Tsai et al., 2015, Nat Biotechnol 33(2): 187-197) y DISCOVER-seq
(Wienert et al., 2019, Science 364(6437): 286-289) en células vivas aprovechando los mecanismos de reparacion
celular desencadenados por la actividad nucleasa programable especifica del objetivo. GUIDE-Seq es un
procedimiento basado en células en el que se introducen en la célula oligodesoxinucleétidos cortos de doble cadena
(ODNds) ademas de una nucleasa programable especifica del objetivo. Si la nucleasa escinde el genoma, los ODNds
cortos se integran en el ADN en el lugar de las roturas de doble cadena, que luego sirven como punto de partida para
la secuenciacion de alto rendimiento. Este procedimiento funciona bien, pero s6lo en determinadas lineas celulares
que pueden diferir de células procedentes de distintos individuos en sitios clave del genoma.

DISCOVER-Seq es otro procedimiento celular basado en el procedimiento ChiP-seq. Si el material genético es cortado
por nucleasas programables especificas, se activan los mecanismos de reparacion celular y las proteinas de
reparacion del ADN, tal como la MRE11, se dirigen a la rotura de la doble cadena de ADN. A continuacion, el ADN se
reticula/fija con las proteinas unidas a él. El "ADN cromatina" resultante se fragmenta y todos los fragmentos de ADN
con proteina MRE11 unida se precipitan utilizando un anticuerpo dirigido contra MRE11. Por ultimo, mediante NGS de
los fragmentos de ADN aislados, se pueden identificar los sitios con actividad fuera del objetivo. Este procedimiento
mide las roturas reales de ARNdc en la célula, pero también las no inducidas por nucleasas programables especificas
del objetivo. Ademas, este procedimiento solo puede detectar las roturas de doble cadena del ADN que audn no se
hayan reparado en el momento de la fijacion celular. Por lo tanto, cabe suponer que tanto el niumero de falsos positivos
como el reducido numero de resultados correctamente positivos limitan la aplicabilidad de este procedimiento.

En general, estos procedimientos basados en células funcionan muy bien en determinadas lineas celulares. Sin
embargo, debido a la toxicidad observada de ODNds, por ejemplo, en células primarias, GUIDE-Seq no puede
transferirse facilmente o no puede transferirse en absoluto a determinadas células, mientras que DISCOVER-Seq
mostrara una especificidad y sensibilidad bajas. Por lo tanto, estos procedimientos son poco adecuados para un
analisis individualizado de la especificidad de las nucleasas programables especificas de objetivo, en particular de
células con un tamafio de muestra y una disponibilidad limitados.

Los procedimientos in vitro Digenome-Seq (Kim et al, 2015, Nat Methods 12(3): 237-243), CIRCLE-Seq (Tsai et al.,
2017, Nat Methods 14(6): 607-614) y SITE-Seq (Cameron et al., 2017, Nat Methods 14(6): 600-606) descubren sitios
fuera del objetivo marcando los sitios que son escindidos en ADN gendmico aislado por CRISPR-Cas RGN in vitro.

En Digenome-Seq, el ADN gendmico se escinde en el tubo de ensayo utilizando nucleasas programables especificas
3
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del objetivo. Los adaptadores de ADN se ligan a los puntos de fractura, a los que se pueden unir los cebadores, que
se utilizan para la secuenciacién de alto rendimiento. Una de las principales desventajas de este enfoque es que
también debe secuenciarse un genoma de referencia y que, debido a la falta de un paso de enriquecimiento, la
secuenciacion solo puede llevarse a cabo en costosos secuenciadores de alto rendimiento (por ejemplo, HiSeq), lo
que hace que este enfoque sea muy caro. Ademas, hay que utilizar cantidades relativamente grandes de ADN
genomico de entrada. Este procedimiento corresponde al objeto de la solicitud de patente europea publicada como EP
3219810 A1.

En CIRCLE-Seq, el ADN gendmico se fragmenta primero por ultrasonidos y las piezas individuales se ligan después
en moléculas con forma de anillo. En un siguiente paso, el ADN circular se corta con CRISPR-Cas RGN, dando lugar
a moléculas linealizadas. A los extremos de estas moléculas linealizadas se ligan adaptadores, que pueden utilizarse
para secuenciar e identificar los sitios fuera del objetivo. La principal desventaja de este procedimiento es que hay que
utilizar grandes cantidades de ADN gendmico de entrada. Este procedimiento corresponde al objeto de la patente de
EE. UU con el no. de patente US 9,850,484.

En SITE-Seq, el ADN gendémico se escinde en el tubo de ensayo utilizando nucleasas programables especificas de
objetivo. Los adaptadores biotinilados se ligan a los sitios escindidos, a través de los cuales se pueden enriquecer las
moléculas escindidas tras la fragmentacion enzimatica. A continuacion, se ligan adaptadores en sus extremos, que
pueden utilizarse para la secuenciacion y la identificacion de los fuera del objetivo. Ademas, este procedimiento
requiere cantidades relativamente grandes de ADN gendmico de entrada.

Una de las principales desventajas de estos procedimientos in vitro es que deben utilizarse cantidades relativamente
grandes de ADN gendémico de entrada (aproximadamente 8 a 25 ug, dependiendo del procedimiento), lo que dificulta
o incluso imposibilita el analisis fuera del objetivo en muestras celulares valiosas de tamafio y disponibilidad de muestra
limitados. Ademas, los procedimientos in vitro se caracterizan generalmente por una alta tasa de falsos positivos (baja
especificidad), es decir, muchos de los sitios fuera del objetivo cortados in vitro no se cortan en la célula, por ejemplo,
porque la concentraciéon de nucleasas programables especificas de objetivo en la célula es menor o porque estos
sitios no son accesibles debido a la configuracion de la cromatina (Kim et al., 2019, Annu Rev Biochem 88: 191-220).

En resumen, el uso de los procedimientos anteriores de forma individualizada en células con un tamafio de muestra
limitado esta limitado principalmente debido a su requerimiento de una gran cantidad de ADN de entrada de los
ensayos in vitro actuales o al hecho de que los procedimientos basados en células no son facilmente transferibles a
ciertas células, por ejemplo, células primarias.

Existe la necesidad de un procedimiento para detectar sitios fuera de objetivo de una o mas nucleasas programables
especificas de objetivo en un genoma que permita la deteccion de forma individualizada de sitios fuera del objetivo en
el ADN genomico de muestras celulares valiosas con un tamafio de muestra y una disponibilidad limitados.

SUMARIO DE LA INVENCION

Los presentes inventores han encontrado un procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo de una o mas
nucleasas programables especificas de objetivo en un genoma in vitro (Abnoba-Seq), que permite la deteccion de
sitios fuera del objetivo en el campo de la edicion del genoma en muestras celulares valiosas de tamafo de muestra
limitado. A diferencia de los procedimientos in vitro establecidos como Digenome-Seq, CIRCLE-Seq y SITE-Seq, el
procedimiento inventivo solo requiere cantidades minimas de ADN gendémico de entrada (< 1 pg), lo que permite probar
una o mas nucleasas programables especificas de objetivo en muestras celulares muy pequefias de suministro
limitado, por ejemplo, en el ADN gendmico derivado de células primarias, material de biopsia o un injerto editado
genéticamente. Ademas, el procedimiento inventivo puede llevarse a cabo con secuenciadores NGS basicos (de bajo
coste), sin necesidad de un costoso secuenciador de alto rendimiento como los sistemas de secuenciacion HiSeq. Por
ultimo, el procedimiento puede identificar sitios fuera del objetivo con una sensibilidad comparable a la de los
procedimientos in vitro ya establecidos, pero con una tasa de falsos positivos inferior, lo que significa con una
especificidad significativamente mejor que la de procedimientos comparables.

En un segundo aspecto, la presente invencién, ademas, proporciona un procedimiento para detectar in vivo sitios fuera
de objetivo utilizando el procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo de una o mas nucleasas programables
especificas del objetivo en un genoma in vitro (Dual-Abnoba-Seq). Asi pues, este procedimiento permite determinar la
especificidad in vivo de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo en muestras celulares valiosas de
tamafo y disponibilidad de muestra limitados, en otras palabras, la capacidad de determinar la actividad fuera del
objetivo real de una 0 mas nucleasas programables especificas de objetivo en células especificas de pequefio tamafo
de muestra. Esto significa que el procedimiento de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion puede
utilizarse para ensayar la actividad de nucleasas programables especificas de objetivo in vivo para demostrar la
actividad in vivo real de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo en un tejido o tipo celular concreto
de tamafio de muestra y disponibilidad limitados.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Vision general del flujo de trabajo de Abnoba-Seq

El ADN gendémico se cort6 aleatoriamente hasta un tamafo de fragmento medio de ~ 400 pb, los extremos
se protegieron mediante la ligadura de un adaptador de bloqueo (gris) y los fragmentos no protegidos se
eliminaron mediante tratamiento con exonucleasas. A continuacion, los fragmentos de ADN bloqueados en
los extremos se escindieron con CRISPR-Cas9, y el éxito de la escisién del genoma se control6 mediante la
amplificacion por PCR del sitio dentro del objetivo como control en proceso (IPC). Los fragmentos escindidos
se marcaron mediante la ligadura de un adaptador de biotina (gris claro), se enriquecieron en perlas de
estreptavidina (StA) y posteriormente se amplificaron mediante PCR: en primer lugar, una PCR lineal en las
perlas de StA con un Unico cebador que se une al adaptador de biotina y, en segundo lugar, mediante PCR
exponencial tras la adicion de un segundo cebador que se une al adaptador de bloqueo. Por ultimo, se
preparé una biblioteca y se sometié a secuenciacion de proxima generacion (NGS).

Figura 2: Prueba de bloqueo final de fragmentos de ADN

En la parte superior se muestra la ligadura del adaptador de bloqueo a fragmentos de ADN (amplicones de
PCR), seguida de un tratamiento con exonucleasa y electroforesis capilar posterior, con los porcentajes de
fragmentos de ADN bloqueados en los extremos (amplicones de PCR) en las tablas debajo de los graficos.
A: Tratamiento con exonucleasas: Ligacion del adaptador de bloqueo (75 pmol) a un amplicon de PCR de
189 pb (400 ng) y posterior digestion con una combinacion de exonucleasas durante 30 min en una reaccion
de dos pasos con la exonucleasa Il (200 U), la lambda exonucleasa (10 U) y la exonucleasa | (20 U). B:
Valoracién de la concentracion del adaptador de bloqueo: Ligacion del adaptador de bloqueo en diferentes
concentraciones a un amplicon PCR de 189 pb (400 ng). El amplicén PCR solo, con adaptador de bloqueo
ligado a un extremo o con adaptador de bloqueo ligado a ambos extremos esta representado por el pico de
189 pb, el pico de 215 pb o el pico de 241 pb, respectivamente, y un intermedio por el pico de 225 pb. picos
de 15 pb y 5.000 pb (primer y ultimo pico), fragmentos del marcador de alineacion; los porcentajes se
calcularon mediante AUC.

Figura 3: Controles en curso

A: Células U20S. PCR para amplificar el sitio gendmico dentro del objetivo tras la escision in vitro de ADN
genomico bloqueado en el extremo con nucleasas CRISPR-Cas dirigidas a RNF2, FANCF, VEGFA y HEKs4.
B: HSC. PCR para amplificar el sitio gendmico dentro del objetivo después de la escision in vitro del ADN
gendémico bloqueado en el extremo con una nucleasa CRISPR-Cas dirigida a VEGFA. +RNP, muestras
escindidas; -RNP, muestras no tratadas; «, posiciones de los amplicones PCR esperados.

Figura 4: Proceso bioinformatico

Para la identificacion de los sitios objetivo, el proceso bioinformatico siguio los siguientes pasos: (1) calculo
de la cobertura de intervalos, (2) descarte de intervalos vacios, (3) division de intervalos en ventanas
deslizantes de 4 nt con pasos de 2 nt, (4) identificacion de sitios de escisién putativos con lecturas que
comienzan o terminan en el mismo sitio, (5) eliminacion de sitios falsos positivos aplicando la relaciéon de
filtros entre cobertura de fondo y cobertura de sefal < 0,5, relacién entre cobertura inicial y cobertura final =
1/5y <5, cobertura de sitio (suma de lecturas iniciales y finales) = 6 y cobertura de intervalos = 10.

Figura 5: Patron de alineacion de lecturas NGS en sitios dentro del objetivo

Las lecturas de NGS se alinearon con el genoma de referencia humano (hg19) y se visualizaron con
Integrative Genomics Viewer (IGV). Las localizaciones cromosdmicas de los respectivos sitios dentro del
objetivo se indican con una barra. Las lecturas individuales se muestran como flechas, indicando su direccion.
En la parte inferior se indican los genes anotados (exones como recuadros, intrones como lineas). A: ADN
gendmico de células U20S. B: ADN gendmico de las CMH.

Figura 6: Los 20 principales sitios de las dianas analizadas objetivo de los objetivos analizados

Graficos de alineacion que muestran las secuencias de los 20 principales sitios objetivo identificados,
inlcuyendo el sitio dentro del objetivo (¢) identificado para las nucleasas CRISPR-Cas dirigidas a FANCF,
RNF2, VEGFA y HEKs4. La cobertura (nimero de lecturas) se muestra junto a la secuencia. Las filas
superiores muestran la secuencia del sitio dentro del objetivo, incluyendo la PAM (NGG). En las filas
subyacentes, las diferencias con el respectivo sitio dentro del objetivo se resaltan en gris; los nimeros
positivos y negativos indican protuberancias en el ADN o en el ARNg, respectivamente. N, cualquier
nucledtido.

Figura 7: Comparacién de Abnoba-Seq con GUIDE-Seq y CIRCLE-Seq
Diagrama de Venn que muestra la superposicion de los sitios objetivo identificados entre Abnoba-Seq,
GUIDE-Seq y CIRCLE-Seq.

Figura 8: Abnoba-Seq aplicado a células madre hematopoyéticas

humanas A: Top 20 (fuera-) sitios objetivo. Diagrama de alineacién que muestra las secuencias de los 20

principales sitios objetivo identificados, incluyendo el sitio dentro del objetivo (¢) identificado para una nucleasa

CRISPR-Cas dirigida a VEGFA. La cobertura (numero de lecturas) se muestra junto a la secuencia. La fila

superior muestra la secuencia del sitio dentro del objetivo, incluyendo PAM. En las filas subyacentes, las
5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 293889 T3

diferencias con el sitio dentro del objetivo se resaltan en gris. Los numeros positivos 0 negativos indican
protuberancias en el ADN o en el ARNg, respectivamente. N, cualquier nucleétido. B: Sitios fuera del objetivo
compartidos y distintos. Diagrama de Venn que muestra la superposicion de los sitios fuera del objetivo
identificados entre las células U20S y las HSC. C, D: Comparacién cualitativa. Diagrama de Venn que
muestra la superposicion de los 20 o 50 principales sitios objetivo identificados entre U20S y HSC,
respectivamente.

Figura 9: Secuenciaciéon de amplicones dirigidos de los 20 principales sitios fuera del objetivo

Las células U20S y las HSC se transfectaron con RNP dirigidas a VEGFA o HEKs4.La edicion se evaluo
mediante la secuenciacion de amplicones del sitio dentro del objetivo y de los 20 principales sitios fuera del
objetivo. A: Eficacia de la edicion con una RNP dirigida a VEGFA. Para cada (fuera-) sitio objetivo (eje y) la
barra muestra el porcentaje de alelos editados en una escala logaritmica (eje x) ya sea en células U20S
(negro) o en HSCs (gris). Se indica la localizacién cromosdmica de cada sitio. ON, sitio dentro del objetivo;
OT, sitios fuera del objetivo. B: Eficacia de la edicion con una RNP dirigida a HEKs4. Para cada (fuera-) sitio
objetivo (eje y) la barra muestra el porcentaje de alelos editados en una escala logaritmica (eje x) en HSCs
(gris). La localizacion cromosodmica de cada sitio se indica en el sitio correcto. ON: sitio dentro del objetivo;
OT: sitios fuera del objetivo; n.d.: no determinado por fallo de secuenciacion.

DESCRIPCION DETALLADA

Abnoba-Seq

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo de
una 0 mas nucleasas programables especificas de objetivo en un genoma in vitro. Este procedimiento de deteccién
de sitios fuera del objetivo de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo permite detectar todos los
sitios de escisidon de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo en un genoma in vitro. A menos que
se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen el mismo
significado que comunmente entiende un experto.

El procedimiento del primer aspecto de la presente invencién tiene varias ventajas en comparacion con el
procedimiento conocido para determinar sitios fuera del objetivo de nucleasas programables especificas de objetivo.
El procedimiento no utiliza la homologia con el sitio/secuencia dentro del objetivo para identificar los sitios fuera del
objetivo, como, por ejemplo, utilizan los procedimientos in vitro conocidos; en particular, las similitudes con la
secuencia objetivo real no desempefian ningun papel en la deteccion de los sitios fuera del objetivo y, a este respecto,
el procedimiento es completamente imparcial. El resultado es un procedimiento con una sensibilidad comparable, pero
con una mayor selectividad en comparacion con otros procedimientos in vitro conocidos.

Ventajosamente, el procedimiento inventivo puede realizarse con pequefias cantidades de ADN gendmico de entrada,
lo que permite probar una 0 mas nucleasas programables especificas de objetivo en muestras celulares valiosas de
tamano y disponibilidad de muestra limitados, por ejemplo, mediante la determinacion de la especificidad de nucleasas
programables especificas de objetivo en células primarias, en material de biopsia o en un injerto editado
genéticamente. Ademas, puede llevarse a cabo con secuenciadores NGS basicos (de bajo coste), sin necesidad de
un costoso secuenciador de alto rendimiento como HiSeq.

El término "nucleasa programable especifica de objetivo" es conocido por el experto. Preferentemente, el término
"nucleasa programable especifica de objetivo", tal como se utiliza en el contexto de la presente invencion, se refiere a
todas las formas de nucleasas que son capaces de reconocer y escindir un sitio especifico en un genoma deseado.
En particular, puede incluir, entre otras, ZFN, TALEN, meganucleasas, nucleasas de ADN guiadas por ADN basadas
en proteinas de la familia Argonauta y CRISPR/Cas RGN. Términos como "CRISPR/Cas RGN", "ZFN" y "TALEN"
pueden referirse a una nucleasa o a mas de una (dos, tres, etc.) nucleasas de ese tipo, por ejemplo, CRISPR/Cas
RGN puede referirse a una nucleasa guiada por ARN CRISPR/Cas o a mas de una nucleasa guiada por ARN
CRISPR)/Cas (dos, tres, etc.), de forma similar ZFN puede referirse a una nucleasa de dedos de zinc 0 a mas de una
nucleasa de dedos de zinc, etc. En una realizacion preferida, una nucleasa programable especifica de objetivo es una
nucleasa que escinde ADN de doble cadena (ARNdc) especifico de objetivo, es decir, se dirige a un sitio o secuencia
objetivo especifico (sitio dentro del objetivo) para la escision, para introducir preferentemente una rotura de ARNdc en
el ADN.

El término "sitio objetivo", tal como se utiliza en el contexto de la presente invencion, es conocido por el experto y
puede referirse preferentemente a sitios dentro del objetivo y sitios fuera del objetivo. El término "sitio dentro del
objetivo", tal como se utiliza en el contexto de la presente invencidon, es conocido por el experto. Se refiere
preferentemente a un sitio o secuencia especifica, que es el objetivo de una nucleasa programable especifica de
objetivo para la escisidon de acido nucleico, preferentemente la escisién de ADN, y puede seleccionarse libremente
dentro de una secuencia de nucleétidos, preferentemente una secuencia de ADN como una secuencia de ADN
genomico, dependiendo de la finalidad de la misma.

Por supuesto, el experto entiende que una nucleasa programable especifica de objetivo puede dirigirse a acidos
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nucleicos, preferentemente ADN como el ADN gendémico, para la escision, ademas del sitio dentro del objetivo, en uno
0 mas sitios distintos del sitio dentro del objetivo; estos otros sitios son sitios fuera del objetivo. El término "sitio fuera
del objetivo", tal como se utiliza en el contexto de la presente invencion, es conocido por el experto. Preferentemente,
el término "sitio fuera de objetivo" se refiere a un sitio que no es idéntico en secuencia de acido nucleico al sitio o
secuencia objetivo (sitio dentro del objetivo) de la nucleasa programable especifica de objetivo. Es decir, puede
referirse a un sitio distinto del sitio dentro del objetivo que es el objetivo de escision de la nucleasa programable
especifica de objetivo.

Preferentemente, el sitio fuera del objetivo es un sitio que no es idéntico en secuencia de acido nucleico al sitio dentro
del objetivo y que es el objetivo para la escisién por la nucleasa programable especifica de objetivo in vitro. En una
realizacion especifica, el sitio fuera del objetivo es un sitio que no es idéntico en secuencia de acido nucleico al sitio
dentro del objetivo y que es objetivo para la escision por la nucleasa programable especifica de objetivo in vitro e in
vivo (es decir, dentro de una célula). Por seleccion de objetivo para la escision, se entiende preferentemente que una
nucleasa programable especifica de objetivo utiliza un sitio o secuencia especificos para unirse directa o
indirectamente a un acido nucleico, por ejemplo, a un ADN, para a continuacién escindir el acido nucleico en, o muy
cerca de, este sitio 0 secuencia especificos.

Paso a) - Preparacioén de fragmentos purificados de ARNdc con extremos bloqueados

El procedimiento del primer aspecto de la invencién comprende el paso (a) de proporcionar una muestra de entrada
que comprende ADN gendmico, fragmentar aleatoriamente el ADN gendmico en fragmentos de ARNdc, y ligar un
adaptador de bloqueo a los extremos de los fragmentos de ARNdc y eliminar los fragmentos de ARNdc que
comprenden extremos, que no son extremos bloqueados, para preparar fragmentos de ARNdc purificados con
extremos bloqueados.

El ADN genomico de la muestra de entrada no esta particularmente limitado siempre que sea adecuado para su uso
en el procedimiento de la presente invencién. Preferentemente, el ADN gendmico es ADN gendmico aislado, lo que
significa que el ADN gendmico se extrae de las células y, preferentemente, se purifica, es decir, se separa hasta cierto
punto, preferentemente tanto como sea posible, de las proteinas y otros componentes celulares y/o reactivos utilizados
durante la extraccion. La fuente del ADN gendmico no esta especialmente limitada. El ADN gendmico puede proceder
de células de un organismo especifico, por ejemplo, de un organismo unicelular o multicelular, y para un organismo
multicelular de células de un tejido especifico, o0 de un tipo celular especifico. En una realizacién, el ADN genémico
procede de células eucariotas (por ejemplo, de un animal, un mamifero, un insecto, una planta, un hongo, un insecto,
un ave, un pez, un anfibio, un reptil o un cnidario).

En una realizacion preferida, el ADN gendmico comprendido en la muestra de entrada proporcionada en el paso (a)
es ADN gendmico humano, por ejemplo, de células primarias o material de biopsia. Dichas células pueden o no ser
células de un tejido especifico, o de un tipo celular especifico, por ejemplo, de un tejido especifico.

La cantidad de ADN gendmico en la muestra de entrada no esta particularmente limitada. En una realizacién preferida
de la presente invencion, la muestra de entrada de ADN gendmico comprende menos de 1 ug, preferentemente menos
de 900 ng, mas preferentemente menos de 800 ng, aun mas preferentemente menos de 700 ng, aun mas
preferentemente aproximadamente 650 ng o menos, aun mas preferentemente aproximadamente 600 ng o menos,
alternativamente preferentemente aproximadamente 500 ng, alternativamente preferentemente aproximadamente 400
ng, de ADN gendmico.

El término "aproximadamente", tal como se utiliza en el presente documento en combinacidén con un valor o intervalo,
indica que el valor o intervalo de una cantidad dada puede incluir cantidades que oscilan dentro del 10% del valor o
intervalo establecido, u opcionalmente dentro del 5% del valor o intervalo, o en algunas realizaciones dentro del 1%
del valor o intervalo. Por supuesto, el término "aproximadamente" también incluye el valor o el intervalo exactos del
valor o intervalo con el que se combina el término.

La forma en que el ADN gendmico se fragmenta aleatoriamente en fragmentos de ARNdc, de acuerdo con la presente
invencion, no esta particularmente limitada. Se conocen formas de fragmentar aleatoriamente el ADN gendémico. El
ADN gendmico puede, por ejemplo, fragmentarse aleatoriamente por cizallamiento, es decir, por rotura mecanica del
ADN, o por fragmentacién enzimatica. De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, el ADN gendmico se
fragmenta por sonicacién (ultrasonicacion), cizallamiento acustico, cizallamiento centrifugo, cizallamiento por
hundimiento puntual, cizallamiento por aguja o fragmentacion basada en enzimas, preferentemente por sonicacion.
Preferentemente, el ADN gendmico se fragmenta hasta una longitud definida (mediana o promedio). La longitud
particular del ADN gendmico en fragmentos de ARNdc no esta limitada. En una realizacion especifica del primer
aspecto de la presente invencion, el ADN gendémico se fragmenta aleatoriamente en fragmentos de ARNdc con un
tamano de fragmento promedio o mediano, preferentemente mediano, de 100 a 2.000 pb, preferentemente de 200 a
800 pb, mas preferentemente de 300 a 600 pb, aun mas preferentemente de 300 a 600 pb, aun mas preferentemente
de 400 a 500 pb, aun mas preferentemente de 400 pb. En una realizacién preferida de la presente invencién, el ADN
gendémico se fragmenta aleatoriamente en fragmentos de ARNdc con un tamafio mediano de fragmento de
aproximadamente 300 a 600 pb, mas preferentemente de 300 a 600 pb, aun mas preferentemente de
7
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aproximadamente 400 pb, aun mas preferentemente de 400 pb. El término "pb" se refiere a uno o mas pares de bases,
es decir, uno o0 mas pares de nucledtidos complementarios en un acido nucleico de doble cadena (dc), como un ARNdc
o un ARNdc. Tras la fragmentacion aleatoria del ADN gendmico de la muestra de entrada para obtener fragmentos de
ADN(dc, se liga un adaptador de bloqueo a los extremos de los fragmentos de ADNdc y, a continuacién, se eliminan
los fragmentos de ADNdc que comprende extremos no bloqueados para preparar fragmentos purificados de ADNdc
con extremos bloqueados.

El término "adaptador de bloqueo", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula,
preferentemente compuesta por ARNdc, que, tras ligar el adaptador de bloqueo a un extremo de un fragmento de
ARNdc, bloquea la ligacion posterior, asi como la escisién (digestion) por exonucleasas de ese extremo. El término
"extremo bloqueado" en relacion con un fragmento de ARNdc se refiere a un fragmento de ARNdc al que se ha ligado
un adaptador de bloqueo en ambos extremos.

El adaptador de bloqueo no esta particularmente limitado siempre que cumpla las funciones descritas anteriormente.
Se conocen en la técnica formas de preparar un adaptador de bloqueo que, tras la ligadura, bloquee la ligadura
posterior, asi como la escisién por exonucleasa del extremo de un fragmento de ADN al que esté ligado.
Preferentemente, el adaptador de bloqueo es un adaptador basado en ADN, mas preferentemente un adaptador
basado en ARNdc (es decir, adaptador de bloqueo basado en ARNdCc), lo que significa que comprende ARNdc. Dicho
adaptador de bloqueo basado en ARNdc puede comprender modificaciones adicionales que incluyan nucleétidos
modificados y otras moléculas que no sean nucledtidos. Dicho adaptador de bloqueo basado en ARNdc tiene
preferentemente una longitud de secuencia que permite la incorporacion de un sitio de cebador en el adaptador de
bloqueo para la amplificacion por PCR.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el adaptador de bloqueo, preferentemente un
adaptador de bloqueo basado en ARNdc, comprende una o mas modificaciones, que tras la ligadura del adaptador de
bloqueo a un fragmento de ARNdc, impiden la ligadura del extremo al que se liga el adaptador de bloqueo al fragmento
de ARNdc y una o mas de las modificaciones, que tras la ligadura del adaptador de bloqueo a un fragmento de ARNdc,
impiden la escisién (digestion) por exonucleasas del fragmento de ARNdc del extremo al que se liga el adaptador de
bloqueo al fragmento de ARNdc.

Las modificaciones en un adaptador de bloqueo, que después de la ligadura del adaptador de bloqueo a un fragmento
de ARNdc, impiden la ligadura, del extremo al que el adaptador de bloqueo esta ligado al fragmento de ARNdc son
conocidas en la técnica, y en un adaptador de bloqueo basado en ARNdc incluyen uno o mas espaciadores C3, uno
o0 mas Dideoxy-G/Dideoxy-C, u otros espaciadores, preferentemente uno o mas espaciadores C3, preferentemente en
cada cadena del adaptador de bloqueo basado en ADNdc, preferentemente en el extremo del adaptador de bloqueo
basado en ADNdc, que no se utiliza para ligar el adaptador de bloqueo basado en ADNdc al fragmento de ADNdc (es
decir, el extremo del adaptador de bloqueo que, después de la ligadura, no esta directamente adyacente al extremo
del fragmento de ADNdc al que se ligé el adaptador de bloqueo).

Las modificaciones en un adaptador de bloqueo, que después de la ligadura del adaptador de bloqueo a un fragmento
de ARNdc, impiden la escision por exonucleasa del fragmento de ARNdc desde el extremo al que el adaptador de
bloqueo esta ligado al fragmento de ARNdc también son conocidas en la técnica, y en un adaptador de bloqueo basado
en ARNdc incluyen uno o mas enlaces fosforotioato, y uno 0 mas espaciadores C3, y combinaciones de los mismos.
En una realizacion preferida, el adaptador de bloqueo es un adaptador de bloqueo basado en ARNdc que comprende
uno o mas, preferentemente dos o mas, enlaces fosforotioato, preferentemente al menos dos (por ejemplo, 2, 3, 4,
etc.) en cada cadena del adaptador de bloqueo basado en ARNdc, preferentemente cerca del extremo, por ejemplo,
entre los ultimos 3-5 nucledtidos, del adaptador de bloqueo basado en ARNdc que no se utiliza para ligar el adaptador
de bloqueo basado en ARNdc al fragmento de ARNdc, (es decir, el extremo del adaptador de bloqueo que, tras la
ligadura, no esta directamente adyacente al extremo del fragmento de ADNdc al que se ligé el adaptador de bloqueo);
y uno o0 mas espaciadores C3, preferentemente al menos en cada cadena del adaptador de bloqueo basado en ADNdc,
preferentemente en el extremo del adaptador de bloqueo basado en ADNdc que no se utiliza para ligar el adaptador
de blogueo basado en ADNdc al fragmento de ADNdc.

El adaptador de bloqueo en forma de adaptador de bloqueo basado en ARNdc puede comprender modificaciones
adicionales que incluyan, por ejemplo, una o mas desoxiuridinas internas, preferentemente al menos dos en cada
cadena, preferentemente cerca del extremo del adaptador que no se utiliza para ligar el adaptador de bloqueo basado
en ARNdc al fragmento de ARNdc. Un adaptador de bloqueo preferido es un adaptador de bloqueo basado en ARNdc
que comprende una combinacién de uno o mas espaciadores C3 y uno o mas enlaces fosforotioato, al menos uno en
cada cadena del adaptador de bloqueo basado en ARNdc y preferentemente en el extremo del adaptador de bloqueo
basado en ARNdc, que no se utiliza para ligar el adaptador de bloqueo basado en ARNdc al fragmento de ARNdc, y
opcionalmente una o mas desoxiuridinas internas.

Ademas, el adaptador de bloqueo comprende preferentemente un sitio de cebado compatible para su uso en cebado

por PCR, lo que significa una secuencia de nucleétidos a la que un cebador de PCR puede fusionarse para amplificar

el fragmento de ARNdc al que se liga el adaptador de bloqueo. Preferentemente, la secuencia de un adaptador de

bloqueo basado en ARNdc y/o el sitio del cebador en el adaptador de bloqueo no esta presente en el genoma objetivo
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(es decir, la secuencia del ADN gendémico en la muestra de entrada y/o el genoma de referencia). En una realizaciéon
especifica de la presente invencion, el adaptador de bloqueo es un adaptador de bloqueo basado en ARNdc que
comprende la secuencia directa definida en SEQ ID NO:01 y la secuencia inversa de SEQ ID NOOQ2. En otra realizacion
especifica de la presente invencion, el adaptador de bloqueo es un adaptador de bloqueo basado en ARNdc que
consiste en las secuencias SEQ ID NO:01 y SEQ ID NO:02.

El adaptador de bloqueo se liga a los extremos de los fragmentos de ARNdc por procedimientos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, el adaptador de bloqueo puede ligarse a los extremos del fragmento de ARNdc mediante ligacion
enzimatica o quimica utilizando un protocolo de ligacién conocido en la técnica. La ligadura enzimatica puede llevarse
a cabo utilizando una ADN ligasa conocida, que facilita la unién de cadenas de ADN catalizando la formacion de un
enlace fosfodiéster, e incluye la ligadura de extremo romo y de extremo pegajoso. En una realizacién preferida, el
adaptador de bloqueo se liga a los extremos del fragmento de ARNdc mediante ligadura enzimatica.

Preferentemente, la ligadura del adaptador de bloqueo a los extremos de los fragmentos de ARNdc, comprende 1.
preparar los fragmentos de ARNdc para la ligadura del adaptador de bloqueo; y 2. ligar un adaptador de bloqueo a los
extremos de los fragmentos de ARNdc, para obtener fragmentos de ARNdc con extremos bloqueados. El experto sabe
coémo preparar un fragmento de ARNdc para bloquear la ligadura del adaptador. La preparacion de los fragmentos de
ARNdc para la ligadura del adaptador de bloqueo puede comprender una o ambas reparaciones de los extremos y
formacion de cola dA (incorporacion de un desoxiadenosina 5'-monofosfato (JAMP) no templado en el extremo 3' de
los fragmentos de ADN romos) del ARNdc fragmentado.

En una realizacion especifica de la presente invencion, los fragmentos de ADNdc se preparan para bloquear la ligadura
del adaptador mediante la reparacion del extremo, para preparar fragmentos de ADNdc, que estan libres de salientes,
y contienen grupos fosfato 5' e hidroxilo 3', y formacién de cola dA de los fragmentos de ADN de extremo romo asi
preparados. A los extremos de un fragmento de ARNdc asi preparado puede ligarse un adaptador de bloqueo basado
en ARNdc con un saliente dT en el extremo 3' de un extremo del adaptador.

Después de ligar el adaptador de bloqueo a los extremos de los fragmentos de ARNdc, los fragmentos de ARNdc que
comprenden extremos no bloqueados se eliminan para preparar fragmentos purificados de ARNdc con extremos
bloqueados. En estos fragmentos de ADNdc con extremos no bloqueados, uno o ambos extremos no estan ligados a
un adaptador de bloqueo. El experto sabe cdmo eliminar estos fragmentos de ADNdc con extremos no bloqueados.

En una realizacion preferida, la eliminacién de fragmentos de ARNdc que comprenden extremos no estan bloqueados,
comprende el contacto de la muestra que comprende los fragmentos de ARNdc con extremos bloqueados (después
de la ligadura del adaptador de bloqueo a los fragmentos de ARNdc) con una o mas exonucleasas para eliminar los
fragmentos de ARNdc, para obtener fragmentos purificados de ADN con extremos bloqueados Las exonucleasas
adecuadas son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, una o mas de las exonucleasas lll, exonucleasa V,
exonucleasa VI, exonucleasa lambda, exonucleasa T5, exonucleasa T7, nucleasa BAL-31 y combinaciones de las
mismas, preferentemente exonucleasa lll, exonucleasa lambda o combinaciones de las mismas. Opcionalmente se
utilizan una o mas exonucleasas de ADN monocatenario (ssADN), por ejemplo, seleccionadas de la exonucleasa |, la
exonucleasa termoestable |, la exonucleasa T, la exonucleasa VI, la RecJf, la nucleasa de judia mungo, la nucleasa
P1 y combinaciones de las mismas.

En una realizacion especifica, la una o0 mas exonucleasas consiste en una mezcla de exonucleasa |, exonucleasa Il
y exonucleasa lambda, por ejemplo, en una relacion de unidades enzimaticas de 2 : 20 : 5.

En una realizacion preferida del procedimiento del primer aspecto de la presente invencion, el paso a) comprende los
pasos de a1) fragmentar aleatoriamente el ADN gendmico a una longitud definida para proporcionar fragmentos de
ARNdc; a2) proteger los extremos de los fragmentos de ARNdc ligando un adaptador de bloqueo para obtener
fragmentos de ARNdc con extremos bloqueados; y a3) poner en contacto la muestra que comprende los fragmentos
de ARNdc con extremos bloqueados con una o mas exonucleasas para eliminar los fragmentos de ARNdc, que no
tienen extremos bloqueados, para obtener fragmentos purificados de ADN con extremos bloqueados.

En otra realizacion especifica del procedimiento del primer aspecto de la presente invencion, en el paso a) los extremos
libres de los fragmentos de ADN restantes con extremos no bloqueados se desfosforilan con un reactivo de
desfosforilacion, preferentemente después de contactar la muestra que comprende los fragmentos de ADNdc con
extremos bloqueados con una o0 mas exonucleasas para eliminar los fragmentos de ADNdc. En esta realizacion
preferentemente en el paso a) el reactivo de desfosforilacion consiste en una o mas fosfatasas, la una o mas fosfatasas
preferentemente comprenden, o consisten en, una o mas de Fosfatasa Antartica, Fosfatasa Alcalina Intestinal de
Ternera, Quick-CIP, Fosfatasa Alcalina de Camaron, y combinaciones de las mismas.

Paso b) - Preparacion de una biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc

El procedimiento del primer aspecto de la invencion comprende como segundo paso, el paso (b) de preparar una

biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc, mediante b1) escindir los fragmentos de ADNdc

con extremos bloqueados purificados con una 0 mas nucleasas programables especificas de objetivo para obtener
9
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fragmentos de ADNdc escindidos; b2) ligar un adaptador de afinidad a los sitios de escision de los fragmentos de
ADNdc escindidos para obtener fragmentos de ADNdc modificados por adaptador de afinidad; b3) enriquecer los
fragmentos de ADNdc modificados por adaptador de afinidad utilizando el adaptador de afinidad para obtener
fragmentos de ADNdc modificados por adaptador de afinidad enriquecidos; y b4) amplificar los fragmentos de ADNdc
modificados por adaptador de afinidad enriquecidos mediante amplificacién por PCR para obtener una biblioteca de
ADN escindida y amplificada de fragmentos de ADNdc.

De acuerdo con la presente invencion, la cantidad de fragmentos purificados de ARNdc con extremos bloqueados
utilizados en el paso b1) no esta particularmente limitada. De acuerdo con una realizacion especifica, en el paso b1)
se escinden menos de 400 ng, preferentemente menos de 300 ng, mas preferentemente menos de 200 ng, aun mas
preferentemente menos de 100 ng, por ejemplo, aproximadamente 90 ng, aproximadamente 80 ng, aproximadamente
70 ng, aproximadamente 60 ng, menos de 60 ng, aproximadamente 50 ng, o 50 ng, de fragmentos purificados de
ADNdc con extremos bloqueados, alternativamente menos de 50 ng, por ejemplo, aproximadamente 40 ng de
fragmentos purificados de ADNdc con extremos bloqueados con una 0 mas nucleasas programables especificas de
objetivo, para obtener fragmentos de ADNdc escindidos. En una realizacion preferida, en el paso b1) se utilizan menos
de 100 ng, preferentemente por ejemplo aproximadamente 50 ng, de fragmentos purificados de ARNdc con extremos
bloqueados.

De acuerdo con otra realizacion especifica de la presente invencion, en el paso b1) se purifican fragmentos de ARNdc
bloqueados por el extremo correspondientes a menos de 1.500.000 genomas haploides, preferentemente menos de
150.000 genomas haploides, mas preferentemente menos de 80.000 genomas haploides, aun mas preferentemente
menos de 60.000 genomas haploides, por ejemplo menos de 50.000 genomas haploides, aun mas preferentemente
menos de 50.000 genomas haploides, por ejemplo aproximadamente 45.000, aproximadamente 30.000,
aproximadamente 20.000 o aproximadamente 15.000 genomas haploides.

Los fragmentos de ARNdc con extremos bloqueados purificados pueden escindirse con una o0 mas nucleasas
programables especificas de objetivo para obtener fragmentos de ARNdc escindidos poniendo en contacto una
muestra que comprende los fragmentos purificados de ARNdc con extremos bloqueados con una o0 mas nucleasas
programables especificas de objetivo.

La una o mas nucleasas programables especificas de objetivo que se van a utilizar en el paso b1) no estan
particularmente limitadas siempre que puedan utilizarse en los procedimientos de la presente invencion, lo que
significa siempre que sean adecuadas para su uso como nucleasa programable especifica de objetivo para la escision
especifica de objetivo de ADN gendmico, por ejemplo para la edicion de genoma, y sean adecuadas para su uso en
la deteccidn de sitios fuera del objetivo utilizando los procedimientos de la presente invencion, preferentemente in
vitro e in vivo. Las nucleasas programables especificas de objetivo adecuadas incluyen TALEN, ZFN, meganucleasas,
megaTAL, Fokl-dCas9, nucleasas de ADN guiadas por ADN basadas en proteinas de la familia Argonauta,
CRISPR/Cas RGN, o una variante de las mismas, o una combinacion de las mismas.

Los TALEN que pueden utilizarse en los procedimientos de la presente invencién no estan particularmente limitados,
siempre que puedan utilizarse en los procedimientos de la presente invencion. TALEN se refiere a una o mas proteinas
de fusion que comprenden un dominio de union al ADN derivado de las proteinas efectoras similares al activador de
la transcripcion (TALE) y un dominio de escisiéon de nucleétidos, preferentemente el dominio de escision Fokl. Las
proteinas TALE contienen multiples dominios repetidos de 33-35 aminoacidos (conjuntos de repeticiones TALE) que
reconocen cada uno un unico par de bases (véase, por ejemplo, Gaj et al., 2013, Trends Biotechnol., 31(7):397-405).
Los procedimientos para generar conjuntos de repeticiones TALE modificados y fusionarlos con una nucleasa para
preparar TALEN son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Reyon et al., 2012, Nature Biotechnology 30, 460-
465; Bogdanove y Voytas, 2011, Science 333, 1843-1846; Bogdanove et al., 2010, Curr Opin Plant Biol 13, 394-
401; Scholze y Boch, 2011, J. Curr Opin Microbiol 2011; Boch et al.,2009, Science 326, 1509-1512; Cermak et al.,
2011, Nucleic Acids Res 39, e82; Tesson et al., 2011, Nat Biotechnol 29, 695-696; Sander et al., 2011, Nat Biotechnol
29, 697-698; y Zhang et al., 2011, Nat Biotechnol 29, 149-153).

Las meganucleasas que pueden utilizarse en los procedimientos de la presente invencion no estan particularmente
limitadas, siempre que puedan utilizarse en los procedimientos de la presente invencion. Las meganucleasas son
endonucleasas de secuencia especifica procedentes de diversos organismos, tales como bacterias, levaduras, algas
y organulos vegetales. Las meganucleasas enddgenas tienen sitios de reconocimiento de aproximadamente 12 a 30
pb; se han descrito sitios de unién al ADN personalizados con sitios de reconocimiento de meganucleasas de 18 pb y
24 pb de longitud, que pueden utilizarse en los presentes procedimientos (véase, por ejemplo. Silva et al., 2011,
Current Gene Therapy, 11:11-27; Arnould et al., 2011, Protein Engineering Design & Selection, 24:27-31;). La
meganucleasa puede seleccionarse, por ejemplo, de las meganucleasas de la familia LAGLIDADG, la familia GIY-
YIG, la familia His-Cyst box y la familia HNH. Algunas meganucleasas ejemplares son |-Scel, I-Ceul, PI-Pspl, PI-Scel,
[-ScelV, I-Csml, I-Panl, I-Scell, I-Ppoll, I-Scelll, I-Crel, I-Tevl, I-Tevll e I-Tevll.

Los ZFN que pueden usarse en los procedimientos de la presente invencidon no estan particularmente limitados,

siempre que sean adecuados para usarse en los procedimientos de la presente invencion. Los ZFN son nucleasas

artificiales modificadas que comprenden un dominio de unién al ADN con dedos de zinc y un dominio de escision del
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ADN. Es posible disefar artificialmente las caracteristicas de unién al ADN de los dominios individuales de unién al
ADN de los dedos de zinc mediante la aleatorizacion de los aminoacidos en las posiciones alfa-helicoidales implicadas
en la union al ADN y el uso de metodologias de seleccion tal como la visualizacion de fagos para identificar las
variantes deseadas capaces de unirse a los sitios objetivo de ADN de interés (Rebar et al., 1994, Science,
263:671; Choo et al., 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 91:11163; Jamieson et al., 1994, Biochemistry 33:5689; Wu
et al., 1995 Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 92: 344). Estos dominios recombinantes de union al ADN de dedos de zinc
pueden fusionarse con dominios funcionales, tales como nucleasas, para introducir alteraciones selectivas en
genomas de organismos modelo, plantas y células humanas (Carroll, 2008, Gene Ther, 15:1463-68; Cathomen, 2008,
Mol. Ther., 16:1200-07; Wu et al., 2007, Cell. Mol. Life Sci., 64:2933-44).

La seleccion de sitios/secuencias objetivo especificos y el disefio y construccion de ZFN son bien conocidos por los
expertos en la técnica, y se describen en detalle, por ejemplo, enPatente de EE. UU. No.
7,888,121; 8,409,861, 6,479,626 ; 6,903,185; and 7,153,949). EI ZFN puede incluir cualquier combinacién de
enlazadores adecuados entre cada dedo de zinc de la proteina. El dominio de union al ADN de los dedos de zinc
puede disefiarse para que se una a la secuencia seleccionada (Beerli et al., 2002, Nat. Biotechnol, 20:135-141; Segal
et al., 2003, Biochemistry, 42:2137-48; Mandell et al., 2006, Nucleic Acids Res., 34:W516-523; Carroll et al., 2006, Nat.
Protoc. 1:1329-41; Bae et al., 2003, Nat. Biotechnol, 21:275-280; Wright et al., 2006, Nat. Protoc., 1:1637-52; Maeder
et al., 2008, Mol. Cell, 31:294-301; Joung et al., 2010, Nat. Methods, 7:91-92). En realizaciones preferidas, los ZFN se
preparan como se describe en los documentos WO 2011/017293 y WO 2004/099366. Los dominios de uniéon a ADN
con dedos de zinc adecuados adicionales se describen en la patente de EE. UU. No. 6.511.808; 6.013.453; 6.007.988;
y 6.503.717).

Los megaTAL y Fokl-dCas9 que pueden utilizarse en los procedimientos de la presente invencion no estan
particularmente limitados, siempre que sean adecuados para su uso en los procedimientos de la presente invencion.
MegaTAL son proteinas artificiales de fusion de una meganucleasa con un efector TAL (véase, por ejemplo. Boissel
et al., 2014, Nucl. Acids Res. 42(4):2591-2601; Boissel y Scharenberg, 2015, Methods Mol Biol. 2015; 1239:171-96).
Fokl-dCas9 son proteinas de fusion que comprenden Cas9 inactivada para la seleccién de objetivo de secuencias y
la nucleasa Fokl (Guilinger et al., 2014, Nat Biotechnol. Jun; 32(6): 577-582; documentos WO 2014/144288y WO
2014/204578).

Las nucleasas de ADN guiadas por ADN basadas en proteinas de la familia Argonauta que pueden utilizarse en los
procedimientos de la presente invencion no estan particularmente limitadas, siempre que puedan utilizarse en los
procedimientos de la presente invencion. Se conocen en la técnica formas de utilizar nucleasas de ADN guiadas por
ADN basadas en proteinas de la familia Argonauta para la edicion del genoma (véase, por ejemplo, el
documento WO2017139264A1; Wei et al., 2016, Genes & Diseases, Vol. 3, Iss. 3, p.169-170).

Las nucleasas CRISPR/Cas guiadas por ARN (CRISPR/Cas RGN) que pueden utilizarse en los procedimientos de la
presente invencion no estan particularmente limitadas, siempre que puedan utilizarse en los procedimientos de la
presente invencion. Esto significa que son al menos adecuadas para su uso como nucleasas programables especificas
de objetivo para la escisién especifica de ADN gendmico, por ejemplo, para la edicién del genoma, y son adecuadas
para su uso en la deteccion de sitios fuera de objetivo utilizando los procedimientos de la presente invencion,
preferentemente in vitro e in vivo. CRISPR/Cas RGN se refiere a la combinacion de una endonucleasa Cas9 y un
ARNg. La endonucleasa Cas9 puede unirse al ARNg para formar una ribonucleoproteina (RNP) Cas9-ARNg. Las
formas de preparar CRISPR/Cas RGN especificos de la secuencia objetivo son bien conocidas en la técnica.

La endonucleasa Cas de la CRISPR/Cas RGN que se utilizara en los procedimientos de la presente invencién no esta
particularmente limitada, siempre que sea adecuada para su uso en una CRISPR/Cas RGN para la edicion del genoma
y para su uso en la deteccion de sitios fuera del objetivo utilizando los procedimientos de la presente invencion,
preferentemente in vitro e in vivo. En una realizacion especifica de la presente invencion, la endonucleasa Cas de la
CRISPR/Cas RGN es la endonucleasa Cas9 o una variante de la endonucleasa Cas9 o la endonucleasa Cpf1 o una
variante de la endonucleasa Cpf1. La endonucleasa Cas puede guiarse a través de una complementariedad de
nucledtidos (nt) simple de aproximadamente 20 nucleétidos entre un ARNg modificado y la cadena complementaria
de una secuencia de ADN gendmico objetivo de interés que se encuentra junto a una PAM. El término "nt", tal como
se utiliza en el presente documento, se refiere a uno o mas nucleétidos (por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, etc.) de
una molécula de ADN o ARN.

Puede utilizarse la endonucleasa Cas9, por ejemplo, de S. pyogenes (en adelante SpyCas9) (Shen et al., 2013, Cell
Res; Jinek et al., 2013, Elife 2, e00471; Hwang et al., 2013, Nat Biotechnol 31, 227-229 (2013); Cong et al., 2013,
Science 339, 819-823; Mali et al., 2013, Science 339, 823-826; Cho et al., 2013, Nat Biotechnol 31, 230-232. También
puede utilizarse la endonucleasa CRISPR de Prevotella y Francisella 1 Cpf1 (endonucleasa asociada a CRISPR en
Prevotella y Francisella 1) (véase, por ejemplo, Zetsche et al., 2015, Cell 163, 759-771y Makarova et al., 2015, Nat
Rev Microbiol 13, 722-736).

En algunas realizaciones, los procedimientos inventivos utilizan una endonucleasa Cas9 de tipo silvestre o variante

del  género Streptococcus, el género Neisseria, el género Pasteurella, el género Francisella, el

género Campylobacter,por ejemplo de S. pyogenes, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, Streptococcus
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thermophilus o Treponema denticola; o una endonucleasa Cpf1 de tipo silvestre o variante del género Lachnospira, el
género Butyrivibrio, Peregrinibacteria, el género Acidominococcus, el género Porphyromonas, el género Prevotella, el
género Francisella, Candidatus methanoplasma, y el género Eubacterium, por ejemplo de Candidatus Paceibacterium,
el género Acidominococcus, el género Porphyromonas, el género Prevotella, el género Francisella, Candidatus
methanoplasma, y el género Eubacterium, por ejemplo de Candidatus Paceibacter, Acidaminococcus sp. BV3L6 o la
bacteria Lachnospiraceae NDZ2006; bien codificada en bacterias o0, por ejemplo, optimizada en codones para su
expresion en células de mamifero y/o modificada en su especificidad de reconocimiento de PAM y/o su especificidad
en todo el genoma. Se han descrito diversas variantes (véase, por ejemplo, el documenot WO
2016/141224, PCT/US2016/049147 Kleinstiver et al., 2016, Nat Biotechnol., 34(8):869-74; Tsai and Joung, 2016, Nat
Rev Genet., 17(5):300-12; Kleinstiver et al., 2016, Nature., 529(7587):490-5; Shmakov et al., 2015, Mol Cell., 5;
60(3):385-97; y Tsai et al., 2014, Nat Biotechnol., 32(6):569-76).

El término "ARNg" o "ARN guia", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un ARN especifico del ADN
objetivo, que puede unirse a una endonucleasa Cas para formar la ribonucleoproteina (RNP) CRISPR/Cas RGN, y
guia a una proteina Cas hasta un sitio/secuencia objetivo. Puede utilizarse cualquier tipo de ARNg en los
procedimientos de la presente invencion, siempre que sea adecuado para su uso en una CRISPR/Cas RGN para la
edicion del genoma y para su uso en la deteccion de sitios fuera del objetivo utilizando los procedimientos de la
presente invencion, preferentemente in vitro e in vivo. El ARNg puede ser, por ejemplo, un ARN guia unico (ARNsg) o
un ARNg dual (ARNdg) que comprenda un par de moléculas de ARN ARNcr (CRISPRARN ) /ARNtracr (ARNcr
transactivador). De acuerdo con una realizacion especifica de la presente invencion, el ARNg es un ARNsg, que
comprende un ARN, o un ARNdg que comprende dos ARN, preferentemente un ARNcr y un ARNtracr, como
componentes.

La una o mas nucleasas programables especificas de objetivo se dirigen a un sitio o secuencia de nucledtidos
especifico (sitio dentro del objetivo). El sitio dentro del objetivo no esta particularmente limitado y puede incluir uno o
mas sitios o secuencias especificas.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencién en el paso b1), la una o mas nucleasas programables
especificas de objetivo se seleccionan de nucleasas efectoras similares a activadores de transcripcion (TALEN),
nucleasas con dedos de zinc (ZFN), meganucleasas, megaTAL, Fokl-dCas9, repeticiones palindromicas cortas
agrupadas regularmente interespaciadas (CRISPR)/nucleasas guiadas por ARN Cas (CRISPR/Cas RGN) o una
variante de los mismos, o una combinacion de los mismos.

En una realizacion especifica de la presente invencion, en el paso b1), la una o mas nucleasas programables
especificas de objetivo comprende, preferentemente consiste en, una o mas CRISPR/Cas RGN, cada una utilizada
preferentemente como una ribonucleoproteina (RNP) preensamblada, en la que la endonucleasa Cas esta unida a un
ARNg, por ejemplo, en una relacién molar de 1:3. La endonucleasa Cas puede ser, por ejemplo, una proteina
recombinante. De acuerdo con una realizaciéon ejemplar, se utilizan aproximadamente 1,6 pmol de endonucleasa Cas
y aproximadamente 4,8 pmol de ARNsg, preferentemente preensamblados en una RNP de endonucleasa Cas/ARNgc
para escindir aproximadamente 50 ng de fragmentos purificados de ADNdc con extremos bloqueados; para una
cantidad mayor o menor de fragmentos purificados de ADNdc con extremos bloqueados, la endonucleasa Cas y el
ARNSsg utilizados pueden, por ejemplo, adaptarse proporcionalmente.

Puede utilizarse un control en proceso para monitorizar la actividad dentro del objetivo de una o mas nucleasas
programables especificas de objetivo. De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, la amplificacion por
PCR utilizando cebadores especificos del sitio dentro del objetivo para los sitios dentro del objetivo de una o mas
nucleasas programables especificas de objetivo se utiliza como control durante el proceso.

El adaptador de afinidad que se utilizara en el paso b2) del procedimiento del primer aspecto de la invencion no esta
particularmente limitado, siempre que permita, después de la ligadura del adaptador de afinidad a un sitio de escisiéon
de un fragmento purificado de ADNdc con extremo bloqueado, que ha sido escindido por una o mas nucleasas
programables especificas del objetivo (es decir, un fragmento de ADNdc escindido ), el enriquecimiento especifico del
fragmento de ADNdc modificado por adaptador de afinidad asi preparado utilizando el adaptador de afinidad. Tales
adaptadores de afinidad son conocidos en la técnica. Preferentemente, el adaptador de afinidad comprende una o
mas modificaciones que, tras la ligadura del adaptador de afinidad al sitio de escisién de un fragmento de ADNdc
escindido, permiten el enriquecimiento especifico del fragmento de ADNdc modificado por adaptador de afinidad.

Preferentemente, el adaptador de afinidad que se utilizara en los procedimientos inventivos es un adaptador basado
en ADN, preferentemente un adaptador basado en ARNdc (es decir, un adaptador de afinidad basado en ARNdc) que
comprende una o mas modificaciones adecuadas para la purificacion por afinidad. Dicho adaptador de afinidad basado
en ARNdc tiene preferentemente una longitud de secuencia que permite la incorporacion de un sitio de cebado para
la amplificaciéon por PCR en el adaptador de afinidad.

Las modificaciones adecuadas para la purificacion por afinidad son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, la

biotina y las modificaciones basadas en biotina, en las que la biotina o la modificacion basada en biotina se une al

extremo 5' o 3' del adaptador de afinidad basado en ADN, o internamente, o a un nucledétido especifico (o derivado de
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nucleétido) del adaptador de afinidad basado en ADN, por ejemplo, a una desoxitimidina. Las modificaciones
adecuadas de biotina y basadas en biotina incluyen, por ejemplo, biotina, biotina dT (base de desoximidina biotinilada),
biotina TEG (espaciador de 15 atomos de trietilenglicol); destiobiotina TEG; biotina dual; biotina fotocontraible (PC);
biotina azida; nitrilotriacetato (NTA); DNP TEG (2, 4-dinitrofenil) y combinaciones de las mismas. Otras modificaciones
adecuadas son la digoxigenina, las etiquetas proteinicas y combinaciones de las mismas. Preferentemente, la una o
mas modificaciones se seleccionan de una o mas, preferentemente al menos dos, modificaciones basadas en biotina
y biotina, y combinaciones de las mismas. En una realizacion especifica, las modificaciones de biotina se afiaden sélo
a una cadena del adaptador de afinidad basado en ARNdc.

Ademas, el adaptador de afinidad comprende preferentemente un sitio de cebado compatible para su uso en cebado
PCR, lo que significa una secuencia de nucleétidos a la que un cebador PCR puede unirse para amplificar el fragmento
de ARNdc escindido al que se liga el adaptador de afinidad. Preferentemente, la secuencia de un adaptador de
afinidad, preferentemente basado en ARNdc, y/o el sitio del cebador en el adaptador de afinidad no estan presentes
en el genoma objetivo (es decir, la secuencia del ADN gendmico en la muestra de entrada y/o el genoma de referencia).

En una realizacion preferida, el adaptador de afinidad es un adaptador de afinidad basado en ARNdc, que comprende
una o mas modificaciones de biotina o basadas en biotina. En una realizacién preferida especifica, el adaptador de
afinidad es un adaptador basado en ADN que comprende uno o mas, preferentemente al menos dos, dT de biotina
internos. En otra realizacién especifica de la presente invencion, el adaptador de afinidad es un adaptador de afinidad
basado en ARNdc que comprende la secuencia definida en SEQ ID NO:03 y la secuencia de SEQ ID NOO4. En otra
realizacion especifica de la presente invencion, el adaptador de afinidad esta formado por las secuencias SEQ ID
NO:03 y SEQ ID NO:04.

El adaptador de afinidad se liga a los sitios de escision del ARNdc escindido por procedimientos conocidos en la
técnica. El sitio de escision de un fragmento de ARNdc escindido se refiere a un sitio de escision en un fragmento de
ARNdc, que ha sido escindido por una o mas nucleasas programables especificas de objetivo. Por ejemplo, el
adaptador de afinidad puede ligarse a los sitios de escision de los fragmentos de ARNdc escindidos mediante ligadura
enzimatica o quimica utilizando un protocolo de ligadura conocido en la técnica. La ligadura enzimatica puede
realizarse utilizando una ADN ligasa conocida. En una realizacion preferida, el adaptador de afinidad se liga a los sitios
de escision del ARNdc escindido mediante ligadura enzimatica.

Preferentemente, la ligadura del adaptador de afinidad a los sitios de escision de los fragmentos de ADNdc escindidos,
comprende 1. preparar los fragmentos de ADNdc escindidos para la ligadura del adaptador de afinidad; y 2. ligar un
adaptador de afinidad a los sitios de escision de los fragmentos de ADNdc escindidos, para obtener fragmentos de
ADNdc modificados por adaptador de afinidad. La forma de preparar un fragmento de ARNdc escindido para la ligadura
del adaptador de afinidad es conocida en la técnica. La preparacion de los fragmentos de ARNdc escindidos para la
ligadura del adaptador de afinidad puede comprender una o ambas reparaciones de los extremos y la formacién de
cola dA del ARNdc escindido.

En una realizacion especifica de la presente invencion, los sitios de escision de los fragmentos de ADNdc escindidos
se preparan para la ligadura de adaptador de afinidad mediante reparacién de extremos, para preparar fragmentos de
ADNdc escindidos, que estan libres de salientes, y contienen grupos fosfato 5' e hidroxilo 3', y formacién de cola dA.
A los extremos de un fragmento de ARNdc escindido asi preparado puede ligarse un adaptador de afinidad basado
en ARNdc con un saliente dT en el extremo 3' de un extremo del adaptador.

Después de la ligadura, el adaptador de afinidad se utiliza para enriquecer fragmentos de ARNdc modificados por
adaptador de afinidad, para obtener fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de afinidad enriquecidos. En
este contexto, "enriquecer con fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de afinidad" se refiere a la union
especifica, transitoria o permanente, a los fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de afinidad a través del
adaptador de afinidad y la separacion de los fragmentos de ARNdc, que no estan modificados por adaptador de
afinidad, y opcionalmente otros componentes. Por lo tanto, la forma en que se enriquecen los fragmentos de ARNdc
modificados por adaptador de afinidad depende del adaptador de afinidad utilizado (es decir, del tipo de etiqueta(s) de
afinidad utilizada(s) en el adaptador de afinidad). Los protocolos para enriquecer los fragmentos de ARNdc modificados
por adaptador de afinidad especifico son conocidos en la técnica.

De acuerdo con una realizacion preferida, se utiliza una molécula de unién a adaptador de afinidad, que es
preferentemente inmovilizable sobre un soporte sélido, para enriquecer fragmentos de ARNdc modificados por
adaptador de afinidad. Una molécula de unién al adaptador de afinidad se refiere a una molécula, por ejemplo,
proteina, anticuerpo, etc., que se une especificamente (de forma reversible o irreversible) al adaptador de afinidad. La
molécula de union al adaptador de afinidad puede inmovilizarse en un soporte sélido antes o después de la union al
adaptador de afinidad. La naturaleza de la molécula de union del adaptador de afinidad depende del adaptador de
afinidad utilizado. La molécula de unién del adaptador de afinidad puede ser, por ejemplo, una proteina. El soporte
solido no esta particularmente limitado e incluye, por ejemplo, perlas, por ejemplo, perlas magnéticas. En una
realizacién preferida se utilizan perlas magnéticas como soporte sdlido, preferentemente perlas magnéticas
recubiertas de polimero, como las Dynabeads.
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De acuerdo con una realizacion, la molécula de unién al adaptador de afinidad es una proteina, preferentemente
seleccionada de estreptavidina; avidina; anticuerpos o fragmentos funcionales de los mismos especificos de una parte
del adaptador de afinidad, por ejemplo, anticuerpos anti-digoxigenina; proteina de unién a digoxigenina; o una variante
de los mismos; mas preferentemente estreptavidina, avidina o una variante de las mismas. Los anticuerpos o
fragmentos funcionales de los mismos especificos de una parte del adaptador de afinidad se unen preferentemente
de forma especifica a una o mas modificaciones adecuadas para la purificacion por afinidad en el adaptador de
afinidad, por ejemplo, una digoxigenina o una etiqueta proteica.

De acuerdo con una realizacion preferida, el adaptador de afinidad comprende una o mas biotinas o modificaciones
basadas en biotina, y la molécula de union del adaptador de afinidad es estreptavidina, avidina o una variante de la
misma, preferentemente estreptavidina o una variante de la misma. Los protocolos para enriquecer ADN modificado
con una o mas biotina o modificaciones basadas en biotina son conocidos en la técnica. La estreptavidina o una
variante de la misma puede utilizarse inmovilizada en perlas magnéticas recubiertas con polimero. Por ejemplo, se
pueden utilizar las dynabeads MyOne Streptavidin C1, Dynabeads M-270, Dynabeads M-280 o Dynabeads MyOne
Streptavidin T1.

Los fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de afinidad enriquecidos se amplifican mediante amplificacion
por PCR para obtener una biblioteca de ADN escindida y amplificada de fragmentos de ARNdc. La amplificacion por
PCR de fragmentos de ARNdc, incluyendo los fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de afinidad descritos
en el presente documento, es conocida en la técnica. En una realizacion preferida, para la amplificacion por PCR se
utilizan cebadores PCR especificos de partes del adaptador de bloqueo y/o del adaptador de afinidad (es decir,
complementarios de parte de la secuencia del adaptador de bloqueo y/o del adaptador de afinidad).

Si los fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de afinidad se han enriquecido utilizando una molécula de
unioén a adaptador de afinidad inmovilizada en un soporte sélido, los fragmentos de ARNdc modificados por adaptador
de afinidad unidos a través de la molécula de unién a adaptador de afinidad al soporte sélido pueden servir como
molde para la amplificacion por PCR. Alternativamente, los fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de
afinidad enriquecidos se separan (por ejemplo, se liberan) de la molécula de unién a adaptador de afinidad y/o del
soporte sélido antes de la amplificacién por PCR. En una realizacion preferida, la amplificacién por PCR se lleva a
cabo utilizando, al menos inicialmente, el fragmento de ARNdc modificado por adaptador de afinidad unido mediante
la molécula de unioén a adaptador de afinidad al soporte sélido como molde. En este contexto, el término "molde" se
refiere a la funcidon de un fragmento de ARNdc modificado por adaptador de afinidad enriquecido para servir como
molde de ADN para dirigir la sintesis de otro ADN o ARN durante la amplificacién por PCR.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencién, en el paso b4), obtener la biblioteca de ADN
escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc comprende una amplificacion por PCR en dos pasos,
preferentemente con 1. un primer paso de amplificacion por PCR para amplificacion por PCR lineal utilizando
fragmentos de ADNdc modificados por adaptador de afinidad enriquecidos unidos mediante una molécula de unién a
adaptador a un soporte soélido como un molde y un cebador especifico de adaptador de afinidad; y 2. después del
primer paso, un segundo paso de amplificacién por PCR 2. Después del primer paso, un segundo paso de
amplificacion por PCR, después de la eliminacion de fragmentos de ADNdc modificados con adaptador de afinidad
enriquecidos unidos a través de una molécula de union a adaptador al soporte sélido de la mezcla de reaccién y la
adicion de un cebador especifico de adaptador de bloqueo como segundo cebador.

Paso c) - Secuenciacion

El procedimiento del primer aspecto de la presente invencion comprende el paso adicional (c) de realizar una
secuenciacion de la biblioteca de ADN escindida y amplificada de fragmentos de ARNdc para obtener lecturas de
secuencia. La forma de realizar la secuenciacion de una biblioteca de ADN de fragmentos de ARNdc es conocida en
la técnica.

Tal como se utiliza en el presente documento, "secuenciacion” incluye cualquier procedimiento de determinacion de
la secuencia de un acido nucleico. El procedimiento de secuenciacion que se utilizara en los presentes procedimientos
no esta particularmente limitado e incluye, por ejemplo, la secuenciacidon con terminador de cadena (Sanger) y la
secuenciacion con terminador de colorante. En las realizaciones preferidas, se utiliza la secuenciacion de proxima
generacion (NGS). Aunque las distintas plataformas de NGS utilizan distintas quimicas de ensayo, por lo general
generan datos de secuencias a partir de un gran niumero de reacciones de secuenciacion ejecutadas simultaneamente
en un gran numero de plantillas. Normalmente, los datos de la secuencia se recogen mediante un escaner y, a
continuacién, se ensamblan y analizan bioinformaticamente. Asi, las reacciones de secuenciacion se realizan, leen,
ensamblan y analizan en paralelo (véase, por ejemplo, el documento US 2014/0162897y MacLean et al., 2009 Nature
Rev. Microbiol. 7: 287-296).

Algunos procedimientos NGS requieren amplificacién de la plantilla y otros no. Los procedimientos que requieren

amplificacion incluyen la pirosecuenciacion; la plataforma Solexa/lllumina; o la ligadura y deteccién de oligonucleétidos

soportada (SOLID) (véase, por ejemplo, los documentos EP 0 946 752; EP 1634 963; EP 0 777 749; EP 1 117 827y EP

0 777 749y la Pante de EE. UU. No. 6,969,488; y 6,130,073). Los procedimientos que no requieren amplificacion
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incluyen, por ejemplo, procedimientos de secuenciacion de una sola molécula como la secuenciacién por nanoporos;
la secuenciacidon de una sola molécula HeliScope; y la secuenciacion en tiempo real mediante procedimientos de
secuenciacion de ADN en tiempo real de una sola molécula de sintesis (SMRT) utilizando guias de onda de modo
cero (véase, por ejemplo los documentos EP 2 007 908; EP 1 848 829; EP 2 100 971y la Patente de EE.UU No.
7,169,560; 7,501,245; 6,818,395; 7,501,245; y 7,170,050). En una realizacién preferida se utiliza la secuenciacion
lllumina.

En una realizacion preferida, en el paso c¢) para la secuenciacion de la biblioteca de ADN escindido y amplificado de
fragmentos de ADNdc, en el paso c1) la biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc se prepara
para la secuenciacioén, opcionalmente ligando adaptadores de secuenciacion a ambos extremos de los fragmentos de
ADNdc; y en el paso c2) la biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc preparada se
secuencia, preferentemente por NGS, para obtener las lecturas de secuencia. En una realizacién especifica, en el
paso c1), la preparacion de la biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc para secuenciacion
comprende la preparacion de la biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc para la ligadura
de adaptadores de secuenciacion a ambos extremos, preferentemente mediante una o ambas reparaciones de
extremos y formacion de cola dA de la biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc; a
continuacion, se ligan los adaptadores de secuenciacion, preferentemente a ambos extremos de los fragmentos de
ADNdc, y los adaptadores de secuenciacion son, por ejemplo, adaptadores de secuenciacion de lllumina. En el paso
c2) puede utilizarse preferentemente la PCR digital en gotas (PCRdd), por ejemplo, con el kit de cuantificacion de
bibliotecas PCRdd para lllumina TruSeq.

La secuenciacion en el paso (c) no requiere un secuenciador de alto rendimiento como por ejemplo HiSeq. En su lugar,
se puede utilizar un secuenciador NGS basico como un instrumento MiSeq (lllumina), por ejemplo, utilizando MiSeq
Reagent Kit v2.

Paso d) - Alineacién de las lecturas de secuencias con un genoma de referencia

El procedimiento del primer aspecto de la invencion comprende el paso adicional (d) alinear las lecturas de secuencia
con un genoma de referencia para obtener lecturas de secuencia alineadas. En este contexto, por alineacion se
entiende la correspondencia entre las lecturas de secuencias y las secuencias correspondientes del genoma de
referencia, de modo que, para una lectura de secuencia especifica, la secuencia correspondiente del genoma de
referencia coincida lo mejor posible (es decir, que varia desde una coincidencia incompleta hasta la identidad de la
secuencia) con la secuencia de la lectura de secuencia. Son conocidas en la técnica las formas de alinear las lecturas
de secuencias con un genoma de referencia. Por ejemplo, se puede utilizar cualquier programa informatico siempre
que las lecturas de secuencia se puedan alinear como se ha descrito anteriormente, que puede ser un programa ya
conocido en la técnica pertinente, o un programa adaptado al propésito. En una realizacion especifica de la presente
divulgacion, las lecturas de secuencia se alinean con un genoma de referencia utilizando Bowtie2.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el ADN gendmico es ADN genémico humano y el
genoma de referencia es un genoma humano de referencia, por ejemplo, seleccionado de hg16 (NCBI Build 34),
hg17(NCBI Build 35), hg18 (NCBI Build 36.1), hg19 (GRCh37) y hg38 (GRCh38), preferentemente seleccionado de
hg19y hg38.

En una realizacion preferida especifica, en el paso d) las lecturas de secuencia se alinean con un genoma de referencia
para obtener lecturas de secuencia alineadas, primero en el paso d1) recortando la secuencia del adaptador de
bloqueo, la secuencia del adaptador de afinidad y la secuencia del adaptador de secuenciacién opcional de las lecturas
de secuencia para obtener lecturas de secuencia recortadas; y segundo en el paso d2) mapeando las lecturas de
secuencia recortadas con un genoma de referencia para obtener lecturas de secuencia alineadas.

Paso e) - Identificacion de los puntos de escision

El procedimiento del primer aspecto de la invencién comprende el paso adicional (e) de identificar los sitios de escision,
determinando los sitios de escisidn putativos y excluyendo los sitios de escision falsos positivos, en el que los sitios
de escisién putativos se determinan localizando regiones de secuencia en el genoma de referencia donde coinciden
los inicios y los finales de las lecturas de secuencia alineadas, e identificando los sitios de escision putativos como los
sitios en estas regiones de secuencia, donde coinciden los inicios y los finales de las lecturas de secuencia.

Asi pues, la determinacién de los sitios de escision no se basa en la homologia de secuencia con los sitios de escision
dentro del objetivo de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo.

El término "sitio de escision putativo" puede incluir cualquier sitio de escisién escindido por una o mas nucleasas

programables especificas de objetivo in vitro, asi como sitios de escision falsos positivos. Los sitios de escision falsos

positivos son sitios que durante la deteccion de sitios de escision se determinan como sitios de escision putativos sin

ser un sitio escindido por la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo in vitroy, por lo tanto, se

identificaron incorrectamente, es decir, falsos positivos. El término "sitio de escision putativo", tal y como se utiliza en

el presente documento, se refiere a una secuencia corta de nt (es decir, una secuencia corta de ADN en el genoma
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de referencia), preferentemente de longitud fija (es decir, que no varia de un sitio de escision putativo a otro). En una
realizacion preferida, un sitio de escision putativo determinado en el paso e) consiste en la secuencia nt de una ventana
especifica de anchura de secuencia establecida (es decir, una ventana que cubre una longitud de secuencia definida
del genoma de referencia, que no varia de una ventana a otra), preferentemente de una ventana de aproximadamente
6 nt o menos, mas preferentemente de una ventana de (aproximadamente) 4 nt. En otras palabras, en esta realizacion
preferida, el sitio de escision putativo corresponde a la secuencia de ADN en el genoma de referencia cubierto por la
ventana especifica.

Las regiones de secuencia en el genoma de referencia en las que coinciden tanto los inicios como los finales de las
lecturas de secuencia alineadas son regiones en el genoma de referencia de longitud de secuencia variable o
establecida, que comprenden lecturas de secuencia alineadas, que comprenden tanto los inicios de las lecturas de
secuencia como los finales de las lecturas de secuencia, es decir, regiones de secuencia en las que, de todas las
lecturas de secuencia alineadas en dicha region que estan alineadas alli con el genoma de referencia, una o mas de
las lecturas de secuencia alineadas comienzan y una o mas lecturas de secuencia terminan en esa region de
secuencia. En una realizacion preferida, cada region de secuencia es una zona de longitud de secuencia definida,
preferentemente de aproximadamente 20 a 1.000 nt, mas preferentemente de aproximadamente 50 a 500 nt, ain mas
preferentemente de al menos aproximadamente 50 nt, aun mas preferentemente de al menos aproximadamente 80
nt, mas preferentemente de al menos (aproximadamente ) 100 nt. En otra realizacion preferida, en el paso e) cada
region de secuencia es un intervalo de longitud de secuencia definida, preferentemente de aproximadamente 100 nt
o un multiplo de los mismos, mas preferentemente de 100 nt o un multiplo de los mismos (es decir, 100 nt, 200 nt, 300
nt, 400 nt, etc.).

Un inicio de lectura de secuencia se refiere a un extremo de una lectura de secuencia alineada que esta en el lado
opuesto del extremo de lectura de secuencia. Para las lecturas de secuencias alineadas con la misma cadena de
nucledtidos del genoma de referencia, todos los inicios de las lecturas de secuencias apuntan en la misma direccién
y todos los finales de las lecturas de secuencias apuntan en direccion opuesta a la cadena de nucleétidos de la
secuencia del genoma de referencia. Esto significa, preferentemente, que si para una primera lectura de secuencia
alineada, que es complementaria a una primera secuencia monocatenaria del genoma de referencia, el inicio de la
lectura de secuencia esta en el extremo 3' de esta primera lectura de secuencia alineada, para una hipotética segunda
lectura de secuencia alineada, que es exactamente de la misma longitud y exactamente complementaria a la primera
lectura de secuencia alineada, el inicio de la lectura de secuencia estaria en el extremo 5' de la segunda lectura de
secuencia alineada, de manera que ambas lecturas de secuencia alineadas comienzan en la misma ubicacion espacial
en el genoma de referencia. Asi, de acuerdo con una realizacion especifica de la presente invencion, cualquier inicio
de lectura de secuencia de lecturas de secuencia alineadas, alineadas con la misma secuencia continua del genoma
de referencia apunta en direccion opuesta a cualquier final de lectura de secuencia de lecturas de secuencia alineadas,
alineadas con esa misma secuencia continua del genoma de referencia; es decir todos los inicios de lecturas de
secuencias de lecturas de secuencias alineadas, alineadas con la misma secuencia continua del genoma de
referencia, estan situados espacialmente en secuencias de lecturas de secuencias alineadas en un lado de los
respectivos centros de secuencias de lecturas de secuencias alineadas individuales, y todos los finales de lecturas de
secuencias de lecturas de secuencias alineadas, alineadas con la misma secuencia continua del genoma de
referencia, estan situados espacialmente en las secuencias de lecturas de secuencias alineadas en el lado opuesto
de los respectivos centros de secuencias de lecturas de secuencias alineadas individuales (en comparacién con los
inicios de lecturas de secuencias).

En las regiones de secuencia asi identificadas, los sitios de escision putativos se identifican como los sitios en estas
regiones de secuencia, donde se encuentran los inicios de las lecturas de secuencia y los finales de las lecturas de
secuencia. El término "encontrarse" en este contexto significa que los inicios de las lecturas de secuencia y los finales
de las lecturas de secuencias que apuntan la una a la otra estan muy proximos, es decir, a unos pocos nt, o se tocan,
es decir, se alinean limpiamente de forma que ningun nt los separa en la secuencia del genoma de referencia a la que
se alinean las lecturas, o se solapan unos pocos nt. Los posibles puntos de escision en estas regiones de la secuencia
pueden identificarse, por ejemplo, encontrando los maximos locales de la suma de inicios de lectura y finales de lectura
de lecturas de secuencia alineadas en estas regiones de secuencia.

En una realizacién especifica de la presente invencion, en el paso e) en cada region de secuencia con una cobertura
de inicio y final de lectura distinta de cero, se determinan uno o mas sitios de escision putativos (por ejemplo,
exactamente un sitio de escision putativo por region de secuencia, o alternativamente dos sitios de escision putativos
por region de secuencia, etc.) como los sitios donde los inicios de lectura de secuencia y los finales de lectura de
secuencia de las lecturas de secuencia alineadas coinciden y donde la suma del nimero de inicios de lectura de
secuencia y finales de lectura de secuencia tiene un maximo local. Una cobertura de inicio de lectura y final de lectura
distinta de cero significa que dicha region de secuencia es una regién donde se alinean una o mas lecturas de inicio y
uno o mas finales de lectura de secuencia, de lecturas de secuencia alineadas.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencién, en el paso €) se determinan sitios de escision

putativos dividiendo en primer lugar (la secuencia de ADN del) genoma de referencia que comprende lecturas de

secuencia alineadas en intervalos de una longitud definida; y en segundo lugar determinando para cada intervalo con

una cobertura de inicio de lectura y final de lectura distinta de cero, uno o mas sitios de escision putativos como sitios
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con un maximo local para la suma de inicios de lectura de secuencia y finales de lectura de secuencia, y opcionalmente
minimizando la distancia al centro del intervalo; donde un inicio de lectura de secuencia consiste en los primeros 1 a
5 nt, preferentemente los primeros 2 a 4 nt, mas preferentemente los primeros 3 nt, y un final de lectura de secuencia
consiste en los ultimos 1 a 5 nt, preferentemente los Ultimos 2 a 4 nt, mas preferentemente los ultimos 3 nt, de una
lectura de secuencia alineada. En una realizacion especifica de la presente invencion, se determina un sitio putativo
de escision para cada intervalo.

En una realizacion preferida de la presente invencion, un sitio de escision putativo determinado en el paso e) consiste
en el nt de una ventana especifica de anchura de secuencia establecida (es decir, una ventana que cubre una longitud
de secuencia definida del genoma de referencia, que no varia de un sitio de escisién putativo a otro), preferentemente
de una ventana de 4 nt. En otras palabras, en esta realizacion preferida, el sitio de escision putativo corresponde a la
secuencia de ADN en el genoma de referencia cubierto por la ventana especifica. Preferentemente dicha ventana es
una ventana de anchura definida, por ejemplo 4 nt, en un intervalo, y tiene un maximo local para la suma de inicios de
lectura de secuencia y finales de lectura de secuencia (alineados en dicha ventana). Opcionalmente, la determinacion
de dicha ventana incluye la minimizacién de la distancia al centro del intervalo como paso adicional.

Un intervalo con una cobertura de inicio de lectura y final de lectura distinta de cero se refiere a un intervalo donde se
alinean uno o mas inicios de lectura de secuencia y uno o mas finales de lectura de secuencia, de lectura de secuencia
alineadas En la realizacion anterior, la anchura del intervalo (es decir, la longitud de la secuencia de nucleétidos
cubierta por el intervalo) no esta particularmente limitada y puede ser, por ejemplo, aproximadamente 20 a 1000 nt,
preferentemente aproximadamente 50 a 500 nt, mas preferentemente de al menos aproximadamente 50 nt, incluso
mas preferentemente de al menos aproximadamente 80 nt. En una realizacion preferida, la anchura del intervalo es
de al menos aproximadamente 100 nt, preferentemente de al menos 100 nt. En otra realizacion, la anchura del intervalo
es de aproximadamente 100 nt o un multiplo del mismo, mas preferentemente 100 nt o un multiplo del mismo (es decir,
100 nt, 200 nt, 300 nt, 400 nt, etc.).

De acuerdo con una realizacion especifica de la presente invencion, en el paso e) los sitios de escision se identifican
e1) dividiendo (la secuencia de ADN de) el genoma de referencia que comprende las lecturas de secuencia alineadas
en intervalos de longitud de secuencia establecida, preferentemente de aproximadamente 100 nt de longitud; e2)
determinando preferentemente para cada intervalo una cobertura de lectura, descartando los intervalos con una
cobertura de lectura de 0 y combinando preferentemente los intervalos con una cobertura de lectura de >0
consecutivamente, basandose en el orden de secuencia en el genoma de referencia, en un conjunto continuo de
intervalos; e3) dividir cada intervalo en ventanas de anchura (de secuencia) establecida, preferentemente de 4 nt, con
un tamafo de paso establecido, que es igual o menor, preferentemente menor, que la anchura de las ventanas,
preferentemente de 2 nt; e4) determinar el inicio, el final y la cobertura de fondo de cada ventana, agrupando,

— los inicios de lectura de la secuencia que caen en la region de la ventana en un grupo de cobertura de inicio;
— secuenciar los finales de lectura que caen en la regidon ventana en un grupo de cobertura final; y

— las lecturas de la secuencia que caen en la region de la ventana, pero no pertenecen al grupo de cobertura inicial
y al grupo de cobertura final en un grupo de cobertura de fondo;

y sumar para cada ventana el niumero de lecturas en la cobertura inicial, cobertura final y cobertura de fondo,
respectivamente; e5) determinar para cada ubicacidon que comprende al menos una lectura de secuencia inicial y al
menos una lectura de secuencia final, uno 0 mas sitios de escision putativos maximizando para la suma de cobertura
inicial y cobertura final y minimizando la distancia al centro de la ubicacién; y €6) excluir los sitios de escision falsos
positivos; en los que el inicio de una lectura de secuencia consiste en los primeros 1 a 5 nt, preferentemente los
primeros 2 a 4 nt, mas preferentemente los primeros 3 nt, y el final de una lectura de secuencia consiste en los ultimos
1 a 5 nt, preferentemente los ultimos 2 a 4 nt, mas preferentemente los ultimos 3 nt, de una lectura de secuencia
alineada.

Preferentemente, cada uno de los uno o mas sitios de escision putativos determinados en el paso e5) consiste en el
nt de una ventana especifica de anchura de secuencia establecida (es decir, una ventana que cubre una longitud de
secuencia definida del genoma de referencia, que no varia de un sitio de escision putativo a otro), preferentemente de
una ventana de 4 nt, establecida en el paso €3). El tamafio del paso, tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere preferentemente a la diferencia en nt del primer nt de una primera ventana y el primer nt de una segunda
ventana, que es la ventana situada justo al lado de la primera ventana a lo largo de la secuencia del genoma de
referencia (es decir, la ventana situada mas cerca de la primera ventana cuando se desplaza desde la primera ventana
a lo largo de la secuencia del genoma de referencia en una direccién). Un tamafo de paso fijo se refiere a un tamafio
de paso que no varia entre diferentes ventanas posicionadas lo mas cerca posible unas de otras, por ejemplo, un
tamano de paso de 2 nt.

En una realizacion preferida especifica de la presente invencion, el paso e1) comprende dividir (la secuencia de ADN
de) el genoma de referencia que comprende lecturas de secuencia alineadas en intervalos de longitud de secuencia
establecida (intervalos preliminares), preferentemente de aproximadamente 100 nt de longitud; y el paso e2)
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comprende determinar para cada intervalo (preliminar) de e1) una cobertura de lectura, descartar intervalos con una
cobertura de lectura de 0 y preferiblemente combinar intervalos con una cobertura de lectura >0 consecutivamente,
con base en el orden de secuencia en el genoma de referencia, en un conjunto continuo de intervalos (intervalos
finales); en el que en el conjunto continuo de intervalos del paso e2), preferiblemente, cada intervalo (final) consiste
en uno o un multiplo de uno de los intervalos del paso e1) (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, etc. de intervalos preliminares).

Preferentemente, en esta realizacion preferida especifica, en el conjunto continuo de intervalos del paso e2), cada
intervalo (final) tiene una anchura de intervalo, que se define por la suma de intervalos consecutivos del paso e1) entre
dos intervalos descartados del paso €2) mas cercanos entre si en la secuencia del genoma de referencia, de tal
manera que cada intervalo (final) del paso e2) inicia en la secuencia del genoma de referencia con el intervalo (es
decir, con el inicio de este intervalo) del paso e1) (intervalo preliminar) que sigue inmediatamente después de un primer
intervalo descartado en el paso e2) y finaliza con el intervalo (es decir, con el final de este intervalo) del paso e1) que
esta inmediatamente antes del siguiente intervalo (es decir, el siguiente en la secuencia del genoma de referencia)
descartado en el paso e2). que esta inmediatamente antes de la siguiente (es decir, la siguiente en la secuencia del
genoma de referencia) casilla descartada en la etapa e2). Esto significa que, en esta realizacion, los intervalos
individuales (finales) del paso e2) pueden tener una longitud diferente (es decir, cubrir una longitud diferente en la
secuencia del genoma de referencia), que sin embargo es siempre uno o un multiplo de uno de los intervalos del paso
e1) (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, etc. intervalos del paso e1)).

En otra realizacion especifica de la presente invencion, el paso e4) comprende ademas determinar la cobertura inicial,
final y de fondo de cada intervalo, agrupando,

— los inicios de lectura de la secuencia que caen en la region de intervalo en un grupo de cobertura de inicio;
— secuenciar los finales de lectura que caen en la region de intervalo en un grupo de cobertura final; y

— las lecturas de secuencias que caen en la region de intervalo pero que no pertenecen al grupo de cobertura inicial
y al grupo de cobertura final en un grupo de cobertura de fondo;

y sumando para cada intervalo el numero de lecturas en la cobertura inicial, la cobertura final y la cobertura de fondo,
respectivamente.

En el paso e3), la anchura establecida de las ventanas (es decir, la longitud establecida y constante de la secuencia
de nucledtidos del genoma de referencia cubierta por cada ventana) y el tamafio de paso establecido no estan
particularmente limitados. En una realizacién preferida, la anchura establecida de las ventanas, que es constante para
todas las ventanas, es por ejemplo 8 nt o menos, preferentemente 6 nt o menos, mas preferentemente 4 nt; y el tamafio
de paso establecido es igual 0 menor que la anchura de las ventanas, preferentemente menor que la anchura de las
ventanas, y es por ejemplo 6 nt o menos, preferentemente 4 nt o menos (por ejemplo 4, 3, 2, o 1 nt), mas
preferentemente 2 nt. En una realizacion especifica, se determina un sitio de escision putativo para cada intervalo en
el paso e5). En una realizacion preferida de la presente invencion, un sitio de escision putativo determinado en el paso
e) consiste en el nt de una ventana especifica (es decir, la secuencia cubierta por una ventana especifica) definida en
el paso e3), preferentemente una ventana de 4 nt.

En un sitio de escision putativo especifico, los inicios de las lecturas de secuencia y los finales de las lecturas de
secuencia, respectivamente, de las lecturas de secuencia alineadas de ese sitio de escisioén putativo, pueden no
alinearse perfectamente en una posicién especifica en la secuencia del genoma de referencia. De acuerdo con una
realizacion, los inicios de lectura de secuencia de las lecturas de secuencia alineadas en un inicio de sitio de escision
putativo dentro de +/- 2 nt o menos, preferentemente +/- 1 nt o menos, de una primera posicién especifica en la
secuencia del genoma de referencia; y los finales de lectura de secuencia de las lecturas de secuencia alineadas en
un final de sitio de escision putativo dentro de +/- 2 nt o menos, preferentemente +/- 1 nt o menos, de una segunda
posicion especifica en la secuencia del genoma de referencia; las dos posiciones especificas preferentemente estan
a so6lo unos pocos nt (por ejemplo, 1. 2, o 3 nt de distancia entre si o son directamente adyacentes entre si en la
secuencia del genoma de referencia, 2, o 3 nt) entre si o directamente adyacentes entre si en la secuencia del genoma
de referencia.

Tras la determinacion de los sitios de escision putativos, los sitios de escision falsos positivos (en el presente
documento también denominados "sitios falsos positivos") se excluyen de la lista de sitios de escisién putativos para
identificar los sitios de escision. El término "sitio de escision", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere
a una secuencia corta de nt (es decir, una secuencia corta en el genoma de referencia), preferentemente de longitud
fija (es decir, que no varia de un sitio de escision putativo a otro). En una realizacién preferida, un sitio de escision
tiene una longitud de secuencia de (aproximadamente) 4 nt. En una realizacion especifica, un sitio de escision
identificado en el paso e) consiste en el nt de una ventana especifica de anchura de secuencia establecida (es decir,
una ventana que cubre una longitud de secuencia definida del genoma de referencia, que no varia de una ventana a
otra), preferentemente de una ventana de aproximadamente 6 nt o menos, mas preferentemente de una ventana de
(aproximadamente) 4 nt. En una realizacion preferida de la presente invencion, los sitios de escision falsos positivos
se excluyen basandose en la relacion entre la cobertura de fondo y la cobertura de la sefial en un sitio de escision
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putativo; y/o la relacion de la cobertura inicial a la cobertura final en un sitio de escision putativo; y/o la cobertura del
sitio; y/o la cobertura del intervalo. Preferentemente, la escisién real de un sitio de escision del paso €) por una de las
una 0 mas nucleasas programables especificas del objetivo se produce dentro de la secuencia de ese sitio de escision
especifico, es decir, para un sitio de escision, que consiste en el nt de una ventana especifica de anchura de secuencia
establecida, en algun lugar de la secuencia cubierta por esta ventana especifica.

La cobertura de inicio en un sitio de escisidn putativo es la suma de inicios de lecturas de secuencia alineadas en la
regiéon de secuencia del sitio de escision putativo, es decir, la suma de lecturas de secuencia alineadas, que tienen su
inicio de lectura de secuencia alineado en la regién de secuencia del genoma de referencia definida por el sitio de
escision putativo. En una realizacion preferida, la cobertura de inicio en un sitio de escision putativo es la suma de
inicios de lectura de secuencia alineados en la regién de secuencia de un sitio de escision putativo, estando el sitio de
escision putativo definido por una ventana especifica de anchura de secuencia establecida (es decir, la anchura no
varia para diferentes ventanas correspondientes a diferentes sitios de escisién putativos), preferentemente una
ventana con una anchura de secuencia de 4 nt. En otras palabras, en esta realizacion preferida, la cobertura de inicio
en un sitio de escisién putativo es la suma de lecturas de secuencia alineadas, que tienen su inicio de lectura de
secuencia alineado en la region de secuencia del genoma de referencia definida por la ventana especifica, de por
ejemplo 4 nt, que representa un sitio de escision putativo (es decir, preferentemente una ventana establecida en el
paso e3) descrito anteriormente).

De forma similar, la cobertura final en un sitio de escision putativo es la suma de los extremos de lectura de secuencia
alineados en la region de secuencia del sitio de corte putativo, es decir, la suma de lecturas de secuencia alineadas,
que tienen su extremo de lectura de secuencia alineado en la region de secuencia del genoma de referencia definida
por el sitio de escision putativo. En una realizacion preferida, la cobertura final en un sitio de escision putativo es la
suma de los finales de lectura de secuencia alineados en la regidon de secuencia de un sitio de escision putativo,
estando el sitio de escision putativo definido por una ventana especifica de anchura de secuencia establecida (es
decir, la anchura no varia para diferentes ventanas correspondientes a diferentes sitios de escision putativos),
preferentemente una ventana con una anchura de secuencia de 4 nt. En otras palabras, en esta realizacién preferida,
la cobertura final en un sitio de escisién putativo es la suma de lecturas de secuencia alineadas, que tienen su final de
lectura de secuencia alineado en la regién de secuencia del genoma de referencia definida por la ventana especifica,
de por ejemplo 4 nt, que representa un sitio de escision putativo (es decir, preferentemente una ventana establecida
en el paso e3) descrito anteriormente).

Preferentemente, la cobertura de inicio de una ventana especifica que define un sitio de escision putativo especifico,
incluye también todos los inicios de lectura de secuencia, que se alinean sdlo con parte de la secuencia del inicio de
lectura de secuencia en la region de secuencia del genoma de referencia definido por la ventana especifica, es decir,
es suficiente que por ejemplo 1 nt, 0 2 nt, etc. de un inicio de lectura de secuencia (dependiendo de la longitud del
inicio de lectura de secuencia) se alinee en la regién de secuencia de la ventana especifica para que ese inicio de
lectura de secuencia se incluya en el grupo de cobertura de inicio de una ventana especifica. Del mismo modo,
preferentemente, la cobertura final de una ventana especifica que define un sitio de escisién putativo especifico,
incluye también todos los extremos de lectura de secuencia, que se alinean solo con parte de la secuencia del final de
lectura de secuencia en la region de secuencia del genoma de referencia definido por la ventana especifica, es decir,
es suficiente que, por ejemplo, 1 nt, 0 2 nt, etc. de un extremo de lectura de secuencia (dependiendo de la longitud del
extremo de lectura de secuencia) se alinee en la regidén de secuencia de la ventana especifica para que ese final de
lectura de secuencia se incluya en el grupo de cobertura final de una ventana especifica.

La cobertura de fondo en un sitio de escisién putativo es la suma de lecturas de secuencia alineadas en la region de
secuencia del sitio de escision putativo, pero que no pertenecen al grupo de cobertura inicial y al grupo de cobertura
final, es decir la suma de lecturas de secuencia alineadas en la region de secuencia del genoma de referencia definida
por el sitio de escisién putativo, sin que su inicio de lectura de secuencia o final de lectura de secuencia esté alineada
en la regién de secuencia del genoma de referencia definida por el sitio de escision putativo; estando el sitio de escision
putativo definido opcionalmente por una ventana especifica de anchura de secuencia establecida (es decir, la anchura
no varia para diferentes ventanas correspondientes a diferentes sitios de escision putativos), preferentemente una
ventana con una anchura de secuencia de 4 nt (es decir, preferentemente una ventana establecida en el paso €3)
descrito anteriormente).

El término "cobertura del sitio", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la suma de la cobertura del
inicio y la cobertura del final en un sitio de escision putativo, es decir, la suma de los inicios de lectura de secuencia y
los finales de lectura de secuencia de las lecturas de secuencias alineadas, que coinciden en un sitio de escision
putativo. En una realizacion preferida, el término "cobertura del sitio" se refiere a la suma de la cobertura del inicio y
la cobertura del final en un sitio de escisidon putativo, estando el sitio de escision putativo definido por una ventana
especifica de anchura de secuencia establecida (es decir, la anchura no varia para diferentes ventanas
correspondientes a diferentes sitios de escision putativos), preferentemente una ventana con una anchura de
secuencia de 4 nt; en otras palabras, el término "cobertura del sitio" se refiere a la suma de inicios de lectura de
secuencia y finales de lectura de secuencia de lecturas de secuencia alineadas, alineadas con el genoma de referencia
en la region de secuencia de una ventana especifica de anchura de secuencia establecida, por ejemplo 4 nt, que
representa un sitio de escision putativo especifico (es decir, preferentemente un conjunto de ventanas en el paso e3)
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descrito anteriormente). El término "cobertura del intervalo" como se usa en el presente documento se refiere a la
suma de todas las lecturas de secuencia alineadas en un intervalo (es decir, la suma de todas las lecturas de secuencia
alineadas que se alinean en la regiéon de secuencia del genoma de referencia de un intervalo especifico).

En otra realizacion preferida de la presente invencion, los sitios de escision falsos positivos se excluyen seleccionando
solamente sitios de escision putativos con 1.) una relacion de cobertura de fondo a cobertura de sefal, que no excede
un cierto umbral, preferentemente aproximadamente 0,5; y/o 2.) una relacidon de cobertura de inicio a cobertura de
final en el sitio de escision putativo, que cae dentro de un cierto intervalo numérico, preferentemente entre
aproximadamente 1/5y 5/1; y/o 3.) una cobertura de sitio minima, de preferentemente aproximadamente 6 0 mas; y/o
4.) una cobertura de intervalo minima, de preferentemente 10 0 mas.

En una realizacidon especifica de la presente invencion, los sitios de escisién falsos positivos se excluyen
seleccionando Unicamente sitios de escision putativos con 1. una relacion de cobertura de fondo a cobertura de sefial
de 0,5 0 menos en el sitio de escision putativo; y 2. una relacién de cobertura inicial a cobertura final de entre 1/5y 5/1
en el sitio de escision putativo; y 3. una cobertura de sitio de 6 o mas; y 4. una cobertura de intervalo de 10 o mas.

De acuerdo con otra realizacion alternativa especifica de la presente invencion, los sitios de escision falsos positivos
se excluyen o se excluyen adicionalmente utilizando un modelo de aprendizaje automatico, preferentemente entrenado
en sitios falsos positivos excluidos por el procedimiento descrito en las realizaciones anteriores, preferiblemente
entrenado usando la relacion de cobertura de fondo a cobertura de sefal; relacién de cobertura inicial a cobertura
final; anchura de intervalo; distancia relativa entre sitios falsos positivos; y/o relacion de sitios falsos positivos a
intervalos como caracteristicas. La forma de utilizar un modelo de aprendizaje automatico, incluyendo la seleccion de
un modelo adecuado, la seleccidon de caracteristicas y el entrenamiento, es conocida en la técnica. Por ejemplo, se
puede construir un modelo de bosque aleatorio, por ejemplo, utilizando una validacion cruzada de 3 veces 10
repeticiones y obteniendo un area bajo la curva de 1.

En una realizacion de la presente invencion, cada sitio de escision del paso e) constituye un sitio objetivo (es decir, un
sitio dentro del objetivo o un sitio fuera del objetivo) de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo, de
modo que preferentemente cada sitio objetivo (es decir, sitio dentro del objetivo o sitio fuera del objetivo) consiste en
un sitio de escision especifico, que es diferente para cada sitio objetivo (es decir, uno de los sitios de escision
individuales identificados en el paso €)). En una realizacion especifica, donde un sitio de escision especifico del paso
e) consiste en el nt de una ventana especifica de anchura de secuencia establecida, cada sitio objetivo (es decir, sitio
dentro del objetivo o sitio fuera del objetivo) consiste en la secuencia de una ventana especifica de anchura de
secuencia establecida que define un sitio de escision especifico, de tal manera que cada ventana especifica, que
define un sitio de escision especifico, identificado en el paso e), da lugar a un sitio objetivo.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, los sitios de escision del paso e) estan comprendidos en los
sitios objetivo (es decir, sitio dentro del objetivo o sitio fuera de objetivo) de una o mas nucleasas programables
especificas de objetivo, de tal manera que cada sitio objetivo (es decir, sitio dentro del objetivo o sitio fuera del objetivo)
comprende un sitio de escision. El experto entiende que, en esta realizacién, un sitio de escision determinado en el
paso e), que puede consistir en el nt de una ventana especifica de anchura de secuencia establecida en el paso e),
no constituye necesariamente toda la secuencia del sitio objetivo (es decir, la secuencia del sitio dentro del objetivo o
del sitio fuera del objetivo), ya que, por ejemplo, un sitio dentro del objetivo puede comprender, ademas, por ejemplo,
una secuencia objetivo (es decir. la secuencia que una nucleasa programable especifica de objetivo esta disefiada
para reconocer) y/o una secuencia de union a nucleasas (para CRISPR/Cas RGN, por ejemplo, una secuencia PAM);
del mismo modo, un sitio fuera del objetivo puede, en esta realizacion, comprender ademas, por ejemplo, una
secuencia que es, en cierto grado (incluso en un grado muy pequefo, por ejemplo, 1 nt, 0 2 nt, 0 3 nt, etc. de homologia
de secuencia), homodloga a una secuencia objetivo y/o a una secuencia de union a nucleasas.

Un sitio objetivo CRISPR/Cas RGN, en esta otra realizacion, puede comprender ademas del sitio de escisiéon una
secuencia objetivo y una secuencia PAM. Por ejemplo, si una o mas nucleasas programables especificas de objetivo
utilizadas en el paso b) consisten en una o mas CRISPR/Cas RGN, un sitio objetivo, en esta otra realizacion, puede
comprender o consistir en una secuencia objetivo, por ejemplo, de aproximadamente 18-23 nt, preferentemente
aproximadamente 20 nt, que es idéntica, su homdloga al menos en un grado muy bajo (es decir, por ejemplo, 1 nt, o
2nt,o03nt,04nt,o5nt, 06nt, 07 nt, u8nt, etc. homologia de secuencia), a la secuencia objetivo de una de las una
0 mas nucleasas programables especificas de objetivo utilizadas en el paso b); y una secuencia PAM, por ejemplo de
2-6 nt, preferentemente de 3 nt, directamente adyacente a la secuencia objetivo. Asi, en esta otra realizacion, en una
realizacion preferida especifica en la que la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo consisten en
una o mas CRISPR/Cas RGN, los sitios objetivo, preferentemente los sitios fuera del objetivo comprenden, o consisten
en, una secuencia de, por ejemplo, aproximadamente 20-29 nt de longitud, preferentemente aproximadamente 23 nt.
Tales secuencias de, por ejemplo, aproximadamente 23 nt pueden identificarse, por ejemplo, identificando los sitios
de escision del paso e) que tienen en estrecha proximidad o superposicion con su secuencia con 1) una secuencia
PAM de 2-6 nt preferentemente 3 nt, y 2) una secuencia objetivo, que es al menos hasta cierto grado, preferentemente
muy bajo, homéloga (por ejemplo al menos 1 nt, o al menos 2 nt, o al menos 3 nt, o al menos 4 nt, o al menos 5 nt, o
al menos 6 nt, o al menos 7 nt, o al menos 8 nt, o al menos 9 nt, o al menos 10 nt, o al menos 11 nt, o al menos 12 nt,
o al menos 13 nt, etc. homologia de secuencia) a una secuencia objetivo de uno de los de uno o mas CRISPR/Cas
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RGN utilizados en el paso b). Preferentemente, el sitio de escisiéon esta situado en un sitio objetivo de este tipo (es
decir, sitio dentro del objetivo o sitio fuera del objetivo) de, por ejemplo, 23 nt de longitud, cerca del extremo de la
secuencia objetivo directamente adyacente a la secuencia PAM, por ejemplo, dentro de un intervalo de secuencias
consistente en los primeros aproximadamente 1-7 nt del extremo de la secuencia objetivo directamente adyacente a
la secuencia PAM y los aproximadamente primeros 1-2 nt del extremo de la secuencia PAM directamente adyacente
a la secuencia objetivo.

De acuerdo con una realizacién especifica del procedimiento del primer aspecto de la presente invencion, los sitios de
escision fuera del objetivo de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo se identifican como sitios de
escision del paso (e) que no son sitios de escision dentro del objetivo de la una o mas nucleasas programables
especificas de objetivo. De acuerdo con una realizacién especifica alternativa del procedimiento del primer aspecto
de la presente invencion, los sitios de escision fuera del objetivo de la una 0 mas nucleasas programables especificas
de objetivo se identifican como sitios objetivo que comprenden un sitio de escision del paso (e) que no son sitios dentro
del objetivo de la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo. En la practica, esto puede hacerse
identificando (por ejemplo, etiquetando) en la lista de sitios de escision identificados en el paso e) los sitios dentro del
objetivo de la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo, que se conocen como resultado del disefio
de la una 0 mas nucleasas programables especificas de objetivo. Esto puede hacerse por medios conocidos en la
técnica.

Doble-Abnoba-Seq

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo in
vivo utilizando el procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo de una o mas nucleasas programables
especificas de objetivo en un genoma in vitro del primer aspecto (Dual-Abnoba-Seq). En particular, el segundo aspecto
de la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo en un genoma in vivo que
comprende los pasos de i) proporcionar una primera muestra, que comprende ADN gendmico de células tratadas con
una o0 mas nucleasas programables especificas de objetivo, y una segunda muestra, que comprende ADN gendémico
de células de fondo genético relacionado, preferentemente células del mismo fondo genético, no tratadas con la una
0 mas nucleasas programables especificas de objetivo; ii) para ambas muestras, detectar independientemente los
sitios fuera de objetivo in vitro utilizando el procedimiento del primer aspecto de la presente invencién tal como se
define en una cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente y utilizando la una o mas nucleasas
programables especificas de objetivo del paso i); y iii) comparar los sitios fuera del objetivo entre las dos muestras
para identificar los sitios fuera del objetivo solo identificados en la muestra que comprende ADN gendmico de células
no tratadas con la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo, pero no en la muestra que comprende
ADN gendmico de células tratadas con una o mas nucleasas programables especificas de objetivo como sitios fuera
del objetivo in vivo de la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo.

El procedimiento de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion permite la determinacion individualizada de la
especificidad in vivo de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo, en otras palabras, la capacidad
de determinar la actividad fuera de objetivo real de la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo en
células especificas. Esto significa que el procedimiento de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion
puede utilizarse para demostrar la actividad de nucleasas programables especificas de objetivo in vivo, por ejemplo,
en un tipo celular concreto.

El presente inventor descubrié que al aislar ADN gendémico de células editadas genéticamente y células no tratadas y
para ambas muestras de ADN gendmico llevar a cabo el procedimiento para detectar sitios fuera de objetivo de una o
mas nucleasas programables especificas de objetivo en un genoma in vitro de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion con las nucleasas programables especificas de objetivo utilizadas para la edicion génica en las células
editadas genéticamente, permite la determinacion de la actividad fuera de objetivo real en las células.

Por comparacién de los sitios fuera del objetivo identificados en la muestra de ADN gendmico editado genéticamente
con los sitios fuera del objetivo en la muestra de ADN gendmico de las células no tratadas, puede determinarse la
actividad in vivo real de una o mas nucleasas programables especificas de objetivo, por ejemplo, en células de un tipo
celular o tejido particular, ya que esos sitios ya no se identifican en la muestra de ADN gendmico derivada de las
células editadas genéticamente, utilizando cantidades minimas de ADN gendmico, por ejemplo de menos de 1 ug por
muestra, permitiendo asi el ensayo de los efectos in vivo fuera del objetivo en muestras celulares valiosas de tamafio
de muestra muy pequefio y disponibilidad limitada.

Se conocen en la técnica formas de tratar células con una o mas nucleasas programables especificas de objetivo
(véase, por ejemplo, Yin et al., 2017, Delivery technologies for genome editing. Nat Rev Drug Discov 16, 387-399).
Para ello, se introducen en las células una o mas nucleasas programables especificas de objetivo por medios
conocidos en la técnica y en concentraciones y forma adecuadas para la edicién del genoma in vivo. Por ejemplo, si
la una 0 mas nucleasas programables especificas de objetivo comprende una o mas CRISPR/Cas RGN, por ejemplo,
el ARNg, la endonucleasa Cas, o ambos, pueden introducirse como proteina purificada y/o acido nucleico en las
células, o pueden expresarse de forma transitoria o estable en la célula, utilizando procedimientos conocidos en la
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técnica. La una o mas nucleasas programables especificas de objetivo puede ser una de las especificadas
anteriormente en la primera realizacion de la presente invencion.

En particular, este segundo aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo
en un genoma in vivo que comprende los pasos de i) proporcionar una primera muestra, que comprende ADN
genomico de células tratadas con una o mas nucleasas programables especificas de objetivo, y una segunda muestra,
que comprende ADN gendmico de células de fondo genético relacionado, preferentemente células del mismo fondo
genético, no tratadas con la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo. Preferentemente, un fondo
genético relacionado significa que dichas células tienen el mismo fondo genético, lo que significa que tienen las
minimas diferencias posibles, idealmente un cédigo genético idéntico, es decir, el ADN gendémico de estas células es
el mismo excepto por pequenas variaciones que pueden producirse de una célula a otra debido, por ejemplo, a
mutaciones aleatorias. Preferentemente, las células relacionadas con el fondo genético son preferentemente células
originarias de la misma region anatémica en un organismo multicelular, por ejemplo, un cuerpo humano, por ejemplo,
del mismo tejido y/o del mismo tipo celular.

En una realizacion preferida del procedimiento del segundo aspecto de la presente invencion, las células de fondo
genético relacionado son células del mismo fondo genético, preferentemente con el mismo cédigo genético, y
preferentemente con el mismo origen anatomico, preferentemente células procedentes del mismo tejido y/o tipo
celular. En otra realizacion, las células de origen genético relacionado son células del mismo linaje celular. Las células
del mismo linaje celular, tal como se utilizan en el presente documento, se refieren muy generalmente a células
derivadas de una célula ancestro comun que son el resultado de la division celular mitética y, opcionalmente, de la
diferenciacion celular. Preferentemente, las células del mismo linaje celular son células originarias del mismo tejido, y
preferentemente células del mismo tipo celular.

Preferentemente, las células de fondo genético relacionado son células derivadas originalmente del mismo organismo
individual. El tipo de organismo del que proceden las células de la primera y segunda muestra no esta particularmente
limitado siempre que las células sean adecuadas para su uso en el procedimiento del segundo aspecto de la invencion.
En una realizacion, las células son células eucariotas (por ejemplo, de un animal, un mamifero, un insecto, una planta,
un hongo, un insecto, un ave, un pez, un anfibio, un reptil o un cnidario). En una realizacién especifica, las células son
humanas. Por ejemplo, las células pueden ser células primarias.

Para ambas muestras se detectan independientemente sitios fuera de objetivo in vitro utilizando el procedimiento del
primer aspecto de la presente invencion y utilizando la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo del
paso i). Por ultimo, se comparan los sitios fuera del objetivo entre las dos muestras para identificar los sitios fuera del
objetivo solo identificados en la muestra que comprende ADN gendmico de células no tratadas con la una o mas
nucleasas programables especificas de objetivo pero no en la muestra que comprende ADN gendmico de células
tratadas con la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo como sitios fuera del objetivo in vivo de la
una o mas nucleasas programables especificas de objetivo. En la técnica se conocen formas de comparar los sitios
fuera del objetivo entre las dos muestras. Preferentemente, esto se hace utilizando un programa informatico, existente
o escrito especificamente para este fin. Por ejemplo, tras la normalizacion de la cobertura de los intervalos por la
anchura de los intervalos, los sitios de escision pueden clasificarse por su ubicacion en el genoma y los resultados de
las células editadas pueden escribirse junto a los resultados de las células no tratadas.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con el primer
aspecto de la presente invencion, tal como se define en cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente, y un
kit para llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion, tal como se define
en cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente. Las formas de preparar estos kits son conocidas en la
técnica

Los siguientes ejemplos explican mejor la invencién.

EJEMPLOS

Materiales y procedimientos aplicados en los ejemplos

Formacion del complejo ribonucleoproteico

Para los experimentos in vitro, los ARNg se transcribieron in vitro a partir de amplicones de PCR utilizando el kit
HiScribe T7 High Yield RNA Syntesis (NEB) seguido de una limpieza con el kit MEGAclear (Thermo Fisher Scientific).
Para los experimentos basados en células, se adquirieron ARNg modificados quimicamente (Synthego). La proteina
Cas9 se produjo internamente siguiendo un protocolo publicado anteriormente (Jinek et al, 2012, Science 337(6096):
816-821). Para permitir la formacion del complejo RNP, Cas9 y ARNg se incubaron a temperatura ambiente durante
10 min en una relacién molar de 1:3 proteina Cas9 por ARNg.
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Cultivo celular y transfeccion

Las células U20S se cultivaron en DMEM con bajo contenido en glucosa y piruvato (Gibco) suplementado con 10%
de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich). Las células CD34+ se purificaron a partir de sangre de
cordon umbilical humano obtenida del Department of Obstetrics and Gynecology con consentimiento informado,
mediante centrifugacion en gradiente de densidad basado en Ficoll y posterior seleccion positiva utilizando el kit
MicroBead UltraPure de CD34 humano (Miltenyi Biotec). Las células CD34+ se cultivaron en CellGro SCGM
(CellGenix®) suplementado con 20 ng/ul de TPO, 60 ng/ul de SCF y 60 ng/ul de Flt-3L (CellGenix®). Antes de la
electroporacion, se afiadieron 12 ng/ul de IL-3 al medio de cultivo de células CD34+. Las células se transfectaron con
RNPs utilizando un Nucleofector 4D (Lonza Group AG) usando el kit SE y el programa DN-100 para células U20S o
el kit P3 y el programa CA-136 para células CD34+ de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Aislamiento y fragmentacion del ADN genémico

El ADN gendmico de las células se aislé utilizando el QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). El cizallamiento del ADN
gendmico hasta una longitud media de 400 pb se realizé con un ultrasonido focalizado M220 (Covaris) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Flujo de trabajo de Abnoba-Seq

Todos los cebadores utilizados se indican en la Tabla 1. Durante todo el flujo de trabajo, se utilizo el kit NEBNext Ultra
Il (NEB) y perlas AMPure XP (Beckman Coulter). Creacion de lotes de fragmentos de ADN con extremos bloqueados:
El ADN gendmico esquilado (600 ng por reaccion) se preparo en el extremo y el adaptador de bloqueo (112,5 pmol)
se ligo utilizando el kit NEBNext Ultra Il (NEB) durante 30 min a 20°C. Los fragmentos con extremos no bloqueados
se eliminaron mediante tratamiento con exonucleasas: Exonucleasa Ill (200 U, NEB), Exonucleasa | (20 U, NEB) y
Exonucleasa Lambda (50 U, NEB).

Escision in vitro : Se escindieron in vitro fragmentos de ADN gendmico de 50 ng con extremos bloqueados con 1,6
pmol de proteina Cas9 (fabricada en laboratorio) y 4,8 pmol de ARNg en un volumen de reaccion de 25 ul con 1x NEB
Buffer 3 y 1x BSA durante 1 h a 37 °C. La reaccion se detuvo afiadiendo 4 ug de RNasa y una solucion STOP que
contenia 50 % de EDTA 0,5 M pH 8,0, 30 % de glicerol y 1 % de SDS, incubandose durante 15 min a 37 °C cada una.
Se realizé una PCR de control de calidad utilizando la polimerasa Q5 (NEB) y se amplificaron los sitios dentro del
objetivo.

Biotinilaciéon de fragmentos de ADN escindidos: Se prepararon los extremos de los fragmentos de ADN escindidos y
se ligo el adaptador de biotina (75 pmol) utilizando el kit NEBNext Ultra Il durante 30 min a 20 °C. Los fragmentos
biotinilados se enriquecieron mediante Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. A continuacion, los fragmentos de ADN biotinilados unidos a estreptavidina se aplicaron
como molde para la amplificacién lineal por PCR utilizando unicamente un cebador especifico para el adaptador de
biotina. Tras 10 ciclos, la reaccion de PCR se detuvo a 4 °C y la reaccion de PCR con los productos lineales de PCR
se transfirié a un nuevo tubo, se afiadié el cebador especifico del adaptador de bloqueo y se continué la PCR durante
otros 10 ciclos. Los amplicones se aplicaron a la preparacion de bibliotecas de ADN para prepararlas para la
secuenciacion de proxima generacion.

Secuenciacion de proxima generacion: Las bibliotecas de ADN se cuantificaron mediante PCRdd con el kit de
cuantificacion de bibliotecas PCRdd para lllumina TruSeq (Bio-Rad) y la secuenciacion se realizé en un instrumento
MiSeq (lllumina) utilizando el kit de reactivos MiSeq v2 (300 ciclos).

Anadlisis fuera del objetivo: Los primeros pasos del andlisis de los datos de secuenciacion y algunos de los pasos
posteriores se realizaron utilizando Galaxy en usegalaxy.eu (Afgan et al., 2018, Nucleic Acids Res 46(W1): W537-
W544). En primer lugar, se recortaron las secuencias adaptadoras del adaptador lllumina, el adaptador de bloqueo y
el adaptador de biotina de las lecturas utilizando Trim Galore con la configuracion predeterminada. Las lecturas
recortadas se asignaron al genoma humano de referencia (hg19) con Bowtie2 con la configuracion predeterminada. A
continuacién, se analizaron adicionalmente las lecturas de secuencias alineadas cuantificando en primer lugar la
cobertura total de lecturas dentro de una ventana deslizante de 100 nt sobre el genoma humano utilizando bedtools
(Quinlan y Hall, 2010, Bioinformatics 26(6): 841-842). Las ventanas consecutivas no vacias con una cobertura >0 se
fusionaron en intervalos, mientras que las ventanas vacias se descartaron. A continuacion, los intervalos se dividieron
en ventanas superpuestas de 4 nt con un paso de 2 nt. Se consideraron el primer y el ultimo nucleétido (nt) de cada
lectura para calcular las coberturas inicial y final, respectivamente. Las lecturas que no pertenecian ni al grupo de
cobertura inicial ni al grupo de cobertura final se tuvieron en cuenta para la cobertura de fondo. Para cada uno de los
intervalos con una cobertura inicial y final no nula, se obtuvo un sitio de escisiéon putativo maximizando la cobertura
inicial y final y minimizando la distancia al centro del intervalo. Los sitios falsos positivos se filtraron aplicando los
criterios relacion fondo/sefial < 0,5, relacion iniciof/final = 1/5 y < 5, cobertura del sitio (cobertura inicial y final) =2 6 y
cobertura del intervalo = 10. Con el fin de eliminar ain mas los sitios falsos positivos restantes, se entrend un modelo
de aprendizaje automatico en los sitios anotados RNF2 basado en las caracteristicas de la relacion de inicio a fin, la
relacion de fondo a sefal, la anchura del intervalo, la distancia relativa y la relacion de sitio a intervalo. Los sitios RNF2
identificados por el proceso utilizado se clasificaron como verdaderos o falsos positivos basandose en la literatura y el
conocimiento previo. Se construyd un modelo de bosque aleatorio en dos tercios de estos sitios utilizando una
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validaciéon cruzada triple de 10 repeticiones y se obtuvo un area bajo la curva de 1, tanto en los conjuntos de
entrenamiento como en los de prueba. A continuacion, se utilizé el modelo entrenado para clasificar los demas sitios
objetivo y se filtraron los sitios predichos como falsos positivos.

Visualizacién: Para la visualizacion de los sitios objetivo identificados, se utilizé el Integrative Genomics Viewer (IGV)
(Robinson et al., 2011, Nat Biotechnol 29(1): 24-26; Thorvaldsdottir et al., 2013, Brief Bioinform 14(2): 178-192).

Secuenciacion selectiva de amplicones

Las células U20S y las células CD34+ aisladas de la sangre del cordén umbilical se nucleofectaron con RNPs dirigidas
a VEGFA y HEKs4, y el ADN gendmico de las células tratadas y no tratadas se cosechd el dia 7 después de la
transfeccion. El sitio dentro del objetivo, asi como los 20 principales sitios fuera del objetivo de las nucleasas CRISPR-
Cas9 se amplificaron por PCR con tamafios de amplicon de alrededor de 300 pb utilizando Q5 Polymerase (NEB). Los
amplicones de PCR se purificaron con el kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen) y la concentracion se midié con
el fluorometro Qubit (Thermo Fisher Scientific). Se mezclaron 20 ng de cada uno de los 21 amplicones en grupos (no
tratados/genes editados, U20S/HSCs) y se aplicaron a la preparacién de bibliotecas de ADN utilizando el kit NEBNext
Ultra Il (NEB). Las bibliotecas de ADN se cuantificaron mediante PCRdd con el kit de cuantificacion de bibliotecas
PCRdd para lllumina TruSeq (Bio-Rad) y la secuenciacién se realizd en un MiSeq (lllumina) utilizando el kit de reactivos
MiSeq v2 (500 ciclos). Tras la NGS, las lecturas se analizaron utilizando CRISPResso (Pinello et al., 2016, Nat
Biotechnol 34(7): 695-697) con la siguiente configuracion: filtrar las lecturas con base en la puntuacion de calidad de
phred33 con la puntuacién de calidad media minima fijada en 30 (g 30); recortar la secuencia adaptadora de lllumina
de las lecturas; cuantificar las indels dentro de una ventana de 40 nt alrededor del sitio de escision previsto (w 40);
ignorar los eventos de sustitucién para la cuantificacion con el fin de no considerar los SNP. La eficacia de la edicion
se calculé mediante la formula: % editado = % de lecturas indel en células editadas genéticamente - % de lecturas
indel en células no tratadas

Tabla 1: Oligonucledtidos
Las secuencias se muestran en orientacion 5'-3'; modificaciones: * = enlace fosforotioato, /5Fos/ = fosforilacién 5,

/5SpC3/ = espaciador 5’ C3, /3SpC3/ = espaciador 3’ C3, /iBiodT/ = deoxitimidina de biotina interna, /ideoxiU/ =
deoxiuridina interna

ISDES;.): gﬁ;:)bre de Secuencia (5'-3) Propésito
15Fos ICCTTGGTATCTGCTGTC ideoxi U/ATGAC*T*C/3Sp
1 Bloqueando_fw 3/ adaptador de bloqueo
2 Bloqueando_rv 15SpCIIGA*G* TCA/ ideoxiU/AGACAGCAGATACCAAGGT  adaptador de bloqueo
§ T, 15 Fos /GCATGTCATCGGATCCAG/iBiodT/AC ssaptador do botna
/iBiod TICATCTGCA
4 Purific_Adaptador - TGCAGATGAGTACTGGATCCGATGACATGCT ~ adaptador de biotina
5 pCAGneo-R AGTCGTGTCTTACCGGGTTG sectanciacion
6 UBP_Fw TGGATCCGGTACCAAGGTCG PCR
&F VEGFA-3F acaccGGTGAGTGAGTGTGTGCGT g clonacin
8 VEGFA-3R aaaacCACGCACACACTCACTCACCg clonacién
"9 T7gRNArv AAAAGCACCGACTCGGTGCCAC sintesis de ARN
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10 ARNg-FANCF_For acaccGGAATCCCTTCTGCAGCACCG
11 ARNg-FANCF_Rev 2a2acGGTGCTGCAGAAGGGATTCCy
12 ARNg-HEK4_For acaccGGCACTGCGGCTGGAGGTGG
13 ARNg -HEK4_Rev aaaacCCACCTCCAGCCGCAGTGCCg
14 TIFANCF ARNg fw tlaatacgactcactataGGAATCCCTTCT
15 TI-HEK4garNgfw ttaatacgactcactataGGCACTGCGGCT
16 TI-VEGFA3ARNg fw ftaatacgactcactataGGTGAGTGAGTG
AT VEGFA-smoasp-RP ~ CGAGGAGGGAGCAGGAAAGT
18 =no biot adaptador TGCAGATGAGTACTGGAT
19 VEGFA-sitoasoFU-FP  TCCAGATGGCACATTGTCAG
20  FP-FANCF GCCCTACATCTGCTCTCCCTCCA
21 RP-FANCF GGGCCGGGAAAGAGTTGCTG
2 FP-RNF2  TCCTAAAAATCAGTTTTGAGATTTACTTCC
T2 RP-RNF2 AAAGTGTTAGCCAACATACAGAAGTCAGGA
24 FP-HEK sitio 4 AGGCAGAGAGGGGTTAAGGT '
25 RP-HEK sitio 4 GGGTCAGACGTCCAAAACCA
‘26 =propio adaptador de bloqueo GACAGCAGATACCAAGG
27 VEGFA3 ON_for-nuevo  GTGTGCAGACGGCAGTCACTA
28 VEGFA3ON_rev-nuevo  GAAAGTGAGGTTACGTGCGGAC
29 VEGFA3-FP OT9inuevo)  ACCTCGGAGCTCACCTTCCA
30  VEGFA3-RP OTO(nuevo) GCCGAGAGTGAGTGAGTGAG
31 VEGFAOT2Abnoba_for2 ATGTGAGTGTGTCTGGGTGTGC
32 VEGFA OT2 Abnoba_rev  CCCATAGCTCAGCGGGTGAA
33 VEGFA OT3 Abnoba_for  TGAGGATGTATGTGAGACTGAATGTGTGTG
34  VEGFAOT3Abnoba_rev TGTACTTCAAAATGCAGCCGAGCC
'35 VEGFA OT4 Abnoba_for  GTGTGCCTATGGGCATATGTGG
'3  VEGFAOT4 Abnoba_rev  GAGACACACATACGCACACGC
37 VEGFAOT5 Abnoba_for2 GATGCATGTGTACGTGTGACGTG
38 VEGFA OT5 Abnoba_rev  ACACATGTACACACACCCTCGC
39 VEGFA OT6 Abnoba_for2  GCTCTGCATAGGGGGAAAGAATC
" VEGFA 0T6
40 Abooba, rev2 ACCACACCCATCCACATGCAC
41 VEGFAsto3-FPOT7  AGAAGCAGCTTTGCAGAAGCAGG
42 VEGFA sitio3-RP OT7 CCATTTGAGGCACTGGAAAGCTAC
‘43  VEGFAOT8 Abnoba_for2 CAAGAACTACAAGTCTCGGCTGC
VEGFA 078
44 Abnoba, rev2 TCGCTCTCCACCTCGATGTC
45 VEGFA OT9 Abnoba_for  TCAGTCTAGGACAGCTGGGG
46 VEGFA OT9 Abnoba_rev  GGTCGCTGCCCATTCTGCAA
47 VEGFA OT10 Abnoba_for GTCCTGAGAGTTGGTGACATGTG
48 VEGEA OT10 CACTGGCTGGCACAATCCATE
Abnoba_rev
49 VEGFA OT11 Abnoba_for ATGGATCCACATGGGGGCAC
50 VEGFA 01! CACACACATATGCACATCCGC
Abnoba_rev
51 VEGFA OT12 Abnoba_for CCTATTCCCCAGCGTGTGCA
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VEGFA oT12
52 Abrobefev CGCACTCTTCATAATAGGGGTCG Amplicdn-seq
53 VEGFAstio3-FPOT4  TCCTTTGAGGTTCATCCCCC Amplicon-seq
54 VEGFAso3RPOT4  CCAATCCAGGATGATTCCGC - Amplicin-seq
"85 VEGFAOT14 Abnoba for ATAGGCTGTCTCCCATTAACGGGC ~ Amplicén-seq
56 gr?o': . oTH CTGTTTGGAAAACGAAGCCCAGAG Amplicon-seq
57 VEGFA OT15 Abnoba_for GTGCTCCTGTGTTTATGTGTGTGC Amplicon-seq
58 VEGFA ors. CACGGAGAAGGCACACTCAC Amplicon-seq
Abnoba_rev
5  VEGFAOT16 Abnoba_for ACAGGAGGAGCCAGGTGAGA Amplicon-seq
VEGFA oT16
60 AonobaLfev TTGCAGGGGACAGCAGTGGT Amplicon-se
VEGFA oT17 i
61 e GCAGAGGTTGCAGTGAGCCTA Amplicon-seq
VEGFA oT17 .
62 Abobe,ov2 AGCTGCATTTTTCACCTCTCCCTG Amplicon-seq
B3 VEGFAOT18Abnoba_for GGTCGTAATGCACCATAGATGCTC Amplicon-seq
o VEGFA orie. CCCACATTTCTCCCTGTTGACATC Amplicon-seq
Abnoba_rev
85 VEGFA OT19 Abnoba_for TGGGGTGGCAAGAGACAGTG Amplicon-seq
VEGFA oT19
66 Aoaobarov CAGTGCCTCCACTTCTGCAG Amplicon
67 VEGFA OT20 Abnoba_for  ACAGAACTCAGCTGTCCCGG Amplicin-seq
~ VEGFA 0120
68 Absiobe. rov CCTCCAACTTCAAATGGCCCC Amplicon-seq
69 HEK4 ON_for-new GACTCCTTCTGGGGCCTTTTTC Amplicon-seq
70 HEK4 ON_rev-new AGACCCGCTGGTCTTCTTTCC * Amplicon-seq
7 HEKs4 OT1 Abnoba_for ~ CATCAACACATAACAGGCGTGCAG Amplicn-seq
72 HEKs4 OT1 Abnoba_rev  GGCCCCTCCCAGTTTATAGC Amplicon-seq
73 HEKs4 OT2 Abnoba_for2 ~ GAAGGTGGGAGTGGCTGGAGT Amplicén-seq
74 HEKs4 OT2 Abnoba_rev2 ACCTGTCAGCATCCAGTGGC Amplicon-seq
75 HEKs4 OT3 Abnoba_for ~ CACCTCCCGACTGACTGAGTGT ~ Amplicon-seq
76 HEKs4 OT3Abnoba_rev  TGGATCAGGGGGCTCCACAT Amplicon-seq
77 HEKs4 OT4 Aboba_for ~ AAAAATCAGCTGGGCGTGGTGG Amplicsn-seq
78 HEKs4 OT4 Abnoba_rev  GAGCCATGATACCACACACAATCC Amplicon-seq
79 HEKs4 OT5 Abnoba_for =~ GCTCCAGGCAAGTAAAACACCAG Amplicon-seq
80 HEKs4 OT5 Abnoba_rev  CCAAGGAGCCTCCAGGTATAC Amplicon-seq
81 HEKs4 OT6 Abnoba_for ~ CCCTGTGGGAAAGTGCTTACC Amplicon-seq
82 HEKs4 OT6 Abnoba_rev ~ GCAGGAGAGGTTGCAGGTGA  Amplicon-seq
83 HEKs4 OT7 Abnoba_for2 = TCAGGCAATGGCCAGTGAAGG Amplicin-seq
84  HEKs4 OT7 Abnoba_rev2 AGAGAATCCCCTGTCGCCGT Amplicon-seq
85 HEKs4 OT8 Abnoba_for ~ GGACAAGTGACTTAGCCTCTCAG Amplicon-seq
86  HEKs4 OT8 Abnoba_rev  CTTGGTCAAGTCTCCTCAACTCTC Amplicon-seq
87 HEKs4 OT9 Abnoba_for ~ CTCTGACTGTTACCGGGGCA Amplicsn-seq
88 HEKs4 OT9Abnoba_rev  TCCAAACGAGGGCGGTGGACA Amplicon-seq
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89 HEKs4 OT10 Abnoba_for CAGTAAGTCAAGGTCAGCTAGGG Amplicon-seq
0 HEKs4 OT10 Abnoba_rev CCAGAGGCACCACTGTGCTT Amplicon-seq
91 HEKs4 OT11 Abnoba_for CCTCTTAATTGGAGGGGAGAATGC Amplicon-seq

92 HEKs4 OT11 Abnoba_rev  ACTGCAGGGTCCCCATGGTA ~ Amplicon-seq
93 HEKs4 OT12 Abnoba_for  GATGCCTCATCTAAGCTGCTGC Amplicon-seq
94 HEKs4 OT12 Abnoba_rev  GTTCTTCCTCCACCCTGGCT Amplicon-seq
95 HEKs4 OT13 Abnoba_for  CTATACCCCTACCCACCTGAG Amplicon-seq
96 HEKs4 OT13 Abnoba_rev  GTAGTCAGGCATCGGGGCAT Amplicon-seq
97 HEKs4 OT14 Abnoba_for  AGGCATGTATCCCGCTCTGG ~ Amplicn-seq
08 HEKs4 OT14 Abnoba_rev  AACTGGTGCTGGGGAAAAGGG Amplicon-seq

' HEKs4 OT15
99 Aroha b2 GATGTCTGGGGCAGTTGAGTC Amplicén-seq

HEKs4 OoT15
100 Abnoba_rev2 GTTTTACCCACATCCTCACTGTGC Amplicon-seq

101 HEK siio4-FP OT7 GAACACAATGGCTCCGGTGG Amplicon-seq
102 HEK sitio &-RP OT7 AGCACCAGGTTGTCGCTCAG Amplicon-seq
103  HEKs4 OT17 Abnoba_for  TTGGCTGTGGTGATGGTCGC - Amplicon-seq
104  HEKsd OT17 Abnoba_rev ATTTGGGGTGGGACAGGCCT ~ Amplicon-seq

105  HEKs4 OT18 Abnoba_for AGAGAAGCTGCGCAAGGAGG Amplicon-seq

106 HEKs4 OT18 Abnoba_rev  ATCTGCACGCGCACCGAGAA Amplicon-seq
107  HEKs4 OT19 Abnoba_for AGCAGGCTTGACATCACTTTCTCC Amplicon-seq
108  HEKs4 OT19 Abnoba_rev CAGCTTCATGTGTCCCGGTG Amplicon-seq
109  HEKs4 OT20 Abnoba_for CTGTCCTGGAAAGCCTAGTCTC Amplicon-seq
110 HEKs4 OT20 Abnoba_rev  GGTACCATCCTCTTAATTCACCCC ~ Amplicén-seq

Resultados

Ejemplo 1: Flujo de trabajo de Abnoba-Seq

Los presentes inventores plantearon la hipotesis de que la escision de ADN gendémico fragmentado y con extremos
bloqueados con CRISPR-Cas in vitro permitira el posterior marcado de los sitios de corte con adaptadores biotinilados,
lo que a su vez permitira un facil enriquecimiento de los fragmentos de ADN escindidos y la identificacion final de los
sitios objetivo tras la secuenciacion de alto rendimiento (Figura 1). Para generar una biblioteca de ADN gendmico
fragmentado y con extremos bloqueados, el ADN gendmico se cortd aleatoriamente hasta un tamafio mediano de -
400 pb, y se ligd un adaptador de ADN de doble cadena (dc) con espaciadores C3 en ambas cadenas a los fragmentos
de ADN con extremos reparados y cola dA. Los fragmentos de ADN con adaptador de bloqueo ligado a ambos
extremos, denominados aqui fragmentos como con extremos bloqueados, representaron mas del 99 % tras el
tratamiento de los fragmentos con una combinacién de Exonucleasa lll, Exonucleasa | y Exonucleasa Lambda (Figura
2). A continuacion, 50 ng de fragmentos de ADN con extremos bloqueados, correspondientes a -15.000 genomas
haploides, se escindieron con 1,6 pmol de RNPs (proteina SpyCas9 complejada con ARNg en una relacién molar de
1:3). La reaccion de escision cre6 extremos de ADN libres en todos los sitios objetivo, a los que se ligdé un adaptador
de afinidad basado en ARNdc con dos bases dT biotiniladas internas tras la reparacién de los extremos y la formacion
de cola dA. Como control durante el proceso, la actividad de CRISPR-Cas9 en el objetivo se monitorizé mediante
amplificaciéon por PCR utilizando cebadores especificos del sitio dentro del objetivo. Si el sitio dentro del objetivo se
ha escindido eficazmente, la PCR so6lo deberia producir bandas débiles (Figura 3). Si las muestras pasaban el control
durante el proceso, se utilizaban perlas cargadas con estreptavidina, que tiene una gran afinidad por la biotina, para
enriquecer los fragmentos de ADN escindidos por CRISPR-Cas. Estos adaptadores también afiadieron secuencias
objetivo para los pasos posteriores de la PCR que se utilizaron en primer lugar para liberar fragmentos de ADN
biotinilados de las perlas de estreptavidina mediante amplificacion lineal y, en segundo lugar, para crear de nuevo
ARNdc. Por ultimo, se generd una biblioteca de secuenciacion con adaptadores lllumina y se sometié a secuenciacion
de proxima generacion (NGS) de extremos pareados. Es importante destacar que el proceso Abnoba-Seq no se basa
en un algoritmo basado en la homologia de secuencias. En consecuencia, se mantiene totalmente independiente de
las secuencias ARNg y PAM. El proceso bioinformatico se basa en un algoritmo de reconocimiento de patrones que
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busca una disposicion especifica de las lecturas de secuencias alineadas, es decir, lecturas con inicios (3 primeras
bases) y finales (3 ultimas bases) superpuestos. Brevemente, se escaned todo el genoma para identificar regiones
genomicas, que se denominaron intervalos, y que contienen sitios putativos de escision. Estos sitios se definen por la
presencia de multiples lecturas que comienzan o terminan en la misma posicion (+/- 3 nt). Finalmente se introdujo un
algoritmo de aprendizaje automatico, basado en bosques aleatorios, para eliminar los sitios de escision falsos
positivos. Por ultimo, los intervalos seleccionados se clasificaron de acuerdo con su cobertura (para mas detalles,
véase la seccion sobre el procedimiento y la Figura 4).

Ejemplo 2: Validacién del flujo de trabajo Abnoba-Seq

Para validar este procedimiento, se aplico Abnoba-Seq al ADN gendmico de la linea celular humana U20S y se
utilizaron cuatro nucleasas CRISPR-Cas diferentes que se evaluaron previamente mediante GUIDE-Seq y CIRCLE-
Seq (Tsai et al. 2015, Tsai et al. 2017). Como era de esperar, la alineacion de las lecturas NGS con el genoma humano
de referencia indico la posicién del sitio de escisién en el genoma humano, con la mayoria de las lecturas comenzando
o terminando tres nucleétidos corriente arriba de la PAM (Figura 5). Se observaron lecturas adicionales que no
empezaban ni terminaban en el sitio de escision, sino que formaban parte del grupo de lecturas que abarcaban los
sitios objetivo. Estos fragmentos de ADN probablemente empezaban o terminaban en el lugar de la escisién, pero no
se secuenciaron en toda su longitud debido a que la longitud maxima de lectura de la secuencia era de 150 nt.

El analisis bioinformatico revelo 42 sitios objetivo para la nucleasa CRISPR-Cas9 dirigida a FANCF, 51 sitios para la
nucleasa dirigida a RNF2, 307 sitios objetivo para la nucleasa dirigida a VEGFA y 233 sitios objetivo para la nucleasa
CRISPR-Cas9 dirigida al sitio 4 de HEK (HEKs4) (Figura 6). Cabe destacar que, en el caso de Abnoba-Seq, al igual
que en GUIDE-Seq y CIRCLE-Seq, el sitio dentro del objetivo a menudo no devolvia el mayor nimero de lecturas. La
mayoria de los sitios fuera del objetivo identificados mostraron un alto grado de homologia de secuencia con el sitio
dentro del objetivo. Sin embargo, ademas del simple desajuste de nucledtidos, Abnoba-Seq identificé un gran niumero
de sitios fuera del objetivo con protuberancias en el ARNg o en el sitio objetivo del ADN.

Una comparacion lado a lado de los sitios fuera del objetivo identificados por Abnoba-Seq con los sitios fuera del
objetivo encontrados previamente por GUIDE-Seq y CIRCLE-Seq reveld un grado razonable de superposicion para
las nucleasas de orientacion FANCF, VEGFA y HEKs4, pero no RNF2, respectivamente (Figura 3). Entre 58 % y 100
% de los sitios fuera del objetivo descubiertos por GUIDE-Seq y 11-21 % de los descubiertos por CIRLCE-Seq,
respectivamente, fueron identificados por Abnoba-Seq (Tabla 2). Los tres procedimientos permitieron identificar las
zonas dentro del objetivo. Por otro lado, una comparacion mas cualitativa puso de manifiesto que la mayoria de los 20
sitios fuera del objetivo mas identificados fueron detectados por los tres procedimientos (Tabla 2), lo que sugiere que
estos tres ensayos son capaces de detectar de forma fiable sitios fuera del objetivo de corte frecuente.

En resumen, Abnoba-Seq fue capaz de identificar sitios fuera del objetivo comunmente cortados con una cantidad
sustancialmente menor de ADN gendmico de entrada, lo que lo convierte en un procedimiento adecuado para evaluar
la especificidad de nucleasas programables especificas de objetivo en muestras celulares valiosas de tamafo de
muestra y disponibilidad limitados.

Ejemplo 3: Analisis Abnoba-Seq en muestras celulares de tamano y disponibilidad limitados

Tabla 2
En general con GUIDE-Seq En general con CIRCLE-Seq
General Top 20 Top 10 General Top 20 Top 10
FANCF 67% 67% 67% 21% 60% 80%
RNF2 100% 100% 100% 14% 15% 30%
VEGFA 75% 90% 100% 19% 90% 90%
HEKs4 58% 100% 100% 11% 85% 80%

Una desventaja importante de los procedimientos de analisis fuera del objetivo ya existentes es que no pueden
aplicarse facilmente a muestras celulares de tamafo y disponibilidad de muestra limitados. Como prueba de concepto
de que Abnoba-Seq puede realizarse en ADN gendmico de tipos celulares clinicamente relevantes con disponibilidad
limitada, Abnoba-Seq se aplico a ADN gendmico aislado de células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSC)
CD34-positivas derivadas de sangre de cordon umbilical. Como se visualizé en el control durante el proceso (Figura
3B), la nucleasa CRISPR-Cas9 dirigida a VEGFA mostrd una elevada actividad de escision dentro del objetivo y el
resultado de Abnoba-Seq para las HSC (Figura 8A) fue comparable al anterior realizado en ADN gendmico de células
U20S (Figura 6). Una comparacion mas detallada revel6 que la mayoria de los sitios identificados eran comunes entre
las dos muestras (Figura 8B). Al considerar los 20 o 50 sitios objetivo mas importantes identificados en el ADN
genomico de las HSC, 95 % (19/20) 0 92 % (46/50) se identificaron previamente en el ADN gendmico de las células
U20S, respectivamente (Figura 8C,D), lo que indica una alta reproducibilidad del ensayo. En resumen, Abnoba-Seq
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es un procedimiento robusto que puede aplicarse con éxito al ADN gendémico aislado de muestras de células valiosas
de tamafio y disponibilidad de muestra limitados.

Ejemplo 4: Verificacion de la actividad CRISPR-Cas fuera del objetivo en células

El analisis de la actividad in vitro de una nucleasa programable especifica de objetivo devuelve un escenario del peor
de los casos porque (i) in vitro todos los sitios gendmicos potenciales fuera del objetivo son facilimente accesibles a
CRISPR-Cas9 vy (ii) la concentracion de nucleasa podria ser mucho mayor in vitro que en el nucleo de las células
transfectadas. Por lo tanto, se analizaron los 20 sitios fuera del objetivo predichos por Abnoba-Seq para las nucleasas
CIRPSR-Cas orientadas a VEGFA y HEKs4 mediante secuenciacion de amplicones orientada siete dias después de
la transfeccién de células U20S o HSC primarias. La eficiencia de edicién general, segun lo indicado por las
frecuencias indel, fue 96 % en el sitio de objetivo de VEGFA en celdas U20S, 61 % en el sitio de objetivo de VEGFA
en HSC y 69 % en el sitio de objetivo de HEKs4 en HSC (Figura 9). La actividad global fuera del objetivo en estas
células fue bastante baja. La mayor actividad fuera del objetivo se observé en el sitio fuera del objetico de VEGFA
(OT) 8, con 20 % de alelos editados en células U20S y 10 % de alelos editados en HSCs, y en VEGFA OT-13 con 5
% de alelos editados en la HSC. La actividad fuera del objetivo en los demas sitios fuera del objetivo previstos fue baja
o inexistente. Algunos de los sitios fuera del objetivo s6lo se escindieron en las células U20S, pero no en las HSC
primarias (OT-12, OT-14, OT-16), lo que sugiere efectos especificos del tipo celular. En resumen, sélo alrededor de la
mitad de los sitios fuera del objetivo identificados in vitro se escindieron realmente en las células. Cabe destacar que
CIRLCE-Seq y GUIDE-Seq también predijeron que la mayoria de estos sitios investigados estaban fuera del objetivo.
En conjunto, es importante tener en cuenta que los procedimientos in vitro para detectar sitios fuera del objetivo en
todo el genoma y de forma imparcial son sofisticados, pero siguen siendo meras herramientas de prediccion.

Mientras que muchos procedimientos genémicos para identificar la actividad fuera del objetivo asociada a CRISPR-
Cas son aparentemente imparciales, el proceso bioinformatico para analizar los datos NGS introduce algun sesgo, en
particular con respecto al numero maximo de desajustes permitidos o el requisito de una PAM. Es importante destacar
que Abnoba-Seq para identificar sitios fuera del objetivo no hace ninguna suposicion sobre la naturaleza de un sitio
fuera del objetivo, ni el grado de homologia con el sitio dentro del objetivo ni la presencia de una PAM especifica. Por
lo tanto, Abnoba-Seq identificara sitios fuera del objetivo que son excluidos por otros procedimientos, incluyendo RNF2
OT7 con 7 desajustes y 2 protuberancias, RNF2 OT37 con 9 desajustes, VEGFA OT2 con 3 desajustes y un TGA
PAM, VEGFA OT26 con 3 desajustes y un TGA PAM, o VEGFA OT75 con 2 desajustes y un TTG PAM. En conjunto,
Abnoba-Seq es un procedimiento in vitro verdaderamente imparcial para perfilar la actividad CRISPR-Cas fuera del
objetivo in vitro e in vivo. Dado que so6lo se necesitan cantidades minimas de ADN gendmico para realizar el ensayo,
Abnoba-Seq puede aplicarse de forma especifica para cada tipo celular a muestras de células valiosas de tamafio y
disponibilidad de muestra limitados.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo de una o mas nucleasas programables especificas de
objetivo en un genoma in vitro que comprende los pasos de:

(a) proporcionar una muestra de entrada que comprenda ADN gendmico, fragmentar aleatoriamente el ADN
genomico en fragmentos de ADNdc, y ligar un adaptador de bloqueo a los extremos de los fragmentos de
ADNdc y eliminar los fragmentos de ADNdc que comprendan extremos no bloqueados, para preparar
fragmentos purificados de ADNdc con extremos bloqueados;

(b) preparar una biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ADNdc, mediante

b1) escindir los fragmentos purificados de ARNdc con extremos bloqueados con una o mas nucleasas
programables especificas de objetivo para obtener fragmentos de ARNdc escindidos;

b2) ligar un adaptador de afinidad a los sitios de escision de los fragmentos de ARNdc escindidos para obtener
fragmentos de ARNdc modificados por adaptador de afinidad;

b3) enriquecer fragmentos de ADNdc modificados por adaptador de afinidad utilizando el adaptador de
afinidad para obtener fragmentos de ADNdc modificados por adaptador de afinidad enriquecidos; y

b4) amplificar los fragmentos de ADNdc modificados por adaptador de afinidad enriquecidos mediante
amplificacién por PCR para obtener una biblioteca de ADN escindida y amplificada de fragmentos de ADNd(c;
(c) realizar una secuenciacion de la biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ARNdc para
obtener lecturas de secuencias;

(d) alinear las lecturas de secuencias con un genoma de referencia para obtener lecturas de secuencias
alineadas;

(e) identificar los sitios de escision, determinando los sitios de escision putativos y excluyendo los sitios de
escision falsos positivos, en los que los sitios de escisién putativos se determinan localizando regiones de
secuencia en el genoma de referencia en las que coinciden los inicios y los finales de las lecturas de
secuencia alineadas, e identificar los sitios de escision putativos como los sitios de estas regiones de
secuencia en los que coinciden los inicios y los finales de las lecturas de secuencia.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la muestra de entrada comprende menos de 1 ug,
preferentemente menos de 800 ng, mas preferentemente menos de 700 ng, incluso mas preferentemente
aproximadamente 600 ng, de ADN gendmico.

3. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el paso a) comprende

a1) fragmentacion aleatoria del ADN gendmico hasta una longitud definida para obtener fragmentos de
ADNdc;

a2) proteger los extremos de los fragmentos de ARNdc ligando un adaptador de bloqueo para obtener
fragmentos de ARNdc con extremos bloqueados, preferentemente comprendiendo los pasos de

1) preparar los fragmentos de ARNdc para la ligadura del adaptador de bloqueo; y

2) ligar un adaptador de bloqueo a los extremos de los fragmentos de ARNdc, para obtener fragmentos de
ARNdc con extremos bloqueados; y

a3) poner en contacto la muestra que comprende los fragmentos de ADNdc con extremos bloqueados con
una o0 mas exonucleasas para eliminar los fragmentos de ADNdc con extremos no bloqueados, para obtener
fragmentos purificados de ADN con extremos bloqueados.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el adaptador de bloqueo
comprende una o mas modificaciones, que tras la ligadura del adaptador de bloqueo a un fragmento de ADNdc,
impiden la ligadura, del extremo al que el adaptador de bloqueo esta ligado al fragmento de ADNdc y una o mas de
las modificaciones, que tras la ligadura del adaptador de bloqueo a un fragmento de ADNdc, impiden la escision por
exonucleasa del fragmento de ADNdc del extremo al que el adaptador de bloqueo esta ligado al fragmento de ADNdc.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso b1) la una o
mas nucleasas programables especificas de objetivo se selecciona de nucleasas efectoras similares a activadores de
la transcripcion (TALEN), nucleasas de dedos de zinc (ZFN), meganucleasas, megaTAL, Fokl-dCas9, nucleasas
guiadas por ARN de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente espaciadas (CRISPR)/Cas
(CRISPR/Cas RGN) o una variante de las mismas, nucleasas de ADN guiadas por ADN basadas en proteinas de la
familia Argonauta o una variante de las mismas, o una combinacion de las mismas, preferentemente una o mas
CRISPR/Cas RGN, en las que la endonucleasa Cas de la CRISPR/Cas RGN es preferentemente la endonucleasa
Cas9 o una variante de la endonucleasa Cas9 o la endonucleasa Cpf1 o una variante de la endonucleasa Cpf1.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el adaptador de bloqueo

y/o el adaptador de afinidad son adaptadores basados en ARNdc, y en el que el adaptador de bloqueo y/o el adaptador
de afinidad comprenden un sitio cebador compatible para su uso en cebado por PCR.
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7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el adaptador de afinidad
es un adaptador basado en ARNdc que comprende una o mas modificaciones basadas en biotina o biotina y en el que
en el paso b3) se utiliza estreptavidina o una variante de la misma, preferentemente inmovilizada en perlas magnéticas,
como molécula de union del adaptador de afinidad para enriquecer los fragmentos de ARNdc escindidos y modificados
por adaptador de afinidad.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el paso b4) para obtener
la biblioteca de ADN escindido y amplificado de fragmentos de ARNdc comprende una amplificacion por PCR en dos
pasos, con

1. un primer paso de amplificacién PCR para la amplificacién PCR lineal utilizando fragmentos de ARNdc
modificados por adaptador de afinidad enriquecidos y unidos mediante una molécula de union de adaptador
a un soporte solido como molde y un cebador especifico de adaptador de afinidad; y

2. después del primer paso, un segundo paso de amplificacion por PCR, tras eliminar de la mezcla de reaccion
los fragmentos de ARNdc modificados por el adaptador de afinidad enriquecido y unidos mediante la molécula
de unién del adaptador al soporte sdlido, y afiadir un cebador especifico del adaptador de bloqueo como
segundo cebador.

9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso d) las lecturas
de secuencia se alinean con un genoma de referencia para obtener lecturas de secuencia alineadas, mediante primero
d1) recortar el adaptador de bloqueo, el adaptador de afinidad y la secuencia del adaptador de secuenciacion
opcional de las lecturas de secuencia para obtener lecturas de secuencia recortadas; y segundo
d2) mapear las lecturas de secuencia recortadas a un genoma de referencia para obtener lecturas de
secuencia alineadas.

10. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ADN gendmico es ADN
genomico humano y en el que el genoma de referencia es un genoma de referencia humano, preferentemente hg19
0 hg38.

11. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso e) los sitios
putativos de escision se determinan mediante

- dividir el genoma de referencia que comprende las lecturas de secuencias alineadas en intervalos de una
longitud definida, preferentemente de al menos aproximadamente100 nt; y

- determinar, para cada ubicacién que comprenda al menos un inicio de lectura de secuencia y al menos un
final de lectura de secuencia, uno o mas sitios de escision putativos como sitios con un maximo local para la
suma de inicios de lectura de secuencia y finales de lectura de secuencia, y opcionalmente minimizar la
distancia al centro del intervalo;

en el que un inicio de lectura de secuencia consiste en los primeros 1 a 5 nt, preferentemente los primeros 2 a 4 nt,
mas preferentemente los primeros 3 nt, y un final de lectura de secuencia consiste en los ultimos 1 a 5 nt,
preferentemente los Ultimos 2 a 4 nt, mas preferentemente los ultimos 3 nt, de una lectura de secuencia alineada.

12. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que en el paso e) los sitios
de escision se identifican mediante

e1) dividir el genoma de referencia que comprende las lecturas de secuencias alineadas en intervalos de
longitud de secuencia establecida, preferentemente de aproximadamente 100 nt de longitud,

e2) determinar preferentemente para cada intervalo una cobertura de lectura, descartando los intervalo con
una cobertura de lectura de 0 y combinando preferentemente los intervalos con una cobertura de lectura de
>0 consecutivamente, basandose en el orden de secuencia en el genoma de referencia, en un conjunto
continuo de intervalos;

e3) dividir cada intervalo en ventanas de una anchura determinada, preferentemente de 4 nt, con un tamafo
de paso establecido, que es igual o menor, preferentemente menor, que la anchura de las ventanas,
preferentemente de 2 nt;

e4) determinar la cobertura inicial, final y de fondo de cada ventana, agrupando,

- inicios de lectura de secuencia que caen en la regién de la ventana en un grupo de cobertura de inicio;

- finales de lectura de secuencia que caen en la region ventana en un grupo de cobertura final; y

- lecturas de secuencias que caen en la regién de la ventana, pero no pertenecen al grupo de cobertura inicial
y al grupo de cobertura final en un grupo de cobertura de fondo;

y sumando para cada ventana el nimero de lecturas en el grupo de cobertura inicial, cobertura final y cobertura de
fondo, respectivamente;
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e5) determinar, para cada intervalo que comprenda al menos un inicio de lectura de secuencia y al menos un
final de lectura de secuencia, uno o mas sitios de escision putativos maximizando la suma de la cobertura
inicial y la cobertura final y minimizando la distancia al centro del intervalo; y

e6) excluyendo los sitios de escision falsos positivos;

en el que un inicio de lectura de secuencia consiste en los primeros 1 a 5 nt, preferentemente los primeros 2 a 4 nt,
mas preferentemente los primeros 3 nt, y un final de lectura de secuencia consiste en los ultimos 1 a 5 nt,
preferentemente los ultimos 2 a 4 nt, mas preferentemente los ultimos 3 nt, de una lectura de secuencia alineada.

13. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los sitios de escision
falsos positivos se excluyen seleccionando Unicamente sitios de escision putativos con

1. una relacién de la cobertura de fondo a la cobertura de la sefial, que no supere un determinado umbral,
preferentemente aproximadamente 0,5; y/o

2. una relacion entre la cobertura inicial y la cobertura final en el sitio de escision putativo, dentro de un cierto
intervalo numérico, preferentemente entre 1/5 y 5/1 aproximadamente; y/o

3. una cobertura minima del sitio, preferentemente de 6 o mas; y/o

4. una cobertura minima de intervalos, preferentemente de 10 o mas.

14. Un procedimiento para detectar sitios fuera del objetivo en un genoma in vivo que comprende los pasos de

i) proporcionar una primera muestra, que comprende ADN gendmico de células tratadas con una o mas
nucleasas programables especificas de objetivo, y una segunda muestra, que comprende ADN gendmico de
células de fondo genético relacionado, preferentemente células del mismo fondo genético, no tratadas con la
una o mas nucleasas programables especificas de objetivo;

ii) para ambas muestras, detectar independientemente in vitro los sitios fuera del objetivo mediante el
procedimiento de las reivindicaciones 1 a 13 y utilizando la una o mas nucleasas programables especificas
del objetivo en el paso i); y

iii) comparar los sitios fuera de objetivo entre las dos muestras para identificar los sitios fuera del objetivo solo
identificados en la muestra que comprende ADN genémico de células no tratadas con la una o mas nucleasas
programables especificas de objetivo, pero no en la muestra que comprende ADN gendmico de células
tratadas con la una o0 mas nucleasas programables especificas de objetivo como sitios fuera del objetivo in
vivo de la una o mas nucleasas programables especificas de objetivo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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