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DESCRIPCION
Nucleasas guiadas por ARN y fragmentos activos y variantes de las mismas y métodos de uso
DECLARACION RELATIVA AL LISTADO DE SECUENCIAS

El listado de secuencias asociado con la presente solicitud se proporciona en formato ASCII en lugar de una copia
impresa, y por tanto se incorpora en la presente por referencia en la presente memoria descriptiva. La copia ASCII
denominada L103438_1200WO_0084_1_SL tiene un tamafio de 878.362 bytes y se cre6 el 21 de abril de 2021.

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere al campo de la biologia molecular y la edicién de genes, y se define por las
reivindicaciones adjuntas.

Antecedentes de la invencion

La edicién o modificacién dirigida del genoma se esta convirtiendo rapidamente en una herramienta importante para
la investigacién bésica y aplicada. Los métodos iniciales implicaban nucleasas disefiadas tales como meganucleasas,
proteinas de fusién con dedos de zinc o TALEN, que requieren la generacién de nucleasas quiméricas con dominios
de unién al ADN especificos de secuencia programables y disefiados especificas para cada secuencia diana concreta.
Las nucleasas guiadas por ARN, tales como las proteinas asociadas a grupos de repeticiones palindrémicas cortas
en intervalos regulares (CRISPR) (Cas) del sistema bacteriano CRISPR-Cas, permiten el direccionamiento a
secuencias especificas mediante la formacién de complejos de las nucleasas con ARN de guia que hibrida
especificamente con una secuencia diana particular. Producir ARN de guia especificos de diana es menos costoso y
més eficaz que generar nucleasas quiméricas para cada secuencia diana. Estas nucleasas guiadas por ARN pueden
utilizarse para editar genomas, opcionalmente mediante la introduccién de una rotura de la doble cadena especifica
de secuencia que se repara mediante la unién de extremos no homoélogos (NHEJ), propensa a errores, para introducir
una mutacién en una localizacién genémica especifica. Como alternativa, se puede introducir ADN heterélogo en el
sitio gendmico mediante reparacién dirigida por homologia. Las nucleasas guiadas por ARN (NGA) también pueden
utilizarse para la edicién de bases cuando se fusionan con una desaminasa.

Los documentos US 2019/264232 A1 y CN110551762 A divulgan cada uno una secuencia descrita como una enzima
Cas9 que tiene una identidad de secuencia del 79,5 % con la presente SEQ ID NO: 83 en 1053 posiciones de
aminoacidos.

Breve sumario de la invencion

En un primer aspecto, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que
codifica un polipéptido de nucleasa guiada por ARN (NGA), en donde dicho polinucleétido comprende una secuencia
de nucleétidos que codifica un polipéptido de NGA que comprende una secuencia de aminoéacidos que tiene al menos
el 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 83;

en donde dicho polipéptido de NGA se puede unir a una secuencia de ADN diana de una manera especifica de
secuencia guiada por ARN cuando se une a un ARN de guia (ARNg) capaz de hibridar con dicha secuencia de
ADN diana y

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82.

En una realizacién, la molécula de 4cido nucleico tiene codones optimizados para su expresién en una célula eucariota.
En una realizacién, dicho polinucleétido que codifica un polipéptido NGA esta unido operativamente a un promotor. En
una realizaciéon, dicho promotor es heterélogo a dicho polinucleétido. En una realizacion, el polipéptido NGA esta
fusionado operativamente a un dominio efector. En una realizaciéon, el dominio efector comprende un dominio de corte,
un dominio de desaminasa o un dominio modulador de expresiéon. En una realizacién, el dominio efector est4 fusionado
operativamente en el extremo N-terminal, el extremo C-terminal o en una localizacién interna de dicho polipéptido
NGA.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un vector que comprende la molécula de acido nucleico del primer
aspecto. En una realizacién, el vector comprende ademas al menos una secuencia de nucleétidos que codifica dicho
ARNg capaz de hibridarse con dicha secuencia de ADN diana.

En un tercer aspecto, la invencidén proporciona una célula que comprende la molécula de acido nucleico del primer
aspecto.

En un cuarto aspecto, la invencidén proporciona un polipéptido aislado de nucleasa guiada por ARN (NGA), en donde
dicho polipéptido NGA comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 90 % de identidad de
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secuencia con la SEQ ID NO: 83; y

en donde dicho polipéptido NGA se puede unir a una secuencia de ADN diana de una molécula de ADN de una
manera especifica de secuencia guiada por ARN cuando se une a un ARN de guia (ARNg) capaz de hibridar con
dicha secuencia de ADN diana; y

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82.

En una realizacién, el polipéptido NGA esté fusionado operativamente a un dominio efector. En una realizacién, el
dominio efector comprende un dominio de corte, un dominio de desaminasa o un dominio modulador de expresién. En
una realizacién, el dominio efector esta fusionado operativamente en el extremo N-terminal, el extremo C-terminal o
en una localizacién interna de dicho polipéptido NGA.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona un sistema para unir una secuencia de ADN diana de una molécula de
ADN, comprendiendo dicho sistema:

a) uno o mas ARN de guia capaces de hibridar con dicha secuencia de ADN diana o uno o mas polinucleétidos
que comprenden una o més secuencias de nucleétidos que codifican el uno o mas ARN de guia (ARNg); y

b) un polipéptido de nucleasa guiada por ARN (NGA) que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos el 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 83 o un polinucledtido que comprende una secuencia
de nucleétidos que codifica el polipéptido de NGA,

en donde el uno o méas ARN de guia pueden hibridar con la secuencia de ADN diana;

en donde el uno o mas ARN guia son capaces de formar un complejo con el polipéptido NGA para dirigir dicho
polipéptido NGA a unirse a dicha secuencia de ADN diana de la molécula de ADN; y

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82.

En una realizacién, al menos una de dichas secuencias nucleotidicas que codifican el uno o mas ARN guia y dicha
secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido NGA estd operativamente unida a un promotor heterélogo a dicha
secuencia nucleotidica. En una realizacion, dicha secuencia de ADN diana es una secuencia de ADN diana eucariota.
En una realizacion, las secuencias de nucledtidos que codifican el uno 0 méas ARN guia y la secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido NGA se encuentran en un vector. En una realizacién, dicho ARNg se selecciona entre:

a) un ARNg que comprenda una secuencia repetida CRISPR que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 84 y un ARNtrat que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 85; y

b) un ARNg que comprenda una secuencia repetida CRISPR que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 84 y un ARNtrat que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 78.

En una realizacién del primer, cuarto o quinto aspectos, dicho polipéptido NGA es una nucleasa inactiva o es una
nickasa. En una realizacién del primer, cuarto o quinto aspectos, el polipéptido de NGA esta fusionado operativamente
a un polipéptido de edicién de bases. En una realizacién, el polipéptido de edicién de bases es una desaminasa. En
una realizacién del primer, cuarto o quinto aspectos, el polipéptido NGA comprende una o més sefiales de localizacién
nuclear.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona un método in vitro o ex vivo para unir una secuencia de ADN diana de
una molécula de ADN que comprende suministrar un sistema segun el quinto aspecto, a dicha secuencia de ADN
diana o a una célula que comprende la secuencia de ADN diana, en donde el método no es un proceso para modificar
la identidad genética de la linea germinal de un ser humano.

En un séptimo aspecto, la invencidén proporciona un método in vitro o ex vivo para escindir y/o modificar una secuencia
de ADN diana de una molécula de ADN, que comprende poner en contacto la molécula de ADN con:

a) un polipéptido de nucleasa guiada por ARN (NGA), en donde dicha NGA comprende una secuencia de
aminoécidos que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 83; y
b) uno o mas ARN de guia capaces de dirigir la NGA de (a) a la secuencia de ADN diana;

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82;

en donde el uno o mas ARN de guia hibridan con la secuencia de ADN diana, dirigiendo asi dicho polipéptido de
NGA para que se una a dicha secuencia de ADN diana y se produzca la escisién y/o modificacién de dicha
secuencia de ADN diana, y

en donde el método no es un proceso para modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser humano.
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En una realizacién, la escisién por dicho polipéptido NGA genera una rotura bicatenaria o una rotura monocatenaria.
En una realizacién, dicha secuencia de ADN diana modificada comprende:

a) delecidén de al menos un nucledtido de la secuencia de ADN diana; o
b) mutacidén de al menos un nucleétido en la secuencia de ADN diana.

En una realizacidén del primer, segundo, tercer, cuarto, quinto, sexto o séptimo aspectos, dicho polipéptido de NGA
comprende la secuencia de aminoé4cidos establecida en la SEQ ID NO: 83.

Se proporcionan composiciones y métodos para unir una secuencia diana de interés. Las composiciones encuentran
uso en la escisién o modificacién de una secuencia diana de interés, la deteccién de una secuencia diana de interés
y la modificacién de la expresiéon de una secuencia de interés. Las composiciones comprenden polipéptidos de
nucleasas guiadas por ARN (NGA), los ARN de CRISPR (los ARNcr), los ARN transactivadores de CRISPR (los
ARNtrat), los ARN de guia (ARNg), moléculas de &cido nucleico que codifican los mismos, y vectores y células
hospedadoras que comprenden las moléculas de &cido nucleico. También se proporcionan sistemas de NGA para la
unioén a una secuencia diana de interés, en donde el sistema de NGA comprende un polipéptido de nucleasa guiada
por ARN y uno o mas ARN de guia. Por tanto, los métodos divulgados en el presente documento estan destinados a
la unién con una secuencia diana de interés y, en algunas realizaciones, escindir o modificar la secuencia diana de
interés. La secuencia diana de interés se puede modificar, por ejemplo, como resultado de la unién de extremos no
homdlogos, reparacién dirigida por homologia con una secuencia donante introducida, o edicién de bases.

Las referencias a métodos de tratamiento mediante terapia con una composicién, sistema u otro agente deben
interpretarse como referencias a la composicidn, sistema u otro agente para su uso en dichos métodos.

Descripcion detallada
I. Descripcién general

Las nucleasas guiadas por ARN (NGA) permiten la manipulacién dirigida de uno o mas sitios especificos dentro de un
genoma y son Utiles en el contexto del direccionamiento a genes para aplicaciones terapéuticas y de investigacién. En
una diversidad de organismos, incluyendo mamiferos, las nucleasas guiadas por ARN se han utilizado para el disefio
técnico del genoma mediante la estimulaciéon de la unién de extremos no homélogos y la recombinacién hombéloga,
por ejemplo. Las composiciones y métodos descritos en el presente documento son Utiles para crear roturas
monocatenarias o bicatenarias en polinucleétidos, para modificar polinucleétidos, detectar un sitio particular dentro de
un polinucleétido o modificar la expresién de un gen particular.

Las nucleasas guiadas por ARN divulgadas en el presente documento pueden alterar la expresién génica modificando
una secuencia diana. En realizaciones especificas, las nucleasas guiadas por ARN se dirigen a la secuencia diana
mediante un ARN de guia (ARNg) como parte de un sistema de nucleasa guiada por ARN de grupos de repeticiones
palindrémicas cortas en intervalos regulares (CRISPR). Las NGA se consideran "guiadas por ARN" porque los ARN
guia forman un complejo con las nucleasas guiadas por ARN para dirigir a la nucleasa guiada por ARN a unirse a una
secuencia diana y en algunas realizaciones, introducir una rotura monocatenaria o bicatenaria en la secuencia diana.
Una vez escindida la secuencia diana, la rotura se puede reparar de manera que la secuencia de ADN de la secuencia
diana se modifique durante el proceso de reparacién. Por tanto, en el presente documento se proporcionan métodos
para usar las nucleasas guiadas por ARN para modificar una secuencia diana en el ADN de las células hospedadoras.
Por ejemplo, se pueden usar nucleasas guiadas por ARN para modificar una secuencia diana en un locus genémico
de células eucariotas o células procariotas.

/. Nucleasas guiadas por ARN

En el presente documento se proporcionan nucleasas guiadas por ARN segun el cuarto aspecto. El término nucleasa
guiada por ARN (NGA) se refiere a un polipéptido que se une a una secuencia de nucleétidos diana particular de una
manera especifica de secuencia y se dirige a la secuencia de nucleétidos diana mediante una molécula de ARN de
guia que forma un complejo con el polipéptido e hibrida con la secuencia diana. Aunque una nucleasa guiada por ARN
puede ser capaz de escindir la secuencia diana al unirse, la expresién nucleasa guiada por ARN también abarca
nucleasas guiadas por ARN sin actividad de nucleasa que son capaces de unirse a, pero no de escindir, una secuencia
diana. La escisién de una secuencia diana mediante una nucleasa guiada por ARN puede dar como resultado una
rotura monocatenaria o bicatenaria. Las nucleasas guiadas por ARN que sélo son capaces de escindir una Unica
cadena de una molécula de acido nucleico bicatenario se denominan en el presente documento nickasas.

Las nucleasas guiadas por ARN divulgadas en el presente documento incluyen la nucleasa guiada por ARN
APG01604, cuya secuencia de aminoacidos se expone como la SEQ ID NO: 83, y fragmentos o variantes activas de
la misma que conserven la capacidad de unirse a una secuencia de nucleétidos diana de una manera especifica de
secuencia guiada por ARN. En algunas de estas realizaciones, el fragmento o variante activa de la NGA APG01604
es capaz de escindir una secuencia diana monocatenaria o bicatenaria. La variante activa de la NGA APG01604
comprende una secuencia de aminoéacidos que tiene al menos el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el
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96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 83. En determinadas realizaciones, un fragmento activo de la NGA APG01604 comprende al menos 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050 0 mas restos de
aminoécidos contiguos de la secuencia de aminoéacidos expuesta como la SEQ ID NO: 83. Las nucleasas guiadas por
ARN proporcionadas en el presente documento pueden comprender al menos un dominio de nucleasa (por ejemplo,
dominio de ADNasa, ARNasa) y al menos el dominio de reconocimiento de ARN y/o de unién a ARN para interactuar
con los ARN de guia. Otros dominios que se pueden encontrar en las nucleasas guiadas por ARN proporcionadas en
el presente documento incluyen, pero sin limitacion: dominios de unién a ADN, dominios de helicasa, dominios de
interaccién proteina-proteina y dominios de dimerizacién. En realizaciones especificas, las nucleasas guiadas por ARN
proporcionadas en el presente documento pueden comprender al menos el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %,
el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de identidad de secuencia con
uno o mas de un dominio de unién al ADN, dominio de helicasa, dominio de interaccién proteina-proteina y dominio
de dimerizacién.

Una secuencia de nucledtidos diana se une a una nucleasa guiada por ARN proporcionada en el presente documento
e hibrida con el ARN de guia asociado con la nucleasa guiada por ARN. La secuencia diana puede escindirse
posteriormente mediante la nucleasa guiada por ARN si el polipéptido posee actividad de nucleasa. Los términos
"escindir" 0 "escisién" se refieren a la hidrélisis de al menos el enlace fosfodiéster dentro de la cadena principal de una
secuencia de nucleétidos diana, lo que puede dar como resultado roturas monocatenarias o bicatenarias dentro de la
secuencia diana. Las NGA divulgadas en el presente documento pueden escindir nucleétidos dentro de un
polinucleétido, funcionando como una endonucleasa, o pueden ser una exonucleasa, que elimina nuclebtidos
sucesivos del extremo (el extremo 5' y/o el extremo 3') de un polinucleétido. En otras realizaciones, las NGA divulgadas
pueden escindir nucleétidos de una secuencia diana dentro de cualquier posiciéon de un polinucleétido y, por tanto,
funcionar como endonucleasa y exonucleasa. La escisién de un polinucleétido diana mediante las NGA divulgadas en
el presente documento puede dar como resultado roturas escalonadas o extremos romos.

Las nucleasas guiadas por ARN divulgadas en el presente documento pueden ser secuencias de tipo silvestre
procedentes de especies bacterianas o de arqueas. Como alternativa, las nucleasas guiadas por ARN pueden ser
variantes o fragmentos de polipéptidos de tipo silvestre. La NGA de tipo silvestre se puede modificar para alterar la
actividad de la nucleasa o alterar la especificidad de PAM, por ejemplo. En algunas realizaciones, la nucleasa guiada
por ARN no es de origen natural.

En determinadas realizaciones, la nucleasa guiada por ARN funciona como una nickasa, escindiendo sé6lo una Unica
cadena de la secuencia de nucleétidos diana. Dichas nucleasas guiadas por ARN tienen un Unico dominio de nucleasa
funcional. En realizaciones particulares, la nickasa es capaz de escindir la hebra positiva o la hebra negativa. En
algunas de estas realizaciones, se han mutado dominios de nucleasa adicionales de manera que la actividad de
nucleasa se reduce o elimina.

En otras realizaciones, la nucleasa guiada por ARN carece totalmente de actividad nucleasa y se denomina en el
presente documento nucleasa muerta o nucleasa inactiva. Cualquier método conocido en la técnica para introducir
mutaciones en una secuencia de aminoécidos, tal como la mutagénesis mediada por PCR y la mutagénesis dirigida
al sitio, puede utilizarse para generar nickasas o NGA muertos por nucleasas. Véase, por ejemplo, las publicaciones
de EE. UU. N.° 2014/0068797 y la patente de EE.UU. N.° 9.790.490.

Las nucleasas guiadas por ARN que carecen de actividad nucleasa pueden utilizarse para liberar un polipéptido
fusionado, polinucleétido o carga util de molécula pequefia a una localizacién genémica concreta. En algunas de estas
realizaciones, el polipéptido de NGA o ARN de guia se puede fusionar con un marcador de deteccién para permitir la
detecciéon de una secuencia particular. Como ejemplo no limitante, una NGA son actividad de nucleasa se puede
fusionar a un marcador de deteccién (por ejemplo, una proteina fluorescente) y dirigirse a una secuencia particular
asociada con una enfermedad para permitir la deteccidén de la secuencia asociada a la enfermedad.

Como alternativa, las NGA sin actividad de nucleasa pueden dirigirse a ubicaciones gendmicas particulares para
alterar la expresién de una secuencia deseada. En algunas realizaciones, la unién de una nucleasa guiada por ARN
sin actividad de nucleasa a una secuencia diana da como resultado la reduccién de la expresién de la secuencia diana
o de un gen bajo control transcripcional por la secuencia diana al interferir con la unién de la ARN polimerasa o de
factores de transcripcién dentro de la regién gendmica diana. En otras realizaciones, la NGA (por ejemplo, una NGA
sin actividad de nucleasa) o su ARN de guia formando complejo comprende ademés un modulador de la expresién
que, al unirse a una secuencia diana, sirve para reprimir o activar la expresién de la secuencia diana o un gen bajo
control transcripcional por la secuencia diana. En algunas de estas realizaciones, el modulador de expresién modula
la expresién de la secuencia diana o del gen regulado a través de mecanismos epigenéticos.

En otras realizaciones, las NGA sin actividad de nucleasa o una NGA con solo actividad de nickasa pueden dirigirse
a ubicaciones gendmicas particulares para modificar la secuencia de un polinucleétido diana mediante fusién con un
polipéptido de edicién de bases, por ejemplo, un polipéptido de desaminasa o una variante activa o un fragmento del
mismo, que modifica quimicamente de forma directa (por ejemplo, desamina) una nucleobase, dando como resultado
la conversién de una base nucleotidica en otra. El polipéptido de edicién de bases se puede fusionar al NGA en su
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extremo aminoterminal o carboxiterminal. Ademés, el polipéptido de edicién de bases puede fusionarse a la NGA
mediante un enlazador peptidico. Un ejemplo no limitante de un polipéptido de desaminasa que es Util para tales
composiciones y métodos incluye el editor de bases citidina desaminasa o una adenosina desaminasa (tal como el
editor de bases de adenina desaminasa descrito en Gaudelli. ef al. (2017) Nature 551:464-471, las publicaciones de
EE. UU. N.° 2017/0121693 y 2018/0073012, y la publ. internacional. N.° WO 2018/027078, o cualquiera de las
desaminasas divulgadas en la publicacién internacional N.° WO 2020/139873). Ademas, es conocido en la técnica
que ciertas proteinas de fusién entre un NGA y una enzima editora de bases también pueden comprender al menos
un polipéptido estabilizador del uracilo que aumenta la tasa de mutacién de una citidina, desoxicitidina o citosina a una
timidina, desoxitimidina o timina en una molécula de 4cido nucleico mediante una desaminasa. Ejemplos no limitantes
de polipéptidos estabilizadores de uracilo incluyen los divulgados en la solicitud provisional de Estados Unidos n.°
63/052.175, presentada el 15 de julio de 2020, incluyendo USP2 (SEQ ID NO: 1089) y un dominio inhibidor de uracilo
glicosilasa (UGI) (SEQ ID NO: 212), que puede aumentar la eficiencia de edicién de bases. Por lo tanto, una proteina
de fusion puede comprender un NGA descrito en el presente documento o una variante del mismo, una desaminasa
y opcionalmente al menos un polipéptido estabilizador del uracilo, tal como UGl o USP2. En determinadas
realizaciones, el NGA fusionado al polipéptido de edicién de bases es una nickasa que corta la cadena de ADN sobre
la que no actla el polipéptido de edicién de bases (por ejemplo, una desaminasa).

Las nucleasas guiadas por ARN que estan fusionadas a un polipéptido o dominio pueden estar separadas o unidas
mediante un enlazador. Eltérmino "enlazador", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un grupo quimico
0 una molécula que une dos moléculas o restos, por ejemplo, un dominio de unién y un dominio de escisién de una
nucleasa. En algunas realizaciones, un enlazador une un dominio de unién a ARNg de una nucleasa guiada por ARN
y un polipéptido de edicién de bases, tal como una desaminasa. En algunas realizaciones, un enlazador une una NGA
sin actividad de nucleasa y una desaminasa. Tipicamente, el enlazador esta colocado entre, o flanqueado por, dos
grupos, moléculas u otros restos, y se conecta a cada uno de ellos mediante un enlace covalente, conectdndolos asi.
En algunas realizaciones, el enlazador es un aminoacido o una pluralidad de aminoéacidos (por ejemplo, un péptido o
proteina). En algunas realizaciones, el enlazador es una molécula orgénica, un grupo, polimero o resto quimico. En
algunas realizaciones, el enlazador tiene 5-100 aminoécidos de longitud, por ejemplo, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90,
90-100, 100-150 o 150-200 aminoécidos de longitud. También se contemplan enlazadores mas largos o més cortos.

Las nucleasas guiadas por ARN divulgadas en el presente documento pueden comprender al menos una sefial de
localizacién nuclear (SLN) para potenciar el transporte de la NGA al ndcleo de una célula. Las sefiales de localizacion
nuclear se conocen en la técnica y generalmente comprenden un tramo de aminoacidos basicos (véase, por ejemplo,
Lange et al., J. Biol. Chem. (2007) 282:5101-5105). En realizaciones particulares, la NGA comprende 2, 3, 4, 5,6 o
méas sefiales de localizacidén nuclear. La sefial o sefiales de localizacién nuclear pueden ser una SLN heteréloga. Los
ejemplos no limitantes de sefiales de localizacién nuclear Utiles para las NGA divulgadas en el presente documento
son las sefiales de localizacién nuclear del antigeno T grande de SV40, nucleoplasmina y c-Myc (véase, por ejemplo,
Ray et al. (2015) Bioconjug Chem 26(6):1004-7). En realizaciones particulares, la NGA comprende la secuencia de
SLN expuesta como SEQ ID NO: 251 0 253. La NGA puede comprender una 0 més secuencias de SLN en su extremo
N, extremo C o tanto en el extremo N como en el extremo C. Por ejemplo, la NGA puede comprender dos secuencias
de SLN en la regiéon aminoterminal y cuatro secuencias de SLN en la regién carboxiterminal.

También pueden utilizarse otras secuencias de sefial de localizacién conocidas en la técnica que localizan polipéptidos
en una localizacidén o localizaciones subcelulares particulares para dirigir las NGA, incluyendo, aunque no de forma
limitativa, secuencias de localizacién de plastidos, secuencias de localizacién mitocondrial y secuencias sefial de doble
direccionamiento que se dirigen tanto al pléstido como a las mitocondrias (véase, por ejemplo, Nassoury y Morse
(2005) Biochim Biophys Acta 1743:5-19; Kunze y Berger (2015) Front Physiol dx.doi.org/10.3389/fphys.2015.00259;
Herrmann y Neupert (2003) IUBMB Life 55:219-225; Soll (2002) Curr Opin Plant Biol 5:529-535; Carrie y Small (2013)
Biochim Biophys Acta 1833:253-259; Carrie et al. (2009) FEBS J 276:1187-1195; Silva-Filho (2003) Curr Opin Plant
Biol 6:589-595; Peeters y Small (2001) Biochim Biophys Acta 1541:54-63; Murcha et al. (2014) J Exp Bot 65:6301-
6335; Mackenzie (2005) Trends Cell Biol 15:548-554; Glaser et al. (1998) Plant Mol Biol 38:311-338).

En determinadas realizaciones, las nucleasas guiadas por ARN divulgadas en el presente documento comprenden al
menos el dominio de penetraciéon celular que facilita la captacion celular de la NGA. Los dominios de penetracion
celular, son conocidos en la técnica y generalmente comprenden tramos de restos de aminoacido cargados
positivamente (es decir, dominios policatiénicos de penetracién celular), que alternan restos de aminoécidos polares
y restos de aminoécidos no polares (es decir, dominios de penetracién de células anfipaticos), o restos de aminoacidos
hidréfobos (es decir, dominios hidréfobos de penetracién celular) (véase, por ejemplo, Milletti F. (2012) Drug Discov
Today 17:850-860). Un ejemplo no limitante de un dominio de penetracién celular es el activador transcripcional
transactivador (TAT) del virus de la inmunodeficiencia humana 1.

La sefial de localizacidén nuclear, la sefial de localizacién de plastidos, la sefial de localizacién mitocondrial, la sefial
de localizacion de doble direccionamiento y/o el dominio de penetracion celular pueden ubicarse en el extremo amino
(extremo N), el extremo carboxilo (extremo C) o en una ubicacién interna de la nucleasa guiada por ARN.

Los NGA actualmente divulgados pueden estar fusionados con un dominio efector, tal como un dominio de escision,
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un dominio de desaminasa o un dominio modulador de expresién, ya sea directa o indirectamente a través de un
péptido enlazador. Dicho dominio puede ubicarse en el extremo N, el extremo C o una ubicacién interna de la nucleasa
guiada por ARN. En algunas de estas realizaciones, el componente de NGA de la proteina de fusién es una NGA sin
actividad de nucleasa.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién de NGA comprende un dominio de escision, que es cualquier dominio
que sea capaz de escindir un polinucleétido (es decir, ARN, ADN o un hibrido de ARN/ADN) e incluye, pero sin
limitacién, endonucleasas de restriccién y endonucleasas de asentamiento, tales como las endonucleasas de tipo 1I1S
(por ejemplo, Fokl) (véase, por ejemplo, Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388; Linn et al. (eds.)
Nucleases, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1993).

En otras realizaciones, la proteina de fusién de NGA comprende un dominio de desaminasa que desamina una base
nucleotidica, dando como resultado la conversién de una nucleobase en otra, e incluye, pero sin limitacién, un editor
de bases de citidina desaminasa o de adenosina desaminasa (véase, por ejemplo, Gaudelli et al. (2017) Nature
551:464-471, las publicaciones de EE. UU. N.° 2017/0121693 y 2018/0073012, patente de Estados Unidos n.°
9.840.699 y la publicacién internacional N.© WO/2018/027078).

En algunas realizaciones, el dominio efector de la proteina de fusién de NGA puede ser un dominio modulador de la
expresion, que es un dominio que sirve para regular al alza o a la baja la transcripcién. El dominio modulador de la
expresién puede ser un dominio de modificacién epigenética, un dominio represor transcripcional o un dominio de
activacion transcripcional.

En algunas de estas realizaciones, el modulador de la expresién de la proteina de fusién de NGA comprende un
dominio de modificacion epigenética que modifica covalentemente el ADN o las proteinas histonas para alterar la
estructura de las histonas y/o la estructura cromosémica sin alterar la secuencia del ADN, conduciendo a cambios en
la expresién genética (es decir, regulacién al alza o a la baja). Los ejemplos no limitantes de modificaciones
epigenéticas incluyen acetilacién o metilacién de restos lisina, metilacién de arginina, fosforilacién de serina y treonina,
y ubiquitinacién y sumoilacién de lisina de proteinas histonas, y metilaciéon e hidroximetilacién de restos citosina en el
ADN. Los ejemplos no limitantes de dominios de modificacién epigenética incluyen dominios de histona
acetiltransferasa, dominios de histona desacetilasa, dominios de histona metiltransferasa, dominios de histona
desmetilasa, dominios de ADN metiltransferasa y dominios de ADN desmetilasa.

En otras realizaciones, el modulador de la expresién de la proteina de fusién comprende un dominio represor
transcripcional, que interactia con elementos de control transcripcional y/o proteinas reguladoras transcripcionales,
tales como ARN polimerasas y factores de transcripcién, para reducir o terminar la transcripcién de al menos el gen.
Los dominios represores transcripcionales se conocen en la técnica e incluyen, pero sin limitacidn, represores de tipo
Sp1, kB y dominios de caja asociados a Krippel (KRAB).

En otras realizaciones mas, el modulador de la expresién de la proteina de fusién comprende un dominio de activacién
transcripcional, que interactia con elementos de control transcripcional y/o proteinas reguladoras transcripcionales,
tales como ARN polimerasas y factores de transcripcion, para aumentar o activar la transcripcién de al menos el gen.
Los dominios de activacion transcripcional se conocen en la técnica e incluyen, pero sin limitacién, un dominio de
activacion de la VP16 del virus del herpes simple y un dominio de activacién NFAT.

Los polipéptidos de NGA divulgados en el presente documento pueden comprender un marcador detectable o una
etiqueta de purificacion. El marcador de deteccién o la etiqueta de purificacién puede ubicarse en el extremo N, el
extremo C o una ubicacién interna de la nucleasa guiada por ARN, ya sea directa o indirectamente a través de un
péptido enlazador. En algunas de estas realizaciones, el componente de NGA de la proteina de fusién es una NGA
sin actividad de nucleasa. En otras realizaciones, el componente de NGA de la proteina de fusién es una NGA con
actividad de nickasa.

Un marcador de deteccién es una molécula que puede visualizarse u observarse de otro modo. El marcador detectable
puede fusionarse a la NGA como una proteina de fusidn (por ejemplo, proteina fluorescente) o puede ser una molécula
pequefia conjugada al polipéptido de NGA que puede detectarse visualmente o por otros medios. Los marcadores
detectables que pueden fusionarse con las NGA divulgadas en el presente documento como una proteina de fusién
incluyen cualquier dominio proteico detectable, incluyendo, pero sin limitacidén, una proteina fluorescente o un dominio
proteico que puede detectarse con un anticuerpo especifico. Los ejemplos no limitantes de proteinas fluorescentes
incluyen proteinas verdes fluorescentes (por ejemplo, GFP, EGFP, ZsGreenl) y proteinas fluorescentes amarillas
fluorescentes (por ejemplo, YFP, EYFP, ZsYellow1). Los ejemplos no limitantes de marcadores detectables de
molécula pequefa incluyen marcadores radiactivos, tales como 3H y 3°S.

Los polipéptidos NGA también pueden incluir una etiqueta de purificaciéon, que es cualquier molécula que se puede
utilizar para aislar una proteina o proteina fusionada de una mezcla (por ejemplo, una muestra biolégica, un medio de
cultivo). Los ejemplos no limitantes de etiquetas de purificacién incluyen biotina, myc, proteina de unién a maltosa
(MBP), glutatién-S-transferasa (GST) y etiqueta 3X FLAG.
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ll. ARN de guia

La presente divulgacion proporciona ARN de guia y polinucleétidos que los codifican. La expresién "ARN de guia" se
refiere a una secuencia de nucleétidos que tiene suficiente complementariedad con una secuencia de nuclebtidos
diana para hibridar con la secuencia diana y dirigir la unién especifica de secuencia de una nucleasa guiada por ARN
asociada a la secuencia de nucleétidos diana. Por tanto, el ARN de guia respectivo de una NGA es una o mas
moléculas de ARN (generalmente, una o dos), que pueden unirse a la NGA y guiar a la NGA para que se una a una
secuencia de nucleétidos diana particular, y en las realizaciones en donde la NGA tiene actividad de nickasa o
nucleasa, también escinde la secuencia de nucleétidos diana. En general, un ARN de guia comprende un ARN de
CRISPR (ARNcr) y un ARN transactivador de CRISPR (ARNtrat). Los ARN de guia nativos que comprenden tanto un
ARNcr como un ARNtrat generalmente comprenden dos moléculas de ARN separadas que hibridan entre si a través
de la secuencia de repeticion del ARNcr y la secuencia antirrepeticién del ARNtrat.

Las secuencias nativas de repeticién directa dentro de una agrupacién de CRISPR generalmente varian en longitud
de 28 a 37 pares de bases, aunque la longitud puede variar entre aproximadamente 23 pb y aproximadamente 55 pb.
Las secuencias espaciadoras dentro de una agrupacién de CRISPR generalmente varian de aproximadamente 32 a
aproximadamente 38 pb de longitud, aunque la longitud puede ser de entre aproximadamente 21 pb y
aproximadamente 72 pb. Cada agrupaciéon de CRISPR generalmente comprende menos de 50 unidades de la
secuencia de repeticion-espaciador de CRISPR. Los CRISPR se transcriben como parte de un transcrito largo
denominado transcrito de CRISPR primario, que comprende gran parte de la agrupacién de CRISPR. El transcrito de
CRISPR primario es escindido por proteinas Cas para producir ARNcr o, en algunos casos, para producir pre-ARNcr
que son procesados adicionalmente por proteinas Cas adicionales en ARNcr maduros. Los ARNcr maduros
comprenden una secuencia espaciadora y una secuencia de repeticién de CRISPR. En algunas realizaciones en las
que los pre-ARNcr se procesan en ARNcr maduros (o0 procesados), la maduracién implica la eliminacién de
aproximadamente uno a aproximadamente seis 0 mas nucleétidos 5', 3' 0 5'y 3'. A los efectos de editar el genoma o
dirigirse a una secuencia de nucleétidos diana particular de interés, estos nucledtidos que se eliminan durante la
maduracion de la molécula de pre-ARNcr no son necesarios para generar o disefiar un ARN de guia.

Un ARN de CRISPR (ARNcr) comprende una secuencia espaciadora y una secuencia de repeticién de CRISPR. La
"secuencia espaciadora" es la secuencia de nuclebtidos que hibrida directamente con la secuencia de nucleétidos
diana de interés. La secuencia espaciadora estd técnicamente disefiada para que sea total o parcialmente
complementaria con la secuencia diana de interés. En diferentes realizaciones, la secuencia espaciadora puede
comprender de aproximadamente 8 nucleétidos a aproximadamente 30 nucledtidos, o més. Por ejemplo, la secuencia
espaciadora puede ser de aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11,
aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16,
aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 21,
aproximadamente 22, aproximadamente 23, aproximadamente 24, aproximadamente 25, aproximadamente 26,
aproximadamente 27, aproximadamente 28, aproximadamente 29, aproximadamente 30 o més nucledtidos de
longitud. En algunas realizaciones, la secuencia espaciadora tiene 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, o mas nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, la secuencia espaciadora
es de aproximadamente 10 a aproximadamente 26 nucleétidos de longitud, o de aproximadamente 12 a
aproximadamente 30 nucledtidos de longitud. En realizaciones particulares, la secuencia espaciadora tiene
aproximadamente 30 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, la secuencia espaciadora tiene 30 nucleétidos
de longitud. En algunas realizaciones, el grado de complementariedad entre una secuencia espaciadora y su
secuencia diana correspondiente, cuando se alinean de manera 6ptima usando un algoritmo de alineacién adecuado,
se sitla entre el 50 % y el 99 % o mas, incluyendo, pero sin limitaciones, aproximadamente o mas de aproximadamente
50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %,
aproximadamente 81 %, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %, aproximadamente 84 %, aproximadamente
85 %, aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %, aproximadamente 89 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente
94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %,
aproximadamente el 99 % o més. En realizaciones particulares, el grado de complementariedad entre una secuencia
espaciadora y su secuencia diana correspondiente, cuando se alinean de manera 6ptima usando un algoritmo de
alineacién adecuado, es del 50 %, el 60 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 81 %, el 82 %, el 83 %, el 84 %, el 85 %, el
86 %, el 87 %, el 88 %, el 89 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el
99 % o mas. En realizaciones particulares, la secuencia espaciadora esta libre de una estructura secundaria, lo que
puede predecirse usando cualquier algoritmo de plegamiento de polinucledtidos adecuado conocido en la técnica,
incluyendo, pero sin limitacién, mFold (véase, por ejemplo, Zuker y Stiegler (1981) Nucleic Acids Res. 9:133-148) y
RNAfold (véase, por ejemplo, Gruber et al. (2008) Cell 106(1):23-24).

La secuencia de repeticién de ARN CRISPR comprende una secuencia de nucleétidos que forma una estructura, ya
sea por si sola o junto con un ARNtrat hibridado, que es reconocido por la molécula de NGA. En diferentes
realizaciones, la secuencia de repeticién del ARN de CRISPR puede comprender de aproximadamente 8 nucleétidos
a aproximadamente 30 nucleétidos, o mas. Por ejemplo, la secuencia de repeticibn de CRISPR puede ser de
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12,
aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17,
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aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22,
aproximadamente 23, aproximadamente 24, aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27,
aproximadamente 28, aproximadamente 29, aproximadamente 30 o més nucledtidos de longitud. En realizaciones
particulares, la secuencia de repeticibn CRISPR tiene 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el grado de complementariedad entre
una secuencia de repeticién de CRISPR y su secuencia de ARNtrat correspondiente, cuando se alinean de manera
6ptima usando un algoritmo de alineacién adecuado, es de aproximadamente o mas de aproximadamente el 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente
81 %, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %, aproximadamente 84 %, aproximadamente 85 %,
aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %, aproximadamente 89 %, aproximadamente
90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %,
aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente
el 99 % o més. En realizaciones particulares, el grado de complementariedad entre una secuencia de repeticién de
CRISPR y su secuencia de ARNtrat correspondiente, cuando se alinean de manera éptima usando un algoritmo de
alineacién adecuado, es del 50 %, el 60 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 81 %, el 82 %, el 83 %, el 84 %, el 85 %, el
86 %, el 87 %, el 88 %, el 89 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el
99 % o mas.

En realizaciones particulares, la secuencia de repeticién de CRISPR comprende la secuencia de nucleétidos de la
SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57, 64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118, 0 124, o una variante activa o
fragmento del mismo que cuando esta comprendido dentro de un ARN guia, es capaz de dirigir la unién especifica de
secuencia de una nucleasa guiada por ARN asociada proporcionada en el presente documento a una secuencia diana
de interés. En determinadas realizaciones, una variante de secuencia de repeticion de CRISPR activa de una
secuencia de tipo silvestre comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 40 %, el 45 %, el 50 %, el
55 %, el 60 %, el 85 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96
%, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos expuesta como las
SEQID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118 0 124. En determinadas realizaciones,
un fragmento de secuencia de repeticién de CRISPR activo de una secuencia de tipo silvestre comprende al menos
56,7,8,9 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 nucleédtidos contiguos de la secuencia de nucleétidos
expuesta como las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118 0 124.

En determinadas realizaciones, el ARNcr no es de origen natural. En algunas de estas realizaciones, la secuencia de
repeticién de CRISPR especifica no est4 unida a la secuencia espaciadora técnicamente disefiada en la naturaleza y
la secuencia de repeticion de CRISPR se considera heterbéloga para la secuencia espaciadora. En determinadas
realizaciones, la secuencia espaciadora es una secuencia disefiada técnicamente que no es de origen natural.

Una molécula de ARN transactivador de CRISPR o ARNtrat comprende una secuencia de nucleétidos que comprende
una region que tiene suficiente complementariedad para hibridar con una secuencia de repeticién de CRISPR de un
ARNecr, que se denomina en el presente documento regidn antirrepeticién. En algunas realizaciones, la molécula de
ARNtrat comprende ademas una regién con una estructura secundaria (por ejemplo, tallo-bucle) o forma una
estructura secundaria al hibridar con su ARNcr correspondiente. En realizaciones particulares, la regién del ARNtrat
que es total o parcialmente complementaria a una secuencia de repeticién de CRISPR esta en el extremo &' de la
molécula y el extremo 3' del ARNtrat comprende una estructura secundaria. Esta regién de estructura secundaria
comprende generalmente varias estructuras en horquilla, incluyendo la horquilla nexo, que se encuentra adyacente a
la secuencia antirrepeticién. El nexo forma el nlcleo de las interacciones entre el ARN guia y la NGA y se encuentra
en la interseccidén entre el ARN guia, la NGA y el ADN diana. La horquilla nexo a menudo tiene una secuencia de
nucleétidos conservada en la base deltallo de la horquilla, con el motivo UNANNC (SEQ ID NO: 132) que se encuentra
en muchas horquillas de nexo en los ARNtrat. Cabe destacar que, varias de las NGA de la invencidn utilizan ARNtrat
que comprenden secuencias no candnicas en la base del tallo de la horquilla de sus horquillas nexo, incluyendo
UNANNA, UNANNU, UNANNG y CNANNC (SEQ ID NO: 129, 130, 131 y 133, respectivamente). A menudo hay
horquillas terminales en el extremo 3' del ARNtrat que pueden variar en estructura y nimero, pero a menudo
comprenden una horquilla terminadora transcripcional independiente de Rho rica en GC seguida de una sucesién de
U en el extremo 3'. Véase, por ejemplo, Briner et al. (2014) Molecular Cell 56:333-339, Briner y Barrangou (2016) Cold
Spring Harb Protoc; doi: 10.1101/pdb.top090902 y la publicacién de Estados Unidos n.° 2017/0275648.

En diferentes realizaciones, la regién antirrepeticién del ARNtrat que es total o parcialmente complementaria a la
secuencia de repeticibSn de CRISPR comprende de aproximadamente 8 nuclebtidos a aproximadamente 30
nucleétidos, o mas. Por ejemplo, la regién de emparejamiento de bases entre la secuencia antirrepeticién de ARNtrat
y la secuencia de repeticion de CRISPR puede ser aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10,
aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15,
aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20,
aproximadamente 21, aproximadamente 22, aproximadamente 23, aproximadamente 24, aproximadamente 25,
aproximadamente 26, aproximadamente 27, aproximadamente 28, aproximadamente 29, aproximadamente 30 0 mas
nucleétidos de longitud. En realizaciones particulares, la regién de emparejamiento de bases entre la secuencia de
anti-repeticién de ARNtrat y la secuencia de repeticién CRISPR tiene 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o més nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el grado de
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complementariedad entre una secuencia de repeticién de CRISPR y su correspondiente secuencia antirrepeticién de
ARNtrat, cuando se alinean de manera éptima usando un algoritmo de alineacién adecuado, es de aproximadamente
o0 mas de aproximadamente el 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 81 %, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %, aproximadamente
84 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 %,
aproximadamente 89 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente
93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 %, aproximadamente el 99 % o mas. En realizaciones particulares, el grado de
complementariedad entre una secuencia de repeticién de CRISPR y su correspondiente secuencia antirrepeticién de
ARNtrat, cuando se alinean de manera 6ptima usando un algoritmo de alineacién adecuado, es del 50 %, el 60 %, el
70 %, el 75 %, el 80 %, el 81 %, el 82 %, el 83 %, el 84 %, el 85 %, el 86 %, el 87 %, el 88 %, el 89 %, el 90 %, el 91
%, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas.

En diferentes realizaciones, el ARNtrat completo puede comprender de aproximadamente 60 nucleétidos a mas de
aproximadamente 210 nucleétidos. Por ejemplo, el ARNtrat puede ser de aproximadamente 60, aproximadamente 65,
aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90,
aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 105, aproximadamente 110, aproximadamente 115,
aproximadamente 120, aproximadamente 125, aproximadamente 130, aproximadamente 135, aproximadamente 140,
aproximadamente 150, aproximadamente 160, aproximadamente 170, aproximadamente 180, aproximadamente 190,
aproximadamente 200, aproximadamente 210 o mas nucleétidos de longitud. En realizaciones particulares, el ARNtrat
tiene 80, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210 0
méas nucleétidos o mas de longitud. En realizaciones particulares, el ARNtrat es de aproximadamente 80 a
aproximadamente 90 nucleétidos de longitud, incluyendo aproximadamente 80, aproximadamente 81,
aproximadamente 82, aproximadamente 83, aproximadamente 84, aproximadamente 85, aproximadamente 86,
aproximadamente 87, aproximadamente 88, aproximadamente 89 y aproximadamente 90 de nucleétidos de longitud.
En realizaciones particulares, el ARNtrat tiene de 80 a 90 nucleétidos de longitud, incluyendo 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89y 90 nucledbtidos de longitud.

En realizaciones particulares, el ARNtrat comprende la secuencia de nucledtidos de las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31,
38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119, 0 125 o una variante o fragmento activo de la misma que cuando
esta comprendido dentro de un ARN de guia es capaz de dirigir la unién especifica de secuencia de una nucleasa
guiada por ARN asociada a una secuencia diana de interés. En determinadas realizaciones, una variante de secuencia
de ARNtrat activa de una secuencia de tipo silvestre comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el
40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93
%, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos
expuesta como las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119 0 125. En
determinadas realizaciones, un fragmento de secuencia de ARNtrat activo de una secuencia de tipo silvestre
comprende al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 o mas nucleétidos contiguos de la
secuencia de nucleétidos expuesta como las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105,
112, 119 0 125.

Se puede considerar que dos secuencias de polinucleétido son sustancialmente complementarias cuando las dos
secuencias hibridan entre si en condiciones rigurosas. De manera analoga, se considera que una NGA se une a una
secuencia diana particular de una manera especifica de secuencia si el ARN de guia unido a la NGA se une a la
secuencia diana en condiciones rigurosas. Por "condiciones rigurosas" o "condiciones de hibridacion estrictas" se
entienden condiciones en las que las dos secuencias de polinucleétido hibridardn entre si en un grado detectable
mayor que con otras secuencias (por ejemplo, al menos 2 veces con respecto al fondo). Las condiciones rigurosas
dependen de la secuencia y seran distintas en circunstancias distintas. Tipicamente, las condiciones rigurosas seran
las que la concentracién de sal es menor de aproximadamente 1,5 M de ion Na, normalmente una concentracién de
iones Na (u otras sales) de 0,01 a 1,0 M a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30 °C
para sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucleétidos) y al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas (por
ejemplo, méas de 50 nucleétidos). Las condiciones rigurosas también se pueden conseguir con la adiciéon de agentes
desestabilizantes, tales como formamida. Las condiciones de baja rigurosidad ilustrativas incluyen hibridacién con una
solucién tampén de formamida del 30 al 35 %, NaCl 1 M, SDS al 1 % (dodecilsulfato de sodio) a 37 °C y un lavado en
SSC de 1X a 2X (8SSC 20X = NaCl 3,0 M/citrato trisédico 0,3 M) a de 50 a 55 °C. Las condiciones de rigurosidad
moderada ilustrativas incluyen hibridacién en formamida del 40 al 45 %, NaCl 1,0 M, SDS al 1 % a 37 °C y un lavado
en SSC de 0,5X a 1X a de 55 a 60 °C. Las condiciones de alta rigurosidad ilustrativas incluyen hibridacién en
formamida al 50 %, NaCl 1 M, SDS al 1 % a 37 °C y un lavado a SSC 0,1X de 60 a 65 °C. Opcionalmente, los tampones
de lavado pueden comprender SDS de aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 1 %. La duracién de la
hibridacién es generalmente menor de aproximadamente 24 horas, normalmente de aproximadamente 4 a
aproximadamente 12 horas. La duracién del tiempo de lavado sera al menos el tiempo suficiente para alcanzar el
equilibrio.

La Tm es la temperatura (en condiciones de fuerza iénica y pH definidas) a la cual hibrida un 50 % de una secuencia

diana complementaria con una secuencia perfectamente emparejada. Para los hibridos de ADN-ADN, puede
calcularse de manera aproximada la Tm mediante la ecuaciéon de Meinkoth y Wahl (1984) Anal. Biochem. 138:267-
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284: Tm =81,5°C + 16,6 (log de M) + 0,41 (% de GC) - 0,61 (% de form.) - 500/l; donde M es la molaridad de los
cationes monovalentes, % de GC es el porcentaje de nucleétidos de guanosina y citosina en el ADN, % de form. es el
porcentaje de formamida en la solucidén de hibridaciéon y L es la longitud del hibrido en pares de bases. En general, las
condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5 °C mas bajas que el punto de fusién térmico
(Tm) para la secuencia especifica y su complementaria en condiciones de fuerza iénica y pH definidas. Sin embargo,
las condiciones altamente rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 1, 2, 3 0 4 °C més bajos que el punto
de fusidén térmico (Tm); las condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 6, 7, 8,
9 0 10 °C mas bajos que punto de fusién térmico (Tm); las condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una
hibridacion y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15 0 20 °C mas bajos que el punto de fusién térmico (Tm). Usando la ecuacién,
las composiciones de hibridacién y lavado y la Tm deseada, los expertos habituales en la materia entenderan que se
describen inherentemente variaciones en la rigurosidad de las soluciones de hibridacién y/o lavado. Puede encontrarse
una extensa guia de hibridacién de acidos nucleicos en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte |, Capitulo 2 (Elsevier, Nueva York); y Ausubel et a/.,
eds. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2 (Greene Publishing y Wiley-Interscience, Nueva York).
Véase Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Plainview, Nueva York).

La expresion "secuencia especifica" también puede referirse a la unién de una secuencia diana con una frecuencia
mayor que la unién a una secuencia de fondo aleatoria.

EI ARN de guia puede ser un ARN de guia Unico o un sistema de ARN de guia doble. Un ARN de guia Unico comprende
el ARNcry el ARNtrat en una Unica molécula de ARN, mientras que un sistema de ARN de guia doble comprende un
ARNcr y un ARNtrat presentes en dos moléculas de ARN distintas, hibridados entre si a través de al menos una
porcién de la secuencia de repeticién de CRISPR del ARNcr y al menos una porcién del ARNtrat, que puede ser total
o parcialmente complementaria a la secuencia de repeticién de CRISPR del ARNcr. En algunas de las realizaciones
en donde el ARN de guia es un ARN de guia Unico, el ARNcr y el ARNtrat estan separados por una secuencia de
nucleétidos enlazadora. En general, la secuencia de nucleétidos enlazadora es una que no incluye bases
complementarias para evitar la formacién de una estructura secundaria dentro o que comprende nucleétidos de la
secuencia de nucleétidos enlazadora. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos enlazadora entre el
ARNcr y el ARNtrat es de al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12 o mas nucledtidos de longitud. En realizaciones particulares, la secuencia de
nucleétidos enlazadora de un ARN de guia Unico tiene al menos 4 nucleétidos de longitud. En determinadas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos enlazadora es la secuencia de nucleétidos expuesta como la SEQ ID NO:
249,

El ARN de guia unica o el ARN de guia doble se puede sintetizar quimicamente o mediante transcripcién in vitro. Los
ensayos para determinar la unién especifica de secuencia entre una NGA y un ARN de guia se conocen en la técnica
e incluyen, pero sin limitacion, ensayos de unién in vitro entre una NGA expresada y el ARN de guia, que se puede
etiquetar con una etiqueta detectable (por ejemplo, biotina) y usarse en un ensayo de deteccién de precipitacién en el
que el complejo de ARN de guia:NGA se captura a través de la etiqueta detectable (por ejemplo, con perlas de
estreptavidina). Se puede utilizar un ARN de guia de control con una secuencia o estructura no relacionada en el ARN
de guia como control negativo para la unién no especifica de la NGA al ARN. En determinadas realizaciones, el ARN
guia es la SEQ ID NO: 4, 11, 18, 25, 32, 39, 46, 53, 59, 66, 73, 79, 86, 92, 99, 106, 113, 120 o 126, en donde la
secuencia espaciadora puede ser cualquier secuencia y se indica como una secuencia de poli-N.

En determinadas realizaciones, el ARN de guia se puede introducir en una célula diana, organulo o embrién no humano
como molécula de ARN. El ARN de guia se puede transcribir in vitro o sintetizar quimicamente. En otras realizaciones,
se introduce en la célula, orgdnulo o embrién no humano una secuencia de nucleétidos que codifica el ARN de guia.
En algunas de estas realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica el ARN de guia esta unida operativamente
a un promotor (por ejemplo, un promotor de la ARN polimerasa lll). EI promotor puede ser un promotor nativo o
heterélogo para la secuencia de nucleétidos que codifica el ARN de guia.

En diferentes realizaciones, el ARN de guia se puede introducir en una célula diana, organulo o embrién no humano
como complejo de ribonucleoproteina, como se describe en el presente documento, en donde el ARN de guia esta
unido a un polipéptido de nucleasa guiada por ARN.

El ARN de guia dirige una nucleasa asociada por ARN guiada a una secuencia de nucleétidos diana particular de
interés mediante la hibridacién del ARN de guia con la secuencia de nucleétidos diana. Una secuencia de nucleétidos
diana puede comprender ADN, ARN o una combinacién de ambos y puede ser monocatenaria o bicatenaria. Una
secuencia de nucleétidos diana puede ser ADN genémico (es decir, ADN cromosdmico), ADN plasmidico o una
molécula de ARN (por ejemplo, ARN mensajero, ARN ribosémico, ARN de transferencia, microARN, ARN de
interferencia pequefio). La secuencia de nucleétidos diana puede unirse (y en algunas realizaciones, escindirse)
mediante una nucleasa guiada por ARN in vitro 0 en una célula. La secuencia cromosémica a la que se dirige la NGA
puede ser una secuencia cromosémica nuclear, plastidial o mitocondrial. En algunas realizaciones, la secuencia de
nucleétidos diana es Unica en el genoma diana.
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La secuencia de nucleétidos diana es adyacente a un motivo adyacente al protoespaciador (PAM). Un motivo
adyacente al protoespaciador estd generalmente a de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 nucleétidos de la
secuencia de nucleétidos diana, incluyendo aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9 o aproximadamente 10 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos diana. En realizaciones
particulares, una PAM se encuentra entre 1 y 10 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos diana, incluyendo 1, 2, 3,
4,5,6,7, 8,9 010 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos diana. El PAM puede estar a 5' o 3' de la secuencia
diana. En algunas realizaciones, el PAM esta a 3' de la secuencia diana para las NGA divulgadas en el presente
documento. En general, la PAM es una secuencia consenso de aproximadamente 3-4 nucleétidos, pero en
realizaciones particulares puede serde 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 mas nucleébtidos de longitud. En diferentes realizaciones,
la secuencia PAM reconocida por las NGA divulgadas en el presente documento comprende la secuencia consenso
establecida como las SEQ ID NO: 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 62, 69, 79, 82, 95, 102, 109 o 116.

Una nucleasa guiada por ARN que tiene la SEQ ID NO: 83 o una variante o fragmento activo de la misma se une a
una secuencia de nucleétidos diana adyacente a una secuencia PAM expuesta como la SEQ ID NO: 82. En algunas
realizaciones, la NGA se une a una secuencia guia que comprende una secuencia de repeticién de CRISPR expuesta
en las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57, 64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118, 0 124, respectivamente, o
una variante o fragmento activo de la misma, y una secuencia de ARNtrat expuesta en las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24,
31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119, 0 125, respectivamente, o una variante o fragmento activo de
la misma. Los sistemas de NGA se describen adicionalmente en los Ejemplos 1-3 y las Tablas 1y 2 de la presente
memoria descriptiva.

Se produjeron variantes de NGA APG05586 (SEQ ID NO: 63) que tienen secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 570-579. Las NGA que tienen una cualquiera de las SEQ ID NO: 63 y §70-579 pueden unirse a una secuencia
de nucleétidos diana adyacente a una secuencia PAM establecida como SEQ ID NO: 79. Estos sistemas de NGA se
describen con mas detalle en el Ejemplo 5 de la presente memoria descriptiva.

Es bien conocido en la técnica que la especificidad de la secuencia PAM para una enzima nucleasa determinada se
ve afectada por la concentracién de la enzima (véase, por ejemplo, Karvelis et al. (2015) Genom Biol 16:253), lo que
puede modificarse alterando el promotor utilizado para expresar la NGA o la cantidad de complejo de
ribonucleoproteina suministrado a la célula, organulo o embrién no humano.

Al reconocer su correspondiente secuencia PAM, la NGA puede escindir la secuencia de nucleétidos diana en un sitio
de escisién especifico. Como se usa en el presente documento, un sitio de escisién estd formado por dos nucleétidos
particulares dentro de una secuencia de nucleétidos diana entre los cuales la secuencia de nucleétidos se escinde
mediante una NGA. El sitio de escisién puede comprender el 15y el 2° el 2°y el 3¢, el 3%y el 4’ el4° yel 5" el 5y el
8" 7°yel 8 oel 8y 9 nucledtidos del PAM en direccién 5' o 3'. En algunas realizaciones, el sitio de escisién puede
estar a mas de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 nucledtidos del PAM en la direccién 5' 0 3'. Como las NGA
pueden escindir una secuencia de nucleétidos diana dando como resultado extremos escalonados, en algunas
realizaciones, el sitio de escision se define basandose en la distancia de los dos nucleétidos del PAM en la cadena
positiva (+) del polinucleétido y la distancia de los dos nucleétidos del PAM en la cadena negativa (-) del polinucleétido.

. Nucledtidos que codifican nucleasas guiadas por ARN, ARN CRISPR ylo ARNirat

La presente divulgacién proporciona polinucledtidos que comprenden las NGA divulgadas en el presente documento,
ARNtrat y/o ARNgu y polinucleétidos que comprenden una secuencia nucleotidica que codifica las nucleasas guiadas
por ARN divulgadas en el presente documento, ARN de CRISPR, ARNtrat y/o ARNgu. Los polinucleétidos actualmente
divulgados incluyen los que comprenden o codifican una secuencia de repeticién de CRISPR que comprende la
secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118, o
124 o una variante o fragmento activo de la misma que cuando estd comprendido dentro de un ARN de guia es capaz
de dirigir la unién especifica de secuencia de una nucleasa guiada por ARN asociada a una secuencia diana de interés.
También se divulgan polinucledtidos que comprenden o codifican un ARNtrat que comprende la secuencia de
nucleétidos de las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119, 0 125 0 una
variante o fragmento activo de la misma que cuando estd comprendido dentro de un ARN de guia es capaz de dirigir
la unién especifica de secuencia de una nucleasa guiada por ARN asociada a una secuencia diana de interés.

De acuerdo con la primera realizaciéon de la invencién, también se proporcionan polinucleétidos que codifican una
nucleasa guiada por ARN que comprende la secuencia de aminoacidos establecida como SEQ ID NO: 83, y
fragmentos activos o variantes de la misma que conservan la capacidad de unirse a una secuencia nucleotidica diana
de una manera especifica de la secuencia guiada por ARN.

No se pretende que el uso del término "polinucledtido" o "molécula de acido nucleico" limite la presente divulgacién a
polinucleétidos que comprenden ADN. Los expertos habituales en la materia reconoceran que los polinucleétidos
pueden comprender ribonucledtidos (ARN) y combinaciones de ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos. Dichos
desoxirribonucledtidos y ribonucleétidos incluyen moléculas tanto de origen natural como anélogos sintéticos. Estos
incluyen acidos peptidonucleicos (los APN), quimeras de APN-ADN, é&cidos nucleicos bloqueados (los LNA) y
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secuencias unidas a fosfotiorato. Los polinucleétidos divulgados en el presente documento también abarcan todas las
formas de secuencias que incluyen, aunque no de forma limitativa, formas monocatenarias, formas bicatenarias,
hibridos de ADN-ARN, estructuras triples, estructuras de tallo y bucle, y similares.

Se pueden optimizar los codones de las moléculas de &cido nucleico que codifican las NGA para su expresién en un
organismo de interés. Una secuencia codificante "con codones optimizados" es una secuencia codificante
polinucleotidica que tiene su frecuencia de uso de codones disefiada para imitar la frecuencia de uso de codones
preferida o las condiciones de transcripcién de una célula hospedadora particular. La expresiéon en la célula
hospedadora u organismo particular se potencia como resultado de la alteracién de uno o mas codones a nivel de
acido nucleico de manera que la secuencia de aminoacidos traducida no cambia. Se pueden optimizar los codones
de las moléculas de 4cido nucleico, ya sea total o parcialmente. En la técnica estan disponibles tablas de codones y
otras referencias que proporcionan informacién de preferencia para una amplia gama de organismos (véase, por
ejemplo, Campbell y Gowri (1990) Plant Physiol. 92:1-11 en cuanto a un analisis del uso de codones preferido para
plantas). Existen métodos en la técnica para sintetizar genes preferentes de plantas o secuencias codificantes
optimizadas para codones de mamiferos (por ejemplo, humanas). Véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos
n.° 5.380.831 y 5.436.391 y Murray et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:477-498.

Los polinucleétidos que codifican las NGA, los ARNcr, los ARNtrat y/o los ARNgu proporcionados en el presente
documento se pueden proporcionar en casetes de expresién para la expresién in vitro o la expresién en una célula,
organulo, embrién no humano u organismo de interés. El casete incluira secuencias reguladoras 5' y 3' unidas
operativamente a un polinucledtido que codifica una NGA, ARNcr, los ARNtrat y/o los ARNgu proporcionados en el
presente documento que permitan la expresidén del polinucleétido. El casete puede contener ademés al menos el gen
adicional que se va a cotransformar en el organismo. Cuando se incluyen genes o elementos adicionales, los
componentes estan unidos operativamente. La expresién "unido operativamente" se entiende que significa un enlace
funcional entre dos o mas elementos. Por ejemplo, un enlace operable entre un promotor y una region codificante de
interés (por ejemplo, regién que codifica una NGA, ARNcr, los ARNtrat y/o los ARNgu) es un enlace funcional que
permite la expresién de la regién codificante de interés. Los elementos unidos operativamente pueden ser contiguos
o no contiguos. Cuando se utiliza para hacer referencia a la unién de dos regiones codificantes de proteina, por unido
operativamente se entiende que las regiones codificantes estan en el mismo marco de lectura. Como alternativa, el
gen o genes o el elemento o elementos adicionales pueden proporcionarse en multiples casetes de expresién. Por
ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica una NGA actualmente divulgada puede estar presente en un casete
de expresién, mientras que la secuencia de nucleétidos que codifica un ARNcr, ARNtrat o el ARN de guia completo
puede estar en un casete de expresion distinto. Dicho casete de expresién esté provisto de una pluralidad de sitios de
restriccién y/o sitios de recombinacién para la insercién de los polinucledtidos que estardn bajo la regulacién
transcripcional de las regiones reguladoras. El casete de expresiéon puede contener adicionalmente un gen marcador
de seleccién.

El casete de expresién incluira en la direccién de la transcripcién de 5'-3', una regién de inicio de la transcripcién (y,
en algunas realizaciones, de la traduccién) (es decir, un promotor), un polinucleétido que codifica NGA, ARNcr, ARNtrat
y/o ARNsg de acuerdo con aspectos de la invencién, y una regién de terminacién de la transcripcién (y en algunas
realizaciones, de latraduccién) (es decir, regiéon de terminacién, ) funcional en el organismo de interés. Los promotores
son capaces de dirigir o impulsar la expresiéon de una secuencia codificante en una célula hospedadora. Las regiones
reguladoras (por ejemplo, promotores, regiones reguladoras de la transcripcién y regiones de terminacién de la
traduccién) pueden ser endbégenas o heterélogas para la célula hospedadora o entre si. Como se usa en el presente
documento, "heterdloga" en referencia a una secuencia es una secuencia que se origina de una especie ajena o, si
es de la misma especie, esta sustancialmente modificada con respecto a su forma natural en cuanto a su composicién
y/o locus gendémico mediante intervencién humana deliberada. Como se usa en el presente documento, un gen
quimérico comprende una secuencia codificante unida operativamente con una regién de inicio de la transcripciéon que
es heter6loga para la secuencia codificante.

Se encuentran disponibles regiones de terminacién convenientes del pldsmido Ti de A. tumefaciens, tales como las
regiones de terminacién de octopina sintasa y nopalina sintasa. Véase también Guerineau et a/. (1991) Mol. Gen.
Genet. 262: 141-144; Proudfoot (1991) Cell 64:671-674; Sanfacon et al. (1991) Genes Dev. 5: 141-149; Mogen et al.
(1990) Plant Cell 2:1261-1272; Munroe et al. (1990) Gene 91: 151-158; Ballas et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:7891-
7903; y Joshi et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:9627-9639.

Las sefiales reguladoras adicionales incluyen, pero sin limitacién, sitios de inicio de la transcripcién, operadores,
activadores, potenciadores, otros elementos reguladores, sitios de unién a ribosomas, un codén de inicio, sefiales de
terminacion y similares. Véase, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.° 5.039.523 y 4.853.331; el documento EPO
0480762A2; Sambrook et al. (1992) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, ed. Maniatis et al. (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), en lo sucesivo en el presente documento "Sambrook 11"; Davis et al.,
eds. (1980) Advanced Bacterial Genetics (Cold Spring Harbor Laboratory Press), Cold Spring Harbor, N.Y., y las
referencias citadas en el presente documento.

En la preparacién del casete de expresién, los diferentes fragmentos de ADN pueden manipularse, para proporcionar
las secuencias de ADN en la orientacién apropiada y, segun sea apropiado, en la fase de lectura adecuada. Para este
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fin, pueden emplearse adaptadores o enlazadores para unir los fragmentos de ADN o pueden estar implicadas otras
manipulaciones para proporcionar sitios de restriccién convenientes, retirada de ADN superfluo, retirada de sitios de
restriccion, o similares. Para este fin, pueden participar mutagénesis in vitro, reparacién de cebadores, restriccién,
hibridacién, resustituciones, por ejemplo, transiciones y transversiones.

Puede usarse una serie de promotores en la practica de los aspectos de la invencién. Los promotores pueden
seleccionarse basandose en el resultado deseado. Los &cidos nucleicos pueden combinarse con promotores
constitutivos, inducibles, especificos de la fase de crecimiento, especificos de tipo celular, preferidos por tejido,
especificos de tejido, u otros promotores para la expresién en el organismo de interés. Véase, por ejemplo, los
promotores expuestos en el documento WO 99/43838 y en las patentes de EE. UU. n.°: 8,575,425; 7,790,846;
8,147,856; 8,586832; 7,772,369; 7,534,939, 6,072,050; 5,659,026; 5,608,149; 5608,144; 5,604,121; 5,569,597,
5,466,785, 5,399,680; 5,268,463, 5,608,142; y 6.177.611.

Para la expresién en plantas, los promotores constitutivos también incluyen el promotor 35S de CaMV (Odell et al.
(1985) Nature 313:810-812); de actina de arroz (McElroy et al. (1990) Plant Cell 2:163-171); de ubiquitina (Christensen
et al. (1989) Plant Mol. Biol. 12:619-632 y Christensen et al. (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689), pEMU (Last et al.
(1991) Theor. Appl. Genet. 81:581-588); y MAS (Velten et al. (1984) EMBO J. 3:2723-2730).

Los ejemplos de promotores inducibles son el promotor Adh1 que es inducible por hipoxia o estrés por frio, el promotor
Hsp70 que es inducible por estrés térmico, el promotor PPDK y el promotor de la pepcarboxilasa, ambos inducibles
por la luz. También son Utiles promotores que son quimicamente inducibles, tales como el promotor In2-2 que es
inducido por protectores (patente de EE. UU. n.° 5.364.780), el promotor Axig1 que es inducido por auxina y especifico
de tapete pero también activo en el callo (documento PCT US01/22169), los promotores sensibles a esteroides (véase,
por ejemplo, el promotor ERE que es inducido por estrégenos y el promotor inducible por glucocorticoides en Schena
et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10421-10425 y McNellis et al. (1998) Plant J. 14(2):247-257) y promotores
inducibles por tetraciclina y reprimibles por tetraciclina (véase, por ejemplo, Gatz et al. (1991) Mol. Gen. Genet.
227:229-237 y las patentes de EE. UU. N.° 5.814.618 y 5.789.156).

Se pueden utilizar promotores especificos de tejido o preferidos de tejido para dirigir la expresién de una construccién
de expresidén dentro de un tejido particular. En determinadas realizaciones, los promotores especificos de tejido o
preferidos de tejido son activos en el tejido vegetal. Los ejemplos de promotores bajo control del desarrollo en plantas
incluyen promotores que inician la transcripcién preferentemente en determinados tejidos, tales como hojas, raices,
frutos, semillas o flores. Un promotor "especifico de tejido" es un promotor que inicia la transcripcién sélo en
determinados tejidos. A diferencia de la expresién constitutiva de genes, la expresion especifica de tejido es el
resultado de varios niveles interactivos de regulacién génica. Como tales, puede ser preferible utilizar promotores de
especies de plantas homélogas o estrechamente relacionadas para lograr una expresidn eficaz y fiable de transgenes
en tejidos particulares. En algunas realizaciones, la expresién comprende un promotor preferido de tejido. Un promotor
"preferido por el tejido" es un promotor que inicia la transcripcién de manera preferente, pero no necesariamente total
o exclusivamente en determinados tejidos.

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico que codifican una NGA, ARNcr y/o ARNtrat comprenden
un promotor especifico del tipo celular. Un promotor "especifico de tipo celular" es un promotor que impulsa
principalmente la expresién en determinados tipos de células en uno o mas 6rganos. Algunos ejemplos de células
vegetales en las que los promotores especificos de tipo celular funcionales en plantas pueden ser principalmente
activos incluyen, por ejemplo, células BETL, células vasculares en raices, hojas, células tallo y células madre. Las
moléculas de acido nucleico también pueden incluir promotores preferidos de tipo celular. Un promotor de "preferido
de tipo celular" es un promotor que dirige principalmente la expresién, pero no necesariamente total o exclusivamente,
en determinados tipos celulares en uno o mas 6rganos. Algunos ejemplos de células vegetales en las que los
promotores preferidos de tipo celular funcionales en plantas pueden ser preferentemente activos incluyen, por ejemplo,
células BETL, células vasculares en raices, hojas, células tallo y células madre.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las NGA, los ARNcr, los ARNtrat y/o los ARNgu pueden unirse
operativamente a una secuencia promotora que sea reconocida por una ARN polimerasa de fago, por ejemplo, para
la sintesis in vitro de ARNm. En dichas realizaciones, el ARN transcrito /in vitro se puede purificar para su uso en los
métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, la secuencia promotora puede ser una secuencia
promotora de T7, T3, o SP6 o una variacién de una secuencia promotora de T7, T3 o SP6. En dichas realizaciones,
la proteina y/o los ARN expresados se pueden purificar para su uso en los métodos de modificacién del genoma
descritos en el presente documento.

En determinadas realizaciones, el polinucleétido que codifica la NGA, ARNcr, el ARNtrat y/o el ARNgu también pueden
unirse a una sefial de poliadenilacién (por ejemplo, sefial poliA de SV40 y otras sefiales funcionales en plantas) y/o al
menos una secuencia de terminacion de la transcripcién. Ademas, la secuencia que codifica la NGA también puede
estar unida a secuencia(s) que codifican al menos una sefial de localizaciéon nuclear, al menos el dominio de
penetracién celular y/o al menos el péptido sefial capaz de transportar proteinas a ubicaciones subcelulares
particulares, como se describe en cualquier otra parte del presente documento.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 182 T3

El polinucledtido que codifica la NGA, ARNcr, el ARNtrat y/o el ARNgu puede estar presentes en un vector o en
multiples vectores. Un "vector" se refiere a una composicién polinucleotidica para transferir, suministrar o introducir un
acido nucleico en una célula hospedadora. Algunos vectores adecuados incluyen vectores plasmidicos, fagémidos,
césmidos, artificiales/minicromosomas, transposones y vectores viricos (por ejemplo, vectores lentivirales, vectores
virales adenoasociados, vector baculoviral). El vector puede comprender secuencias de control de la expresion
adicionales (por ejemplo, secuencias potenciadoras, secuencias Kozak, secuencias de poliadenilacién, secuencias de
terminaciéon de la transcripcién), secuencias de marcadores de seleccién (por ejemplo, genes de resistencia a
antibiéticos), origenes de replicacién, y similares. Se puede encontrar informacién adicional en "Current Protocols in
Molecular Biology" Ausubel et al., John Wiley & Sons, Nueva York, 2003 o "Molecular Cloning: A Laboratory Manual”
Sambrook & Russell, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 32 edicién, 2001.

El vector también puede comprender un gen marcador de seleccién para la seleccién de células transformadas. Se
utilizan genes marcadores de seleccion para la seleccién de células o tejidos transformados. Los genes marcadores
incluyen genes que codifican resistencia a antibiéticos, tales como los que codifican la heomicina fosfotransferasa |l
(NEO) y la higromicina fosfotransferasa (HPT), asi como genes que confieren resistencia a compuestos herbicidas,
tales como glufosinato de amonio, bromoxinilo, imidazolinonas y 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D).

En algunas realizaciones, el casete o vector de expresién que comprende la secuencia que codifica el polipéptido NGA
puede comprender ademas una secuencia que codifica un ARNcr y/o un ARNtrat, o el ARNcry el ARNtrat combinados
para crear un ARN guia. La secuencia o secuencias que codifican el ARNcr y/o el ARNtrat pueden unirse
operativamente a al menos una secuencia de control transcripcional para la expresiéon del ARNcr y/o el ARNtrat en el
organismo o célula hospedadora de interés. Por ejemplo, el polinucleétido que codifica el ARNcr y/o el ARNtrat puede
unirse operativamente a una secuencia promotora que sea reconocida por la ARN polimerasa Il (Pol Ill). Algunos
ejemplos de promotores de Pol Ill adecuados incluyen, pero sin limitacién, promotores de ARN U6, U3, H1y 7SL de
mamiferos y promotores U6 y U3 de arroz.

Como se ha indicado, las construcciones de expresién que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican las
NGA, ARNcr, el ARNtrat y/o el ARNgu se pueden usar para transformar organismos de interés. Los métodos de
transformacién implican la introduccién de una construccidén nucleotidica en un organismo de interés. Por "introducir”
se entiende introducir la construccién de nucleétidos en la célula hospedadora de tal manera que la construccién
obtenga acceso al interior de la célula hospedadora. Los métodos de la invencién no requieren un método particular
para introducir una construccién nucleotidica en un organismo hospedador, sélo que la construccién nucleotidica
obtenga acceso al interior de al menos una célula del organismo hospedador. La célula hospedadora puede ser una
célula eucariota o procariota. En realizaciones particulares, la célula hospedadora eucariota es una célula vegetal, una
célula de mamifero, una célula de ave o una célula de insecto. En algunas realizaciones, la célula eucariota que
comprende o expresa una NGA divulgada en el presente documento o que ha sido modificada por una NGA divulgada
en el presente documento es una célula humana. En algunas realizaciones, la célula eucariota que comprende o
expresa una NGA divulgada en el presente documento o que ha sido modificada por una NGA divulgada en el presente
documento es una célula de origen hematopoyético, tal como una célula inmunitaria (es decir, una célula del sistema
inmunitario innato o adaptativo), incluida, entre otras, un linfocito B, un linfocito T, un linfocito citolitico natural (NK),
una célula madre pluripotente, una célula madre pluripotente inducida, un linfocito T receptor de antigeno quimérico
(CAR-T), un monocito, un macréfago y una célula dendritica.

Se conocen en la técnica métodos para introducir construcciones nucleotidicas en plantas y otras células
hospedadoras, que incluyen, aunque no de forma limitativa, métodos de transformacién estable, métodos de
transformacién transitoria y métodos mediados por virus.

Los métodos dan como resultado un organismo transformado, tal como una planta, incluyendo plantas completas, asi
como 6rganos de plantas (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etc.), semillas, células vegetales, propagulos, embriones
vegetales y la descendencia de las mismas. Las células vegetales pueden estar diferenciadas o no diferenciadas (por
ejemplo, callos, células de cultivo en suspensién, protoplastos, células foliares, células de la raiz, células del floema,
polen).

"Organismos transgénicos" u "organismos transformados" u organismos o células o tejidos "transformados de forma
estable" se refiere a organismos que han incorporado o integrado un polinucleétido que codifica una NGA, el ARNcr
y/o el ARNtrat de conformidad con los aspectos de la invencién. Se reconoce que también pueden incorporarse a la
célula hospedadora otras secuencias de acidos nucleicos o fragmentos de ADN exdgenos o endégenos. La
transformacién mediada por Agrobacterium y por biolistica siguen siendo los dos enfoques predominantemente
empleados para la transformacién de células vegetales. Sin embargo, la transformacién de una célula hospedadora
puede realizarse mediante infeccién, transfeccién, microinyeccidn, electroporacién, microproyeccién, biolistica o
bombardeo de particulas, electroporacién, fibras de silice/carbono, mediada por ultrasonido, mediada por PEG,
coprecipitacién con fosfato de calcio, técnica de polication DMSO, procedimiento de DEAE dextrano y mediada por
virus, mediada por liposomas y similares. La introduccién mediada por virus de un polinucleétido que codifica una
NGA, ARNcr y/o ARNtrat incluye introduccidén y expresién mediada por retrovirus, lentivirus, adenovirus y
adenoasociaods, asi como el uso de Caulimovirus, Geminivirus y virus ARN de plantas.
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Los protocolos de transformacién, asi como los protocolos para introducir polipéptidos o secuencias de polinucleétido
en plantas, pueden variar dependiendo del tipo de célula hospedadora (por ejemplo, célula vegetal monocotiledénea
o dicotiledb6nea) diana de la transformacién. Los métodos de transformacién son conocidos en la técnica e incluyen
los expuestos en las patentes de Estados Unidos N.°: 8,575,425; 7,692,068; 8,802,934, 7,541,517. Véase, también,
Rakoczy-Trojanowska, M. (2002) Cell Mol Biol Lett. 7:849-858; Jones et al. (2005) Plant Methods 1:5; Rivera et al.
(2012) Physics of Life Reviews 9:308-345; Bartlett et al. (2008) Plant Methods 4:1-12; Bates, G.W. (1999) Methods in
Molecular Biology 111:359-366; Binns y Thomashow (1988) Annual Reviews in Microbiology 42:575-606; Christou, P.
(1992) The Plant Journal 2:275-281; Christou, P. (1995) Euphytica 85:13-27; Tzfira et al. (2004) TRENDS in Genetics
20:375-383; Yao et al. (2006) Journal of Experimental Botany 57:3737-3746; Zupan y Zambryski (1995) Plant
Physiology 107:1041-1047; Jones et al. (2005) Plant Methods 1:5;

La transformacién puede dar como resultado una incorporacién estable o transitoria del acido nucleico en la célula.
Por "transformacion estable" se entiende que la construccién nucleotidica introducida en una célula hospedadora se
integra en el genoma de la célula hospedadora y es capaz de ser heredada por su progenie. Por "transformacion
transitoria" se entiende que un polinucleétido se introduce en la célula hospedadora y no se integra en su genoma.

Se conocen en la técnica métodos para la transformacién de cloroplastos. Véase, por ejemplo, Svab et al. (1990) Proc.
Nail. Acad. Sci. EE.UU. 87:8526-8530; Svab y Maliga (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:913-917; Svab y Maliga
(1993) EMBO J. 12:601-606. El método se basa en la administracién con una pistola de particulas de ADN que
contiene un marcador de seleccién y en el direccionamiento del ADN al genoma plastidico mediante recombinacién
homoéloga. Ademas, la transformacién de plastidos puede lograrse mediante la transactivacién de un transgén
silencioso portado el plastido mediante la expresién preferida de tejido de una ARN polimerasa codificada en el nicleo
y dirigida al plastido. Tal sistema de ha publicado en McBride et al. (1994) Proc. Nacional. Acad. Ciencia. EE.UU
91:7301-7305.

Las células que han sido transformadas pueden convertirse en un organismo transgénico, tal como una planta, en
conformidad con las formas convencionales. Véase, por ejemplo, McCormick et al. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84.
Estas plantas pueden después cultivarse y polinizarse con la misma cepa transformada o diferentes cepas, y el hibrido
resultante que tiene expresion constitutiva de la caracteristica fenotipica deseada. Pueden cultivarse dos o més
generaciones para garantizar que la expresién de la caracteristica fenotipica deseada se mantenga de forma estable
y se herede, y después se recolectan semillas para garantizar que se ha conseguido la expresion de la caracteristica
fenotipica deseada. De esta manera, la presente invencién permite semillas transformadas (también denominadas
"semillas transgénicas") que tienen una construcciéon nucleotidica de acuerdo con aspectos de la invencién, por
ejemplo, un casete de expresion, incorporado de forma estable en su genoma.

Como alternativa, las células que se han transformado pueden introducirse en un organismo. Estas células podrian
haberse originado en el organismo, en donde las células se transforman en un enfoque ex vivo.

Las secuencias proporcionadas en el presente documento pueden usarse para la transformacién de cualquier especie
vegetal, incluyendo, aunque no de forma limitativa, monocotiledéneas o dicotiledbéneas. Los ejemplos de plantas de
interés incluyen, pero sin limitacién, gramineas (maiz), sorgo, trigo, girasol, tomate, cruciferas, pimientos, patata,
algoddn, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada y colza, Brassica sp., alfalfa, centeno,
mijo, cartamo, cacahuetes, batata, mandioca, café, coco, pifia, arboles de citricos, cacao, té, platano, aguacate,
higuera, guayaba, mango, aceituna, papaya, anacardo, macadamia, almendra, avena, verduras, plantas ornamentales
y coniferas.

Las verduras incluyen, pero sin limitacién, tomates, lechuga, judias verdes, habas de Lima, guisantes y miembros del
género Curcumis tales como pepino, meldn cantalupo y meldn. Las plantas ornamentales incluyen, pero sin limitacién,
azalea, hortensia, hibisco, rosas, tulipan, narcisos, petunias, clavel, flor de pascua y crisantemo. Preferentemente, las
plantas de la presente invencién son plantas de cultivo (por ejemplo, maiz, sorgo, trigo, girasol, tomate, cruciferas,
pimientos, patata, algodén, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada, colza, etc.).

Como se usa en el presente documento, el término planta incluye células vegetales, protoplastos vegetales, cultivos
de tejido de células vegetales a partir de los que pueden regenerarse plantas, callos de plantas, agrupaciones de
plantas y células vegetales que estan intactos en plantas o partes de plantas tales como embriones vegetales, polen,
ovulos, semillas, hojas, flores, ramas, frutos, nueces, mazorcas, elote, vainas, pedlnculos, raices, puntas de raices,
anteras y similares. Se entiende que grano significa la semilla madura producida por cultivadores comerciales para
fines distintos del cultivo o la reproduccién de las especies. Aspectos de la invencién también facilitan la progenie,
variantes y mutantes de las plantas regeneradas, siempre que estas partes comprendan los polinucleétidos
introducidos. Ademas se proporciona un producto o subproducto vegetal procesado que conserva las secuencias
divulgadas en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, harina de soja.

Los polinucleétidos que codifican las NGA, los ARNcr y/o los ARNtrat también se pueden usar para transformar
cualquier especie procariota, incluyendo, pero sin limitacién, arqueas y bacterias (por ejemplo, Bacillus sp., Klebsiella
sp. Streptomyces sp., Rhizobium sp., Escherichia sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio sp.,
Yersinia sp., Mycoplasma sp., Agrobacterium, Lactobacillus sp.).
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Los polinucleétidos que codifican las NGA, los ARNcr y/o los ARNtrat se pueden usar para transformar cualquier
especie eucariota, que incluyen, aunque no de forma limitativa, animales (por ejemplo, mamiferos, insectos, peces,
aves y reptiles), hongos, amebas, algas y levaduras.

Se pueden usar métodos convencionales de transferencia de genes viricos o no viricos para introducir 4cidos nucleicos
en células o tejidos diana de mamiferos, insectos o aves. Dichos métodos se pueden usar para administrar acidos
nucleicos que codifican componentes de un sistema de NNA en células en cultivo, o en un organismo hospedador.
Los sistemas de administraciéon de vectores no viricos incluyen plasmidos de ADN, ARN (por ejemplo, un transcrito de
un vector descrito en el presente documento), acido nucleico desnudo y &cido nucleico en complejo con un vehiculo
de administracién, tal como un liposoma. Los sistemas de administracién de vectores viricos incluyen virus de ADN y
ARN, que tienen genomas episémicos o integrados después de la administracién a la célula. Para una revisién de los
procedimientos de terapia génica, véase Anderson, Science 256: 808- 813 (1992); Nabel y Feigner, TIBTECH 11:211-
217 (1993); Mitaniy Caskey, TIBTECH 11:162-166 (1993); Dillon, TIBTECH 11:167-175 (1993); Miller, Nature 357:455-
460 (1992); Van Brunt, Biotechnology 6(10): 1149-1154 (1988); Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8:35-
36 (1995); Kremer y Perricaudet, British Medical Bulletin 51(1):31-44 (1995); Haddada et al., en Current Topics in
Microbiology and Immunology, Doerfler y Bohm (eds) (1995); y Yu et al., Gene Therapy 1:13-26 (1994).

Los métodos de administracién no virica de acidos nucleicos incluyen lipofeccién, nucleofeccién, microinyeccién,
biolistica, virosomas, liposomas, inmunoliposomas, policatién o lipido: conjugados de acido nucleico, ADN desnudo,
viriones artificiales y captacion de ADN potenciada por un agente. La lipofecciéon se describe en, por ejemplo, las
Patentes de los Estados Unidos n.° 5.049.386, 4.946.787; y 4.897.355) y los reactivos de lipofeccién se comercializan
en el mercado (por ejemplo, Transfectam™ y Lipofectin™). Los lipidos catiénicos y neutros adecuados para la
lipofeccién eficaz de polinucleétidos con reconocimiento de receptores incluyen los de Feigner, documento WO
91/17424; documento WO 91/16024. La administraciéon puede ser a células (por ejemplo, administracién in vitro o ex
vivo) o a tejidos diana (por ejemplo, administracién in vivo). La preparacién de los complejos de lipido:acido nucleico,
incluyendo los liposomas diana tales como complejos de inmunolipidos, es muy conocida por el experto en la materia
(véase, por ejemplo, Crystal, Science 270:404-410 (1995); Blaese et al., Cancer Gene Ther. 2:291- 297 (1995); Behr
et al., Bioconjugate Chem. 5:382-389 (1994); Remy et al., Bioconjugate Chem. 5:647-654 (1994), Gao et al., Gene
Therapy 2:710-722 (1995); Ahmad et al., Cancer Res. 52:4817-4820 (1992); patentes de Estados Unidos ndimeros
4.186.183, 4.217.344, 4.235.871, 4.261.975, 4.485.054, 4.501.728, 4.774.085, 4.837.028, y 4.946.787).

El uso de sistemas basados en ARN o ADN virico para la administraciéon de acidos nucleicos aprovecha procesos
altamente evolucionados para el direccionamiento de un virus a células especificas del organismo y el transporte de
la carga virica al nlcleo. Los vectores virales se pueden administrar directamente a los pacientes (in vivo) o pueden
usarse para tratar células in vitro y las células modificadas pueden administrarse opcionalmente a pacientes (ex vivo).
Los sistemas basados en virus convencionales podrian incluir vectores de retrovirus, lentivirus, adenovirus,
adenoasociados y del virus herpes simple para la transferencia génica. La integracién en el genoma del hospedador
es posible con los métodos de transferencia génica de retrovirus, lentivirus, y virus adenoasociados, lo que a menudo
tiene como resultado la expresién a largo plazo del transgén insertado. Ademas, se han observado altas eficiencias
de transduccién en muchos tipos diferentes celulares y tejidos diana.

El tropismo de un retrovirus puede alterarse incorporando proteinas de la envoltura extrafias, expandiendo la poblacién
diana potencial de células diana. Los vectores lentiviricos son vectores retroviricos que son capaces de transducir o
infectar células que no se dividen y normalmente producen titulos viricos altos. La seleccién de un sistema de
transferencia génica retrovirico dependeria por lo tanto del tejido diana. Los vectores retroviricos estan compuestos
por repeticiones terminales largas que actlan en cis con capacidad de empaquetamiento de hasta 6-10 kb de
secuencia extrafia. Las LTR que actlan en cis minimas son suficientes para la replicacién y el empaquetamiento de
los vectores, que se usan después para integrar el gen terapéutico en la célula diana para proporcionar una expresion
transgénica permanente. Los vectores retroviricos ampliamente utilizados incluyen los basados en el virus de la
leucemia murina (MuLV), virus de la leucemia del gibon (GalLV), el virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV, por
sus siglas en inglés), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y combinaciones de los mismos (véase, por ejemplo,
Buchscher et al., J. Viral. 66:2731-2739 (1992); Johann et al., J. Viral. 66: 1635-1640 (1992); Sommnerfelt et al., Viral.
176:58-59 (1990); Wilson et al., J. Viral. 63:2374-2378 (1989); Miller et al., 1. Viral. 65:2220-2224 (1991); documento
PCT/US94/05700).

En aplicaciones en las que se prefiere la expresién transitoria, pueden usarse sistemas basados en adenovirus. Los
vectores basados en adenovirus son capaces de una eficacia de transduccién muy alta en muchos tipos celulares y
no requieren divisién celular. Con dichos vectores, se han obtenido un alto titulo y altos niveles de expresién. Este
vector puede producirse en grandes cantidades en un sistema relativamente simple. Los vectores de virus
adenoasociados ("AAV") también pueden usarse para transducir células con acidos nucleicos diana, por ejemplo, en
la produccién in vitro de acidos nucleicos y péptidos, y para procedimientos de terapia génica in vivo y ex vivo (véase,
por ejemplo, West et al., Virology 160:38-47 (1987); patente de EE. UU. n.°® 4.797.368; documento WO 93/24641,
Katin, Human Gene Therapy 5:793-801 (1994); Muzyczka, 1. Clin. Invest. 94:1351 (1994). La construccidén de vectores
de AAV recombinantes se describe en varias publicaciones, incluyendo la patente de Estados Unidos N.° 5.173.414;
Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 (1985); Tratschin, et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081 (1984); Hermonat y
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Muzyczka, PNAS 81:6466-6470 (1984), y Samulski et al, 1. Viral. 63:03822-3828 (1989). Las células de
empaquetamiento se usan normalmente para formar particulas de virus que son capaces de infectar una célula
hospedadora. Dichas células incluyen células 293, que empaquetan adenovirus, y células pJ2 o células PA317, que
empagquetan retrovirus.

Los vectores viricos usados en la terapia génica habitualmente se generan produciendo una linea celular que
empaqueta un vector de 4cido nucleico en una particula virica. Los vectores pueden contener normalmente las
secuencias viricas minimas requeridas para el empaquetamiento y la posterior integracién en un hospedador, otras
secuencias viricas se sustituyen por un casete de expresién para el polinucleétido o polinucleétidos que se desean
expresar. Las funciones viricas que faltan se suministran normalmente en frans por la linea celular de
empaquetamiento. Por ejemplo, Los vectores AAV utilizados en terapia génica normalmente sélo poseen secuencias
ITR del genoma del AAV que son necesarias para el empaquetamiento y la integracidén en el genoma hospedador. El
ADN virico se empaqueta en una linea celular, que contiene un plasmido auxiliar que codifica los otros genes de AAV,
concretamente rep y cap, pero que carece de las secuencias ITR.

La linea celular también se puede infectar con adenovirus como un auxiliar. El virus auxiliar propicia la replicacién del
vector de AAV y la expresién de genes de AAV a partir del plasmido auxiliar. El plasmido auxiliar no estd empaquetado
en cantidades significativas debido a la falta de secuencias ITR. La contaminacién con adenovirus puede reducirse
mediante, por ejemplo, tratamiento térmico al que el adenovirus es mas sensible que el AAV. Los expertos en la
materia conocen métodos adicionales para la administracién de &cidos nucleicos a las células. Véase, por ejemplo,
US20030087817.

En algunas realizaciones, una célula hospedadora se transfecta de forma transitoria o no transitoria con uno o més
vectores descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, una célula se transfecta como se produce de
forma natural en un sujeto. En algunas realizaciones, se toma una célula transfectada de un sujeto. En algunas
realizaciones, la célula procede de células extraidas de un sujeto, tal como una estirpe celular. En algunas
realizaciones, la linea celular puede ser de células de mamifero, de insectos o aves. Se conoce una amplia diversidad
de lineas celulares para el cultivo de tejidos en la materia. Los ejemplos de lineas celulares incluyen, pero sin limitacién,
C8161, CCRF-CEM, MOLT, mIMCD-3, NHDF, HelLaS3, Huhl, Huh4, Huh7, HUVEC, HASMC, HEKn, HEKa,
MiaPaCell, Panel, PC-3, TF1, CTLL-2, CIR, Rat6, CVI, RPTE, A10, T24, 182, A375, ARH-77, Calul, SW480, SW620,
SKOV3, SK-UT, CaCo2, P388D1, SEM-K2, WEHI- 231, HB56, TIB55, lurkat, 145.01, LRMB, Bcl-1, BC-3, IC21, DLD2,
Raw264.7, NRK, NRK-52E, MRC5, MEF, Hep G2, HelLa B, HeLa T4. COS, COS-1, COS-6, COS-MBA, BS-C-1 epitelial
de rifién de mono, BALB/3T3 de fibroblasto de embrién de ratén, 3T3 Swiss, 3T3-L1, 132-d5 de fibroblastos fetales
humanos; 10.1 de fibroblastos de ratén, 293-T, 3T3, 721, 9L, A2780, A2780ADR, A2780cis, A172, A20, A253, A431,
A-549, ALC, B186, B35, células BCP-I, BEAS-2B, bEnd.3, BHK-21, BR 293, BxPC3, C3H-10TI/2, C6/36, Cal-27, CHO,
CHO-7, CHO-IR, CHO-K1, CHO-K2, CHO-T, CHO Dhfr-/-, COR-L23, COR-L23/CPR, COR-L235010, CORL23/ R23,
COS-7, COV-434, CML TI, CMT, CT26, D17, DH82, DU145, DuCaP, EL4, EM2, EM3, EMT6/AR1, EMT6/AR10.0,
FM3, H1299, HE9, HB54, HB55, HCA2, HEK-293, Hela, Hepalclc7, HL-60, HMEC, HT-29, lurkat, células /Y, células
K562, Ku812, KCL22, KG1, KYO1, LNCap, Ma-Mel 1-48, MC-38, MCF-7, MCF-10A, MDA-MB-231, MDA-MB-468,
MDA-MB-435, MDCKII, MDCKII, MOR/ 0.2R, MONO-MAC 8, MTD-1A, MyEnd, NCI-HB69/CPR, NCI-H69/LX10, NCI-
HB69/LX20, NCI-HB9/LX4, NIH-3T3, NALM-1, NW-145, lineas celulares OPCN/OPCT, Peer, PNT-1A/ PNT 2, RenCa,
RIN-5F, RMA/RMAS, células Saos-2, Sf-9, SkBr3, T2, T-47D, T84, linea celular THP1, U373, U87, U937, VCaP,
células Vero, WM39, WT-49, X63, YAC-1, YAR, y variantes transgénicas de las mismas. Las lineas celulares estéan
disponibles en una variedad de fuentes conocidas por los expertos en la materia (véase, por ejemplo, la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo (ATCC) (Manassas, Va.)).

En algunas realizaciones, una célula transfectada con uno o méas vectores descritos en el presente documento se usa
para establecer una nueva linea celular que comprende una o més secuencias procedentes de vectores. En algunas
realizaciones, una célula transfectada transitoriamente con los componentes de un sistema de NGA como se describe
en el presente documento (tal como mediante transfeccién transitoria de uno o més vectores, o transfeccién con ARN),
y modificada a través de la actividad de un sistema de NGA, se usa para establecer una nueva estirpe celular que
comprende células que contienen la modificacién pero que carecen de cualquier otra secuencia exégena. En algunas
realizaciones, las células transfectadas de forma transitoria o no transitoria con uno o mas vectores descritos en el
presente documento, o las lineas celulares procedentes de tales células se usan para evaluar uno o mas compuestos
de prueba.

En algunas realizaciones, uno 0 méas vectores descritos en el presente documento se usan para producir un animal
transgénico no humano o una planta transgénica. En algunas realizaciones, el animal transgénico es un mamifero, tal
como un ratén, rata, hamster, conejo, vaca o cerdo. En algunas realizaciones, el animal transgénico es un ave, tal
como un pollo o un pato. En algunas realizaciones, el animal transgénico es un insecto, tal como un mosquito o una
garrapata.

V. Variantes y fragmentos de polipéptidos y polinucleétidos
La presente divulgacién proporciona, de acuerdo con aspectos de la invencién, variantes activas y fragmentos de una

nucleasa guiada por ARN de origen natural (es decir, de tipo salvaje), cuya secuencia de aminoacidos se expone
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como la SEQ ID NO: 83, asi como variantes y fragmentos activos de repeticiones de CRISPR de origen natural, tal
como la secuencia de aminoacidos expuesta como las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90,
97, 104, 111, 118 o 124, y variantes activas y fragmentos de ARNtrat de origen natural, tal como la secuencia de
aminoécidos expuesta como las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119, o
125, y polinucleétidos que codifican los mismos.

Si bien la actividad de una variante o fragmento puede estar alterada en comparacién con el polinucleétido o
polipéptido de interés, la variante y el fragmento deben conservar la funcionalidad del polinucleétido o polipéptido de
interés. Por ejemplo, una variante o fragmento puede una actividad aumentada, una actividad disminuida, un espectro
de actividad diferente o cualquier otra alteracion en la actividad en comparacién con el polinucleétido o polipéptido de
interés.

Los fragmentos y variantes de polipéptidos de NGA de origen natural, tal como los divulgados en el presente
documento, conservara la actividad de unién al ADN guiada por ARN especifica de secuencia. En realizaciones
particulares, los fragmentos y variantes de polipéptidos de NGA de origen natural, tal como los divulgados en el
presente documento, conservaran la actividad de nucleasa (monocatenaria o bicatenaria).

Los fragmentos y variantes de repeticiones de CRISPR de origen natural, tal como los divulgados en el presente
documento, conservaran la capacidad, cuando forman parte de un ARN de guia (que comprende un ARNtrat), de
unirse a y guiar una nucleasa guiada por ARN (formando complejo con el ARN de guia) a una secuencia de nucleétidos
diana de una manera especifica de secuencia.

Los fragmentos y variantes de ARNtrat de origen natural, tal como los divulgados en el presente documento,
conservaran la capacidad, cuando forman parte de un ARN de guia (que comprende un ARN de CRISPR), para guiar
una nucleasa guiada por ARN (formando complejo con el ARN de guia) hacia una secuencia de nucleétidos diana de
una manera especifica de secuencia.

El término "fragmento" se refiere a una porcién de una secuencia de polinucleétido o polipéptido de la invencién.
"Fragmentos" o "porciones biolégicamente activas" incluyen polinucleétidos que comprenden un nimero suficiente de
nucleétidos contiguos para conservar la actividad biolégica (es decir, unirse y dirigir una NGA de una manera especifica
de secuencia a una secuencia de nucleétidos diana cuando esta incluido dentro de un ARN de guia). "Fragmentos" o
"porciones biolégicamente activas" incluyen polipéptidos que comprenden un numero suficiente de restos de
aminoécido contiguos para conservar la actividad bioldgica (es decir, unirse a una secuencia de nucledtidos diana de
una manera especifica de secuencia cuando forma complejo con un ARN de guia). Los fragmentos de las proteinas
NGA incluyen los que son mas cortos que las secuencias de longitud completa debido al uso de un sitio de inicio
alternativo secuencia abajo. Una porcién biolégicamente activa de una proteina NGA puede ser un polipéptido que
comprende, por ejemplo, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700 o mas restos
de aminoacidos contiguos de las SEQ ID NO: 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 56, 63, 70, 76, 83, 89, 96, 103, 110, 117,
123 o 570-579. Dichas porciones biol6gicamente activas pueden prepararse mediante técnicas recombinantes y
evaluarse respecto de su actividad de unién al ADN guiada por ARN especifica de secuencia. Un fragmento
biolégicamente activo de una secuencia de repeticién de CRISPR puede comprender al menos 8 aminoéacidos
contiguos de las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118 0 124. Una porcion
biol6gicamente activa de una secuencia de repeticion de CRISPR puede ser un polinucleétido que comprende, por
ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 nuclebtidos contiguos de las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23,
30, 37,44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118 0 124. Una porcién biolégicamente activa de un ARNtrat puede
ser un polinucleétido que comprende, por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110 o mas nucleétidos contiguos de las
SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119 0 125.

En general, "variantes" pretende significar secuencias sustancialmente similares. Para los polinucledtidos, una variante
comprende una delecidn y/o adicién de uno 0 mas nucleétidos en uno o mas sitios internos en el polinucleétido nativo
y/o una sustitucién de uno o méas nucleétidos en uno o mas sitios en el polinucleétido nativo. Como se usa en el
presente documento, un polinucledtido o polipéptido "nativo" o "de tipo silvestre" comprende una secuencia de
nucleétidos o secuencia de aminoacidos de origen natural, respectivamente. Para los polinucleétidos, las variantes
conservadoras incluyen las secuencias que, debido a la degeneracién del cédigo genético, codifican la secuencia de
aminodacidos nativa del gen de interés. Variantes alélicas de origen natural tales como éstas pueden identificarse con
el uso de técnicas de biologia molecular muy conocidas, como, por ejemplo, con la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y técnicas de hibridacién, como se ha indicado anteriormente. Los polinucleétidos variantes incluyen
también polinucleétidos obtenidos sintéticamente, tales como los generados, por ejemplo, mediante el uso de
mutagénesis dirigida al sitio pero que todavia codifican el polipéptido o el polinucleétido de interés. En general, las
variantes de un polinucleétido particular divulgado en el presente documento tendran al menos aproximadamente el
40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93
%, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o més de identidad de secuencia con el polinucledtido particular
como se determina mediante los programas y parametros de alineamiento de secuencias descritos en otra parte en el
presente documento.
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Se pueden evaluar también variantes de un polinucledtido particular divulgado en el presente documento (es decir, el
polinucleétido de referencia) mediante comparacién del porcentaje de identidad de secuencia entre el polipéptido
codificado por un polinucleétido variante y el polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia. Puede
calcularse el porcentaje de identidad entre dos polipéptidos cualesquiera utilizando programas y parédmetros de
alineamiento de secuencias descritos en otra parte en el presente documento. Cuando se evalla cualquier par dado
de polinucleétidos divulgados en el presente documento por comparacién del porcentaje de identidad de secuencia
compartido por los dos polipéptidos que codifican, el porcentaje de identidad de secuencia entre los dos polipéptidos
codificados es de al menos aproximadamente el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %,
el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de
identidad de secuencia.

En realizaciones particulares, los polinucledtidos actualmente divulgados codifican un polipéptido de nucleasa guiada
por ARN que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94
%, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
83. Una posicién aminoacidica de una primera secuencia de aminoacidos "correspondiente a" una posicién particular
de una segunda secuencia de aminoécidos se refiere a la posicién en la primera secuencia de aminoacidos cuando
las secuencias de aminoacidos primera y segunda estédn 6ptimamente alineadas que se alinea con la posicién
especificada del resto de aminoacido en la segunda secuencia.

Una variante biol6gicamente activa de un polipéptido de NGA de acuerdo con aspectos de la invencién puede diferir
tan solo en aproximadamente 1-15 restos de aminoacido, tan poco como aproximadamente 1-10, tal poco como
aproximadamente 6-10, tan poco como 5, tan poco como 4, tan poco como 3, tan solo 2 o tan solo 1 resto de
aminodacido. En realizaciones especificas, los polipéptidos pueden comprender un truncamiento aminoterminal o
carboxiterminal, que puede comprender al menos una delecién de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000,
1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700 aminoacidos o0 més del extremo
N o C del polipéptido.

En determinadas realizaciones, los polinucleétidos actualmente divulgados comprenden o codifican una repeticién de
CRISPR que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60
%, el 85 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 81 %, el 82 %, el 83 %, el 84 %, el 85 %, el 86 %, el 87 %, el 88 %, el 89 %,
el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o mas de identidad con la
secuencia de nucleétidos expuesta como las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104,
111, 118 0 124.

Los polinucleétidos actualmente divulgados pueden comprender o codificar un ARNtrat que comprende una secuencia
de nucleétidos que tiene al menos el 40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el
81 %, el 82 %, el 83 %, el 84 %, el 85 %, el 86 %, el 87 %, el 88 %, el 89 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94
%, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o més de identidad con la secuencia de nucleétidos expuesta como las
SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119 0 125.

Las variantes biolégicamente activas de una repeticibn de CRISPR o ARNtrat pueden diferir en tan soélo
aproximadamente 1-15 nucleétidos, tan poco como aproximadamente 1-10, tal poco como aproximadamente 6-10,
tan poco como 5, tan poco como 4, tan poco como 3, tan solo 2 o tan solo 1 nucleétido. En realizaciones especificas,
los polinucleétidos pueden comprender un truncamiento 5' o 3', que puede comprender al menos una delecién de 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 95, 100, 105, 110 nucledtidos 0 més del extremo 5' 0 3' del
polinucleétido.

Se reconoce que se pueden realizar modificaciones en los polipéptidos de NGA, las repeticiones de CRISPR y los
ARNtrat proporcionados en el presente documento creando proteinas y polinucleétidos variantes. Los cambios
disefiados por el hombre pueden introducirse mediante la aplicacién de técnicas de mutagénesis dirigida. Como
alternativa, también pueden identificarse polinucleétidos y/o polipéptidos nativos, aln desconocidos o aln no
identificados, estructural y/o funcionalmente relacionados con las secuencias divulgadas en el presente documento,
que entren dentro de los aspectos de la presente invencién. Se pueden realizar sustituciones conservadoras de
aminodacidos en regiones no conservadas que no alteran la funcidén de las proteinas NGA. Como alternativa, pueden
realizarse modificaciones que mejoren la actividad de la NGA.

Los polinucleétidos y proteinas variantes abarcan también secuencias y proteinas procedentes de un procedimiento
mutagénico y recombinogénico tales como el reordenamiento del ADN. Con dicho procedimiento, una o méas proteinas
NGA diferentes divulgadas en el presente documento (por ejemplo, las SEQ ID NO: 83) se manipulan para crear una
nueva proteina NGA que posea las propiedades deseadas. De esta manera, se generan bibliotecas de polinucleétidos
recombinantes a partir de una poblacidén de polinucledtidos de secuencias relacionadas que comprenden regiones de
secuencias que tienen una identidad de secuencia sustancial y pueden recombinarse de forma homdloga in vitro o in
vivo. Por ejemplo, usando esta estrategia, los motivos de secuencia que codifican un dominio de interés pueden
reordenarse entre las secuencias de RGN proporcionadas en el presente documento y otros genes de RGN conocidos

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 182 T3

para obtener un nuevo gen que codifique una proteina con una propiedad mejorada de interés, tal como un aumento
de la K, en el caso de una enzima. Se conocen en la técnica estrategias para dicho reordenamiento de ADN. Véase,
por ejemplo, Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751; Stemmer (1994) Nature 370:389-391,
Crameri et al. (1997) Nature Biotech. 15:436-438; Moore et al. (1997) J. Mol. Biol. 272:336-347; Zhang et al. (1997)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Crameri et al. (1998) Nature 391:288-291; y las patentes de Estados Unidos
n.° 5.605.793 y 5.837.458. Un é&cido nucleico "reordenado” es un acido nucleico producido mediante un procedimiento
de reordenamiento tal como cualquier procedimiento de reordenamiento expuesto en el presente documento. Los
acidos nucleicos reordenados se producen recombinando (fisica o virtualmente) dos o més acidos nucleicos (o
sucesiones de caracteres), por ejemplo, de forma artificial y opcionalmente recursiva. En general, se utilizan una o
més etapas de cribado en los procedimientos de reordenamiento para identificar los acidos nucleicos de interés; esta
etapa de cribado se puede realizar antes o después de cualquier etapa de recombinacién. En algunas (pero no en
todas) realizaciones de reordenamiento, es conveniente realizar multiples rondas de recombinacién antes de la
selecciéon para aumentar la diversidad del conjunto que se va a examinar. El proceso global de recombinacién y
seleccién se repite opcionalmente de forma recursiva. Dependiendo del contexto, reordenamiento puede referirse a
un proceso general de recombinacién y seleccién, o, alternativamente, puede referirse simplemente a las partes
recombinatorias del proceso global.

Como se usa en el presente documento, la "identidad de secuencia" o "identidad" en el contexto de dos secuencias
de polinucleétido o polipéptido hace referencia a los restos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean
para méxima correspondencia a lo largo de una ventana de comparacién especifica. Cuando el porcentaje de identidad
de secuencia se usa en referencia a las proteinas se reconoce que las posiciones de restos que no son idénticas
difieren a menudo en sustituciones de aminoéacidos conservadoras, donde se sustituyen los restos de aminoacido por
otros restos de aminoacido con propiedades quimicas similares (p. ej., carga o hidrofobia) y por lo tanto, no cambian
las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren en sustituciones conservativas, puede
ajustarse por exceso el porcentaje de identidad de secuencia para corregir la naturaleza conservativa de la sustitucién.
Se dice que las secuencias que difieren en dichas sustituciones conservativas tienen "similitud de secuencia" o
"similitud”". Los medios para hacer este ajuste son bien conocidos por los expertos en la materia. Tipicamente, esto
implica puntuar una sustitucién conservativa como un emparejamiento errébneo parcial en lugar de completo,
aumentando de este modo el porcentaje de identidad de secuencia. Por tanto, por ejemplo, cuando se asigna a un
aminodacido idéntico una puntuacién de 1 y se asigna a una sustitucién no conservadora una puntuacién de cero, se
asigna a una sustituciéon conservadora una puntuacién de entre cero y 1. La puntuacidén de sustituciones conservativas
se calcula, por ejemplo, como se implementa en el programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View, California).

Como se usa en el presente documento, "porcentaje de identidad de secuencia" significa el valor determinado al
comparar dos secuencias alineadas de manera éptima a lo largo de una ventana de comparacién, en donde la porcién
de la secuencia polinucleotidica en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir,
huecos) en comparacién con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para el
alineamiento éptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las
cuales se encuentran la base de acido nucleico o el resto de aminoécido idénticos en ambas secuencias para producir
el numero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes entre el numero total de
posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad
de secuencia.

A menos que se indique de otro modo, los valores de identidad/similitud de secuencia proporcionados en el presente
documento se refieren al valor obtenido usando GAP Versién 10 utilizando los siguientes parametros: % de identidad
y % de similitud para una secuencia de nucleétidos utilizando una ponderacién de GAP de 50 y una ponderacién de
la longitud de 3 y la matriz de puntuacién nwsgapdna.cmp; % de identidad y % de similitud de una secuencia de
aminoécidos utilizando una ponderacion de GAP de 8 y una ponderacion de la longitud de 2 y la matriz de puntuacién
BLOSUMSB62; o cualquier programa equivalente de los mismos. Por "programa equivalente”" se entiende cualquier
programa de comparaciéon de secuencias que, para dos secuencias cualquiera en cuestiéon, genera un alineamiento
que tiene emparejamientos de restos de nucleétidos o aminoacidos idénticos y un porcentaje de identidad de
secuencia idéntico en comparacién con la alineacién correspondiente generada por GAP Versién 10.

Dos secuencias estan "alineadas de manera 6ptima" cuando estan alineadas para la puntuacién de similitud usando
una matriz de sustitucién de aminoéacidos definida (por ejemplo, BLOSUM®62), penalizacién por existencia de huecos
y penalizacion por extensiéon de huecos para llegar a la puntuacién més alta posible para ese par de secuencias. Las
matrices de sustitucién de aminoacidos y su uso para cuantificar la similitud entre dos secuencias son bien conocidas
en la técnica y se describen, por ejemplo, en Dayhoff et al. (1978) "A model of evolutionary change in proteins". En
"Atlas of Protein Sequence and Structure", Vol. 5, Supl. 3 (ed. M. O. Dayhoff), pag. 345-352. Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D.C. y Henikoff et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919. La matriz BLOSUMB2 se utiliza
a menudo como matriz de sustitucién de puntuacién predeterminada en protocolos de alineamiento de secuencias. La
penalizacién por existencia de hueco se impone por la introduccién de un hueco de un Unico aminoacido en una de
las secuencias alineadas, y la penalizacion por extensién de hueco se impone por cada posicibn de aminoacido vacia
adicional insertada en un hueco ya abierto. El alineamiento se define por las posiciones de los aminoacidos de cada
secuencia en las que comienza y termina el alineamiento, y opcionalmente por la insercién de un hueco o multiples
huecos en una o0 ambas secuencias, para llegar a la puntuacién mas alta posible. Si bien el alineamiento y puntuacién
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6ptimos se pueden lograr manualmente, el procedimiento se facilita mediante el uso de un algoritmo de alineamiento
implementado por ordenador, por ejemplo, BLAST 2.0 con huecos, descrito en Altschul et al. (1997) Nucleic Acids
Res. 25:3389-3402, y puesto a disposiciéon del publico en el sitio de internet del National Center for Biotechnology
Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Los alineamientos 6ptimos, incluyendo los alineamientos mdltiples, se pueden
preparar usando, por ejemplo, PSI-BLAST, disponible a través de www.ncbi.nlm.nih.gov y descrito por Altschul et al.
(1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Con respecto a una secuencia de aminoacidos que est4 6ptimamente alineada con una secuencia de referencia, un
resto de aminoécido "corresponde a" la posicidn en la secuencia de referencia con la que el resto estd emparejado en
el alineamiento. La "posicién" se indica mediante un nimero que identifica secuencialmente cada aminoacido en la
secuencia de referencia en funcién de su posicién con respecto al extremo aminoterminal. Debido a las deleciones,
inserciones, truncamientos, fusiones, etc., que deben tenerse en cuenta a la hora de determinar una alineacién 6ptima,
en general, el nimero de restos de aminoacidos en una secuencia de prueba determinado simplemente contando
desde el extremo N terminal no serd necesariamente el mismo que el nimero de su posicidn correspondiente en la
secuencia de referencia. Por ejemplo, en el caso de que haya una delecién en una secuencia de prueba alineada, no
habra ningin aminoéacido que corresponda a una posicién en la secuencia de referencia en el sitio de la delecién.
Cuando hay una insercién en una secuencia de referencia alineada, esa insercién no correspondera a ninguna
posicién de aminoacido en la secuencia de referencia. En el caso de truncamientos o fusiones, puede haber tramos
de aminoacidos en la secuencia de referencia o alineada que no corresponden a ningiin amino4cido en la secuencia
correspondiente.

V. Anticuerpos

También se permiten anticuerpos contra los polipéptidos NGA o las ribonucleoproteinas que comprenden los
polipéptidos NGA del cuarto aspecto de la presente invencién, incluidos los que tienen la secuencia de aminoacidos
establecida como SEQ ID NO: 83 o variantes activas o fragmentos de los mismos. En la técnica se conocen bien los
métodos para producir anticuerpos (véase, por ejemplo, Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.; y la patente de los Estados Unidos n.° 4,196,265). Estos
anticuerpos se pueden utilizar en kits para la deteccién y aislamiento de polipéptidos o ribonucleoproteinas de NGA.
Por tanto, la presente divulgacidén proporciona kits que comprenden anticuerpos que se unen especificamente a los
polipéptidos o ribonucleoproteinas descritos en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, polipéptidos que
tienen la secuencia de SEQ ID NO:83.

V.. Sistemas y complejos de ribonucleoproteina para la unién a una secuencia diana de interés y métodos para
producirlos

La presente divulgaciéon proporciona un sistema de acuerdo con el quinto aspecto de la invencién para unir una
secuencia diana de interés, en donde el sistema comprende al menos un ARN de guia o una secuencia de nucleétidos
que codifica el mismo, y al menos una nucleasa guiada por ARN o una secuencia de nucleétidos que codifica la misma.
El ARN de guia hibrida con la secuencia diana de interés y también forma un complejo con el polipéptido de NGA,
dirigiendo asi el polipéptido de NGA para que se una a la secuencia diana. La NGA comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 83, o una variante activa o fragmento de la misma de acuerdo con el cuarto aspecto de
la invencién. En diferentes realizaciones, el ARN de guia comprende una secuencia de repeticién de CRISPR que
comprende la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104,
111, 118, 0 124, o una variante activa o fragmento del mismo. En realizaciones particulares, el ARN de guia comprende
un ARNtrat que comprende una secuencia de nucledtidos de las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72,
78, 85, 91, 98, 105, 112, 119, 0 125, o una variante activa o fragmento del mismo. EI ARN de guia del sistema puede
ser un ARN de guia Unico o un ARN de guia doble. En realizaciones particulares, el sistema comprende una nucleasa
guiada por ARN que es heterbloga para el ARN de guia, en donde la NGA y el ARN guia no se encuentran formando
complejos uno con otro (es decir, unidos entre si) en la naturaleza.

El sistema para la unién a una secuencia diana de interés proporcionado en el presente documento puede ser un
complejo de ribonucleoproteina, que es al menos una molécula de un ARN unida a al menos una proteina. Los
complejos de ribonucleoproteina proporcionados en el presente documento comprenden al menos un ARN de guia y
el componente de ARN y una nucleasa guiada por ARN como componente proteico. Dichos complejos de
ribonucleoproteina pueden purificarse a partir de una célula u organismo que exprese de forma natural un polipéptido
de NGA y haya sido técnicamente disefiado para expresar un ARN de guia particular que sea especifico para una
secuencia diana de interés. Como alternativa, el complejo ribonucleoproteico puede purificarse a partir de una célula
u organismo que haya sido transformada con polinucleétidos que codifican un polipéptido de NGA y un ARN guia y
cultivado en condiciones que permiten la expresién del polipéptido de NGA y del ARN guia. Por tanto, se proporcionan
métodos para fabricar un polipéptido de NGA o un complejo ribonucleoproteico NGA. Tales métodos comprenden el
cultivo de una célula que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido NGA vy, en algunas
realizaciones, una secuencia de nucledtidos que codifica un ARN guia, en condiciones en las que se expresa el
polipéptido de NGA (y en algunas realizaciones, el ARN de guia). A continuaciéon, el polipéptido de NGA o la
ribonucleoproteina de NGA pueden purificarse a partir de un lisado de las células cultivadas.
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Los métodos para purificar un polipéptido NGA o un complejo ribonucleoproteico NGA a partir de un lisado de una
muestra biolégica son conocidos en la técnica (por ejemplo, exclusion por tamafio y/o cromatografia de afinidad, 2D-
PAGE, HPLC, cromatografia de fase inversa, inmunoprecipitacién). En métodos particulares, el polipéptido de NGA
se produce de forma recombinante y comprende una etiqueta de purificacién para facilitar su purificacién, incluyendo,
pero sin limitacién, glutation-S-transferasa (GST), proteina de unidén a quitina (CBP), proteina de unién a maltosa,
tiorredoxina (TRX), poli(NANP), etiqueta de purificacién por afinidad en tandem (TAP, por sus siglas en inglés), myc,
AcV5, AU1, AUS, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, KT3, S, 81, T7, V5, VSV-
G, 6xHis, 10xHis, proteina transportadora de biotina carboxilo (BCCP) y calmodulina. En general, el polipéptido de
NGA marcado o el complejo ribonucleoproteico de NGA se purifica mediante cromatografia de afinidad por metales
inmovilizados. Se apreciard que se pueden usar otros métodos similares conocidos en la técnica, incluyendo otras
formas de cromatografia o, por ejemplo, inmunoprecipitacién, bien solos 0 combinados.

Un polipéptido "aislado" o "purificado”, o una porcién biolégicamente activa de los mismos, esta sustancial o
esencialmente libre de componentes que normalmente acompafian o interactlan con el polipéptido que se encuentran
en su entorno de origen natural. Por tanto, un polipéptido aislado o purificado estd sustancialmente libre de otro
material celular, o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Una proteina que esta
sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteina que tienen menos de aproximadamente el
30 %, el 20 %, el 10 %, el 5 % o0 el 1 % (en peso seco) de proteina contaminante. Cuando la proteina del cuarto
aspecto de la invencién o porcién biolégicamente activa de la misma se produce recombinantemente, de forma 6ptima
el medio de cultivo representa menos de aproximadamente el 30 %, el 20 %, el 10 %, el 5 % o el 1 % (en peso seco)
de precursores quimicos o productos quimicos que no son proteinas de interés.

Los métodos particulares proporcionados en el presente documento para unirse a y/o escindir una secuencia diana
de interés implican el uso de un complejo de ribonucleoproteina de NGA ensamblado in vitro. El ensamblaje in vitro
de un complejo de ribonucleoproteina de NGA se puede realizar usando cualquier método conocido en la técnica en
el que un polipéptido de NGA se pone en contacto con un ARN de guia en condiciones que permitan la unién del
polipéptido de NGA al ARN de guia. Como se usa en el presente documento, "se pone en contacto", poner en
contacto", "puesto en contacto" se refieren a colocar los componentes de una reaccién deseada juntos en condiciones
adecuadas para llevar a cabo la reaccidén deseada. El polipéptido de NGA se puede purificar a partir de una muestra
biolégica, lisado celular o medio de cultivo, producidos mediante traduccidn in vitro o sintesis quimica. EI ARN de guia
se puede purificar a partir de una muestra biolégica, lisado celular o medio de cultivo, transcribirse in vitro o sintetizarse
quimicamente. El polipéptido de NGA y ARN de guia se pueden poner en contacto en solucién (por ejemplo, solucién
salina tamponada) para permitir el ensamblaje in vitro del complejo de ribonucleoproteina de NGA.

VII. Métodos de unién, escisién o modificacion de una secuencia diana

La presente divulgacion proporciona métodos in vitro y ex vivo para la unién, escisiéon y/o modificacién de una
secuencia de nucledtidos diana de interés de conformidad con aspectos de la invencién. Los métodos incluyen
suministrar un sistema que comprende al menos un ARN de guia o un polinucleétido que codifica el mismo, y al menos
el polipéptido de NGA o un polinucledtido que codifica el mismo a la secuencia diana o una célula, organulo o embrién
no humano que comprenda la secuencia diana, en donde el método no es un proceso para modificar la identidad de
la linea germinal de un ser humano. El NGA comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 83, o una
variante activa o fragmento de la misma de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién. En diferentes realizaciones,
el ARN de guia comprende una secuencia de repeticién de CRISPR que comprende la secuencia de nucleétidos de
las SEQ ID NO: 2, 9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118, 0 124, o una variante activa o
fragmento del mismo. En realizaciones particulares, el ARN de guia comprende un ARNtrat que comprende la
secuencia de nucledtidos de las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119, o
125, o una variante activa o fragmento del mismo. EI ARN de guia del sistema puede ser un ARN de guia Unico o un
ARN de guia doble. La NGA del sistema puede ser una NGA sin actividad de nucleasa, tener actividad de nickasa o
puede ser un polipéptido de fusién. En algunas realizaciones, el polipéptido de fusién comprende un polipéptido de
edicién de bases, por ejemplo una citidina desaminasa o una adenosina desaminasa. En otras realizaciones, la
proteina de fusién NGA comprende una transcriptasa inversa. En otras realizaciones, la proteina de fusién NGA
comprende un polipéptido que recluta miembros de un complejo funcional de reparaciéon de acidos nucleicos, tal como
un miembro de la via de reparacién por escisién de nucleétidos (NER) o de reparacién por escisién de nuclebtidos
acoplada a transcripcion (TC-NER) (Wei et al., 2015, PNAS USA 112(27):E3495-504; Troelstra et al., 1992, Cell
71:939-953; Marnef et al., 2017, J Mol Biol 429(9):1277-1288), tal como se describe en la solicitud provisional de
Estados Unidos n.° 62/966.203, que se presenté el 27 de enero de 2020, y se incorpora por referencia en su totalidad.
En algunas realizaciones, la proteina de fusion NGA comprende CSB (van den Boom et al., 2004, J Cell Biol 166(1):27-
36; van Gool et al., 1997, EMBO J 16(19):5955-65; un ejemplo de la cual se establece como la SEQ ID NO: 608), que
es un miembro de la via TC-NER (reparacién por escisién de nucleétidos) y funciona en el reclutamiento de otros
miembros. En realizaciones adicionales, la proteina de fusibn NGA comprende un dominio activo de CSB, tal como el
dominio 4cido de CSB que comprende restos de aminoacidos 356-394 de la SEQ ID NO: 608 (Teng et al., 2018, Nat
Commun 9(1):4115).

En realizaciones particulares, la NGA y/o el ARN de guia son heterdlogos para la célula, organulo o embrién no
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humano en el que se introducen la NGA y/o el ARN de guia (o polinucleétido o polinucleétidos que codifican al menos
uno de NGA y ARN de guia).

En las realizaciones en las que el método comprende la administracién de un polinucleétido que codifica un ARN guia
y/o un polipéptido NGA, la célula o el embrién no humano puede entonces cultivarse en condiciones en las que se
expresen el ARN de guia y/o el polipéptido de NGA. En diferentes realizaciones, el método comprende poner en
contacto una secuencia diana con un complejo de ribonucleoproteina de NGA. El complejo de ribonucleoproteina de
NGA puede comprender una NGA que no tiene actividad de nucleasa o tiene actividad de nickasa. En algunas
realizaciones, la NGA del complejo de ribonucleoproteina es un polipéptido de fusién que comprende un polipéptido
de edicion de bases. En determinadas realizaciones, el método comprende introducir en una célula, organulo o
embrién no humano que comprende una secuencia diana un complejo de ribonucleoproteina de NGA. El complejo de
ribonucleoproteina de NGA puede ser uno que se haya purificado a partir de una muestra biolégica, se haya producido
de forma recombinante y posteriormente purificado, o se haya ensamblado in vitro como se describe en el presente
documento. En las realizaciones en donde el complejo de ribonucleoproteina de NGA que se pone en contacto con la
secuencia diana o un organulo celular, o embrién no humano se ha ensamblado in vitro, el método puede comprender
ademas el ensamblaje in vitro del complejo antes de la puesta en contacto con la secuencia diana, célula, organulo o
embrién no humano.

Un complejo de ribonucleoproteina de NGA purificado o ensamblado in vitro se puede introducir en una célula,
organulo o embrién no humano usando cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero no limitado a,
electroporacion. Como alternativa, puede introducirse en una célula un polipéptido NGA y/o un polinucleétido que
codifique o comprenda el ARN guia, organulo o embrién no humano usando cualquier método conocido en la técnica
(por ejemplo, electroporacion).

Tras la administraciéon o la puesta en contacto con la secuencia diana o célula, organulo o embrién no humano que
comprenda la secuencia diana, el ARN guia dirige la NGA para que se una a la secuencia diana de forma especifica
para la secuencia. En las realizaciones en donde la NGA tiene actividad de nucleasa, el polipéptido de NGA escinde
la secuencia diana de interés tras la unién. La secuencia diana puede modificarse posteriormente mediante
mecanismos de reparacién endbgenos, tales como unién de extremos no homdlogos o reparacién dirigida por
homologia con un polinucleétido donante proporcionado.

Los métodos para medir la unidén de un polipéptido de NGA a una secuencia diana se conocen en la técnica e incluyen
ensayos de inmunoprecipitacién de cromatina, ensayos de cambio de movilidad en gel, ensayos de extraccién de
ADN, ensayos de indicador, ensayos de captura y deteccién en microplacas. De manera analoga, los métodos para
medir la escisién o modificacién de una secuencia diana se conocen en la técnica e incluyen ensayos de escisién in
vitro o in vivo en donde la escisién se confirma mediante PCR, secuenciacién o electroforesis en gel, con o sin la unién
de un marcador adecuado (por ejemplo, radioisétopo, sustancia fluorescente) a la secuencia diana para facilitar la
deteccién de productos de degradacién. Como alternativa, se puede utilizar el ensayo de reaccién de amplificacién
exponencial desencadenada por mellado (NTEXPAR, del inglés nicking triggered exponential amplification reaction)
(véase, por ejemplo, Zhang et al. (2016) Chem. Sci. 7:4951-4957). La escisién in vivo se puede evaluar utilizando el
ensayo Surveyor (Guschin et al. (2010) Methods Mol Biol 649:247-2586).

En algunas realizaciones, los métodos implican el uso de un Unico tipo de NGA formando complejo con mas de un
ARN de guia. Mas de un ARN guia puede dirigirse a diferentes regiones de un Unico gen o a multiples genes.

En las realizaciones en donde no se proporciona un polinucleétido donante, una rotura bicatenaria introducida por un
polipéptido de NGA se puede reparar mediante un proceso de reparacién de unidén de extremos no homdlogos (NHEJ).
Debido a la naturaleza propensa a errores de la NHEJ, la reparacion de la rotura bicatenaria puede dar lugar a una
modificacién de la secuencia diana. Como se usa en el presente documento, una "modificacién” en referencia a una
molécula de &cido nucleico se refiere a un cambio en la secuencia de nucleétidos de la molécula de &cido nucleico,
que puede ser una delecién, insercién o sustitucién de uno o mas nucleétidos, o una combinacién de las mismas. La
modificacién de la secuencia diana puede dar como resultado la expresién de un producto proteico alterado o la
inactivacidén de una secuencia codificante.

En las realizaciones en donde se proporciona un polinucleétido donante, la secuencia donante en el polinucleétido
donante puede integrarse o intercambiarse con la secuencia de nuclebtidos diana durante el curso de la reparacién
de la rotura bicatenaria introducida, dando como resultado la introduccién de la secuencia donante exégena. Un
polinucleétido donante comprende asi una secuencia donante que se desea introducir en una secuencia diana de
interés. En algunas realizaciones, la secuencia donante altera la secuencia de nucleétidos diana original de modo que
la secuencia donante recién integrada no sera reconocida ni escindida por la NGA. La integracién de la secuencia
donante puede mejorarse mediante la inclusién dentro del polinucleétido donante de secuencias flanqueantes,
denominados en el presente documento "brazos homolégicos" que tienen una identidad de secuencia sustancial con
las secuencias que flanquean la secuencia de nucleétidos diana, permitiendo un proceso de reparacién dirigido por
homologia. En algunas realizaciones, los brazos homdlogos tienen una longitud de al menos 50 pares de bases, al
menos 100 pares de bases y hasta 2000 pares de bases 0 mas, y tienen al menos un 90 %, al menos un 95 % o mas,
de homologia de secuencia con su secuencia correspondiente dentro de la secuencia de nucleétidos diana.
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En las realizaciones en donde el polipéptido de NGA introduce roturas bicatenarias escalonadas, el polinucleétido
donante puede comprender una secuencia donante flanqueada por protuberancias compatibles, permitiendo la
ligacién directa de la secuencia donante a la secuencia de nucleétidos diana escindida que comprende protuberancias
mediante un proceso de reparaciéon no homélogo durante la reparacién de la rotura bicatenaria.

En las realizaciones en donde el método implica el uso de una NGA que es una nickasa (es decir, sélo es capaz de
escindir una sola cadena de un polinucleétido bicatenario), el método puede comprender la introducciéon de dos
nickasas NGA que se dirigen a secuencias diana idénticas o solapantes y escinden diferentes cadenas del
polinucleétido. Por ejemplo, se puede introducir una nickasa NGA que sélo escinde la cadena positiva (+) de un
polinucleétido bicatenario junto con una segunda NGA nickasa que sélo escinde la cadena negativa (-) de un
polinucleétido bicatenario.

En diferentes realizaciones, se proporciona un método para la unién a una secuencia de nucleétidos diana y la
deteccién de la secuencia diana, en donde el método comprende introducir en una célula, organulo o embrién no
humano al menos un ARN de guia o un polinucleétido que codifica el mismo, y al menos un polipéptido de NGA o un
polinucleétido que codifica el mismo, expresar el ARN de guia y/o el polipéptido de NGA (si se introducen secuencias
codificantes), en donde el polipéptido de NGA es una NGA sin actividad de nucleasa y comprende ademés un
marcador de deteccién, y el método comprende ademas detectar el marcador de deteccién. El marcador de deteccién
puede fusionarse a la NGA como una proteina de fusidn (por ejemplo, proteina fluorescente) o puede ser una molécula
pequefia conjugada a o incorporada dentro del polipéptido de NGA que puede detectarse visualmente o por otros
medios.

También se permite en el presente documento métodos para modular la expresién de una secuencia diana o un gen
de interés bajo la regulacién de una secuencia diana. Los métodos comprenden introducir en una célula, organulo o
embrién no humano al menos un ARN de guia o un polinucleétido que codifica el mismo, y al menos un polipéptido de
NGA o un polinucleétido que codifica el mismo, expresar el ARN de guia y/o el polipéptido de NGA (si se introducen
secuencias codificantes), en donde el polipéptido de NGA es una NGA sin actividad de nucleasa. En algunas de estas
realizaciones, la NGA sin actividad de nucleasa es una proteina de fusién que comprende un dominio modulador de
expresién (es decir, dominio de modificacién epigenética, dominio de activacién transcripcional o dominio de represién
transcripcional) como se describe en el presente documento.

La presente divulgacién también proporciona métodos para la unién a y/o la modificacién de una secuencia de
nucleétidos diana de interés. Los métodos incluyen suministrar un sistema que comprende al menos el ARN de guia
o un polinucleétido que codifica el mismo, y al menos el polipéptido de fusién comprende una NGA de la invencién y
un polipéptido de edicién de bases, por ejemplo, una citidina desaminasa o una adenosina desaminasa, o un
polinucleétido que codifique el polipéptido de fusién, a la secuencia diana o a una célula, organulo o embrién no
humano que comprenda la secuencia diana.

Un experto en la materia apreciard que cualquiera de los métodos actualmente divulgados se puede utilizar para
dirigirse a una Unica secuencia diana o a multiples secuencias diana. Por tanto, los métodos comprenden el uso de
un unico polipéptido de NGA en combinacién con multiples ARN de guia distintos, que pueden apuntar a multiples,
secuencias distintas dentro de un Unico gen y/o multiples genes. También se incluyen en el presente documento
métodos en donde se introducen multiples ARN guia distintos en combinacién con multiples, polipéptidos de NGA
distintos. Estos ARN guia y sistemas de polipéptidos de ARN guia/NGA pueden dirigirse a multiples secuencias diana
distintas dentro de un Unico gen y/o multiples genes.

En un aspecto, la invencién facilita kits que contienen uno cualquiera o mas de los elementos divulgados en los
métodos y composiciones anteriores. En algunas realizaciones, el kit comprende un sistema de vector e instrucciones
para usar el kit. En algunas realizaciones, el sistema de vector comprende (a) un primer elemento regulador unido
operativamente a una secuencia de apareamiento de ARNcr y uno o més sitios de insercién para insertar una
secuencia de guia en 5' de la secuencia de apareamiento del ARNcr, en donde, cuando se expresa, la secuencia de
guia dirige la unién especifica de secuencia de un complejo de NGA a una secuencia diana en una célula eucariota,
en donde el complejo NGA comprende una enzima NGA en complejo con el polinucleétido de ARN guia; y/o (b) un
segundo elemento regulador unido operativamente a una secuencia codificante de una enzima que codifica dicha
enzima de NGA que comprende una secuencia de localizacién nuclear. Los elementos pueden proporcionarse
individualmente o en combinaciones, y pueden proporcionarse en cualquier recipiente adecuado, tal como un vial, un
frasco o un tubo.

En algunas realizaciones, el kit incluye instrucciones en uno o més idiomas. En algunas realizaciones, un kit
comprende uno o mas reactivos para su uso en un procedimiento que utiliza uno o méas de los elementos descritos en
el presente documento. Los reactivos pueden proporcionarse en cualquier recipiente adecuado. Por ejemplo, un kit
puede proporcionar uno o mas tampones de reaccién o almacenamiento. Los reactivos se pueden proporcionar en
una forma que sea utilizable en un ensayo particular, o en una forma que precise la adicién de uno 0 mas componentes
antes de su uso (por ejemplo, en forma concentrada o liofilizada). Un tampén puede ser cualquier tampén, incluyendo,
entre otros, un tampén de carbonato de sodio, un tampén de bicarbonato de sodio, un tampén de borato, un tampén
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Tris, un tampéon MOPS, un tampén HEPES y combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el tampén es
alcalino. En algunas realizaciones, el tampédn tiene un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 10.

En algunas realizaciones, el kit comprende uno o mas oligonucleétidos correspondientes a una secuencia de guia
para su insercién en un vector para unir operativamente la secuencia guia y un elemento regulador. En algunas
realizaciones, el kit comprende un polinucle6tido molde de recombinacién homéloga. En un aspecto, la invencién
facilita métodos para usar uno o mas elementos de un sistema de NGA. El complejo de NGA de la invencién facilita
un medio eficaz para modificar un polinucleétido diana. El sistema de NGA de la invencién facilita una amplia diversidad
de utilidades que incluyen la modificaciéon (por ejemplo, delecién, insercién, translocacién, inactivacién, activacién,
edicién de bases) un polinucleétido diana en una multiplicidad de tipos celulares. Como tal, el sistema de NGA de la
invencién facilita un amplio espectro de aplicaciones en, por ejemplo, terapia génica, cribado de farmacos, diagnéstico
y pronéstico de enfermedades. Un sistema de NGA ilustrativo, o complejo de NGA, comprende una enzima de NGA
formando complejo con una secuencia de guia hibridada a una secuencia diana dentro del polinucleétido diana.

VIIl. Polinucleétidos diana

De acuerdo con aspectos de la invencién, la invencién proporciona métodos in vitro o ex vivo para modificar un
polinucleétido diana en una célula eucariota, en donde los métodos no son procesos para modificar la identidad
genética de la linea germinal de seres humanos. En algunas realizaciones, el método comprende tomar muestras de
una célula o poblacién de células de un animal humano o no humano o una planta (incluidas microalgas) y modificar
la célula o células. El cultivo puede tener lugar en cualquier fase ex vivo. La célula o células pueden incluso
reintroducirse en el animal no humano o planta (incluidas microalgas).

Utilizando la variabilidad natural, los fitomejoradores combinan los genes mas Utiles para obtener las cualidades
convenientes, tales como el rendimiento, la calidad, la uniformidad, la rusticidad y la resistencia contra plagas. Estas
cualidades convenientes también incluyen el crecimiento, las preferencias de duracién del dia, los requisitos de
temperatura, la fecha de inicio del desarrollo floral o reproductivo, el contenido de acidos grasos, la resistencia a
insectos, resistencia a enfermedades, la resistencia a los nematodos, la resistencia a hongos, la resistencia a
herbicidas, la tolerancia a diversos factores ambientales, incluidos sequia, calor, humedad, frio, el viento y las
condiciones adversas del suelo, incluida la alta salinidad. Las fuentes de estos genes Utiles incluyen variedades nativas
o extrafias, variedades tradicionales, plantas silvestres emparentadas y mutaciones inducidas, por ejemplo, el
tratamiento del material vegetal con agentes mutagénicos. Mediante el uso de la presente invencién, se proporciona
a los fitomejoradores una nueva herramienta para inducir mutaciones. En consecuencia, un experto en la materia
puede analizar el genoma en cuanto a fuentes de genes Utiles, y en variedades que tienen caracteristicas o rasgos
deseados, emplear la presente invencién para inducir el aumento de genes Utiles, con mas precisién que los agentes
mutagénicos anteriores y, por tanto, acelerar y mejorar los programas de fitomejoramiento.

El polinucledtido diana de un complejo de NGA puede ser cualquier polinucleétido endégeno o exdgeno para la célula
eucariota. Por ejemplo, el polinucleétido diana puede ser un polinucleétido que reside en el nucleo de la célula
eucariota. El polinucleétido diana puede ser una secuencia que codifica un producto génico (por ejemplo, una proteina)
0 una secuencia no codificante (por ejemplo, un polinucledtido regulador o un ADN basura). Sin desear quedar ligado
ateoria alguna, la secuencia diana debe asociarse con un PAM (motivo adyacente al protoespaciador); es decir, una
secuencia corta reconocida por el sistema de NGA. Los requisitos precisos de secuencia y longitud para el PAM
difieren dependiendo de la NGA utilizada, pero los PAM son normalmente secuencias de 2-5 pares de bases
adyacentes al protoespaciador (es decir, la secuencia diana).

El polinucleétido diana de un sistema de NGA puede incluir varios genes y polinucledtidos asociados a una
enfermedad, asi como genes y polinucleétidos asociados a vias bioquimicas de sefializacién. Los ejemplos de
polinucleétidos diana incluyen una secuencia asociada a una via bioquimica de sefializacién, por ejemplo, un gen o
polinucleétido asociado a la via bioquimica de sefializacién. Los ejemplos de polinucleétidos diana incluyen un gen o
polinucleétido asociado a enfermedad. Un gen o polinucleétido "asociado a enfermedad" se refiere a cualquier gen o
polinucleétido que produce productos de transcripcién o traduccién a un nivel anémalo o en una forma anémala en
células procedentes de tejidos afectados por una enfermedad en comparacion tejidos o células de un control sin
enfermedad. Puede ser un gen que se expresa en un nivel anormalmente alto; puede ser un gen que se expresa en
un nivel anormalmente bajo, donde la expresidén alterada se correlaciona con la aparicién y/o la progresién de la
enfermedad. Un gen asociado a enfermedad también se refiere a un gen que posee una mutacién o mutaciones o
variacién genética que es directamente responsable o estd en desequilibrio de ligamiento con un gen o genes que son
responsables de la etiologia de una enfermedad (por ejemplo, una mutacién causal). Los productos transcritos o
traducidos pueden ser conocidos o desconocidos, y pueden estar ademas en un nivel normal o anémalo. En algunas
realizaciones, la enfermedad puede ser una enfermedad animal. En algunas realizaciones, la enfermedad puede ser
una enfermedad aviar. En otras realizaciones, la enfermedad puede ser una enfermedad de mamiferos. En
realizaciones adicionales, la enfermedad puede ser una enfermedad humana. Los ejemplos de genes y polinucleétidos
asociados a enfermedad en seres humanos estan disponibles en el McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine,
Universidad Johns Hopkins (Baltimore, Maryland) y en el National Center for Biotechnology Information, National
Library of Medicine (Bethesda, Md.), disponible en Internet.
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Aunque los sistemas de NGA son particularmente Utiles por su relativa facilidad para dirigirse a secuencias gendémicas
de interés, todavia queda la cuestién de qué puede hacer la NGA para abordar una mutacién causal. Un enfoque es
producir una proteina de fusién entre una NGA (preferentemente una variante inactiva o de nickasa de la NGA) y una
enzima editora de bases o el dominio activo de una enzima editora de bases, tal como una citidina desaminasa o un
editor de bases de adenosina desaminasa (patente de EE. UU. n.© 9.840.699). En algunas realizaciones, los métodos
comprenden poner en contacto una molécula de ADN con (a) una proteina de fusién que comprende una NGA en
conformidad con aspectos de la invencidén y un polipéptido de edicién de bases tal como una desaminasa; y (b) un
ARNg que dirige la proteina de fusiéon de (a) a una secuencia de nucleétidos diana de la cadena de ADN; en donde la
molécula de ADN se pone en contacto con la proteina de fusién y el ARNg en una cantidad eficaz y en condiciones
adecuadas para la desaminacién de una nucleobase. En algunas realizaciones, la secuencia de ADN diana comprende
una secuencia asociada con una enfermedad o trastorno y en donde la desaminacién de la nucleobase da como
resultado una secuencia que no esta asociada con una enfermedad o trastorno. En algunas realizaciones, la secuencia
de ADN diana reside en un alelo de una planta de cultivo, en donde el alelo particular del rasgo de interés da como
resultado una planta de menor valor agronémico. La desaminacién de la nucleobase da como resultado un alelo que
mejora el rasgo y aumenta el valor agronémico de la planta.

En algunas realizaciones, la secuencia de ADN comprende una mutacién puntual T-C o A—G asociada con una
enfermedad o trastorno, y en donde la desaminacion de la base C o G mutante da como resultado una secuencia que
no esta asociada con una enfermedad o trastorno. En algunas realizaciones, la desaminacién corrige una mutacién
puntual en la secuencia asociada con la enfermedad o trastorno.

En algunas realizaciones, la secuencia asociada con la enfermedad o trastorno codifica una proteina, y en donde la
desaminacién introduce un codén de parada en la secuencia asociada con la enfermedad o trastorno, dando como
resultado un truncamiento de la proteina codificada. En algunas realizaciones, se puesta en contacto se realiza in vivo
en un sujeto susceptible de tener, que tiene o al que se la ha diagnhosticado la enfermedad o trastorno. En algunas
realizaciones, la enfermedad o trastorno es una enfermedad asociada con una mutacién puntual, o una mutacién de
base Unica, en el genoma. En algunas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad genética, un cancer, una
enfermedad metabdlica o una enfermedad de almacenamiento lisosémico.

IX. Composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento

Composiciones farmacéuticas que comprenden los polipéptidos de NGA divulgados actualmente y sus variantes
activas y fragmentos, asi como polinucleétidos que los codifiquen, los ARNg divulgados en el presente documento o
polinucleétidos que los codifican, los sistemas divulgados en el presente documento o células que comprenden
cualquiera de los polipéptidos de NGA o polinucleétidos codificantes de NGA, ARNg o polinucleétidos que codifican
ARNg o los sistemas NGA, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Una composicion farmacéutica es una composicién que se emplea para prevenir, reducir la intensidad, curar o tratar
de otro modo una afeccién o enfermedad diana que comprende un principio activo (es decir, polipéptidos de NGA,
polinucleétidos codificadores de NGA, ARNg, polinucleétidos codificadores de ARNg, sistemas de NGA o células que
comprenden cualquiera de ellos) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en el presente documento, un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un material que no
causa irritacién significativa a un organismo y no deroga la actividad y las propiedades del principio activo (es decir,
polipéptidos de NGA, polinucledtidos codificadores de NGA, ARNg, polinucleétidos codificadores de ARNg, sistemas
de NGA o células que comprenden cualquiera de ellos). Los vehiculos deben tener una pureza suficientemente
elevada y una toxicidad suficientemente baja como para que puedan administrarse adecuadamente al sujeto que se
va a tratar. El vehiculo puede ser inerte o puede poseer beneficios farmacéuticos. En algunas realizaciones, un
vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende una o mas cargas, diluyentes o sustancias encapsulantes sélidos
o liquidos compatibles que son adecuados para la administracién a un ser humano u otro animal vertebrado. En
algunas realizaciones, el vehiculo farmacéuticamente aceptable no es de origen natural. En algunas realizaciones, el
vehiculo farmacéuticamente aceptable y el principio activo no se encuentran juntos en la naturaleza.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas en los métodos divulgados en el presente documento pueden formularse
con vehiculos adecuados, excipientes y otros agentes adecuados que proporcionan una transferencia, administracién,
tolerancia y similares. Los expertos en la materia conocen multitud de formulaciones apropiadas. Véase, por ejemplo,
Remington, The Science and Practice of Pharmacy (212 ed. 2005). Como formulaciones adecuadas se incluyen, por
ejemplo, polvos, pastas, pomadas, gelatinas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que contienen lipidos (catiénicos o
anionicos) (tales como vesiculas LIPOFECTIN, nanoparticulas lipidicas, conjugados de ADN, pastas de absorcién
anhidras, emulsiones de aceite en agua y agua en aceite, emulsiones de Carbowax (polietilenglicoles de diversos
pesos moleculares), geles semisélidos y mezclas semisélidas que contienen Carbowax. Las composiciones
farmacéuticas para su uso oral o parenteral pueden prepararse en formas farmacéuticas en una dosis unitaria
adecuada para ajustarse a una dosis de los principios activos. Dichas formas farmacéuticas en una dosis unitaria
incluyen, por ejemplo, comprimidos, pildoras, capsulas, inyecciones (ampollas), supositorios, etc.

En algunas realizaciones en las que las células comprenden o estdn modificadas con la NGA divulgada en el presente
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documento, se administran al sujeto ARNg, sistemas de NGA o los polinucleétidos que los codifican, las células se
administran en forma de suspensiéon con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un experto en la materia
reconocera que un vehiculo farmacéuticamente aceptable para usar en una composicién celular no incluird tampones,
compuestos, agentes de crioconservacién, conservantes u otros agentes en cantidades que interfieran
sustancialmente con la viabilidad de las células que se van a administrar al sujeto. Una formulaciéon que comprende
células puede incluir, por ejemplo, tampones osméticos que permiten mantener la integridad de la membrana celular
y, opcionalmente, nutrientes para mantener la viabilidad celular o mejorar el injerto tras la administracién. Dichas
formulaciones y suspensiones son conocidas por los expertos en la materia y/o pueden adaptarse para su uso con las
células descritas en el presente documento usando experimentacién rutinaria.

Una composicién celular también se puede emulsionar o presentar como una composicién de liposomas, siempre que
el procedimiento de emulsificacién no afecte negativamente a la viabilidad celular. Las células, y cualquier otro principio
activo, pueden mezclarse con excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el principio activo
y en cantidades adecuadas para su uso en los métodos terapéuticos descritos en el presente documento.

Los agentes adicionales incluidos en una composicién celular pueden incluir sales farmacéuticamente aceptables de
los componentes de la misma. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido
(formadas con los grupos amino libres del polipéptido) que se forman con acidos inorgéanicos, tales como, por ejemplo,
los acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos, tales como acido acético, tartarico, mandélico y similares. Las
sales formadas con los grupos carboxilo libres también proceder de bases inorganicas, tales como, por ejemplo, sodio,
potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino-etanol,
histidina, procaina y similares.

Los vehiculos fisiol6gicamente tolerables y farmacéuticamente aceptables son bien conocidos en la técnica. Son
ejemplos de vehiculos liquidos las soluciones acuosas estériles que no contienen materiales ademas de los principios
activos y agua, o contienen un tampén tal como fosfato de sodio a un valor de pH fisiolégico, solucién salina fisiol6gica
o ambos, tal como solucién salina tamponada con fosfato. Alun adicionalmente, los portadores acuosos pueden
contener més de una sal tampén, asi como sales tales como cloruro de sodio y de potasio, dextrosa, polietilenglicol y
otros solutos. Las composiciones liquidas también pueden contener fases liquidas ademas de y excluyendo el agua.
Son ejemplos de dichas fases liquidas adicionales glicerina, aceites vegetales tales como aceite de semilla de algodén
y emulsiones de agua y aceite. La cantidad de un compuesto activo usado en las composiciones celulares descritas
en el presente documento, que es eficaz en el tratamiento de un trastorno o afeccién particular, puede depender de la
naturaleza del trastorno o afeccién, y puede determinarse mediante técnicas clinicas estandar.

Los polipéptidos de NGA divulgados en el presente documento, ARN guia, sistemas de NGA o polinucleétidos que los
codifican pueden formularse con excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como vehiculos, disolventes,
estabilizantes, adyuvantes, diluyentes, etc., dependiendo del modo de administracién y de la forma farmacéutica
particular. En algunas realizaciones, estas composiciones farmacéuticas estan formuladas para alcanzar un pH
fisiologicamente compatible, y oscilan entre un pH de aproximadamente 3 y un pH de aproximadamente 11, de un pH
de aproximadamente 3 a un pH de aproximadamente 7, dependiendo de la formulacién y via de administracién. En
algunas realizaciones, el pH puede ajustarse a un intervalo de un pH de aproximadamente 5,0 a un pH de
aproximadamente 8. En algunas realizaciones, las composiciones pueden comprender una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un compuesto descrito en el presente documento, junto con uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una combinacién de los
compuestos descritos en el presente documento, o incluyen un segundo principio activo Util en el tratamiento o la
prevencién del crecimiento bacteriano (por ejemplo y sin limitacién, agentes antibacterianos o antimicrobianos), o
incluyen una combinacién de reactivos de la presente divulgacién.

Los excipientes adecuados incluyen, por ejemplo, moléculas vehiculo que incluyen macromoléculas grandes, de
metabolizacién lenta, tales como proteinas, polisacéridos, &cidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoéacidos
poliméricos, copolimeros aminoacidicos y particulas viricas inactivas. Otros excipientes ilustrativos pueden incluir
antioxidantes (por ejemplo y sin limitacidn, acido ascérbico), agentes quelantes (por ejemplo y sin limitacién, EDTA),
hidratos de carbono (por ejemplo y sin limitacién, dextrina, hidroxialquilcelulosa e hidroxialquilmetilcelulosa), acido
estedrico, liquidos (por ejemplo y sin limitacién, aceites, agua, solucién salina, glicerol y etanol), agentes humectantes
o emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares.

En algunas realizaciones, las formulaciones se presentan en envases de dosis individual o de multidosis, por ejemplo
ampollas y viales cerrados herméticamente y se pueden almacenar en un estado criodesecado (liofilizado) que
requiere la adicién del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, solucién salina, agua para inyeccién, una espuma
semiliquida, o gel, inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse soluciones y suspensiones para inyeccién
extemporédnea a partir de polvos, grédnulos y comprimidos estériles del tipo descrito anteriormente. En algunas
realizaciones, el principio activo se disuelve en una solucién liquida tamponada que se congela en un envase
monodosis 0o multidosis y posteriormente se descongela para su inyeccién o se mantiene/estabiliza en refrigeracion
hasta su uso.

El agente o agentes terapéuticos pueden estar contenidos en sistemas de liberacién controlada. Con el fin de prolongar
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el efecto de un farmaco, a menudo es deseable ralentizar la absorcién del farmaco de la inyeccién subcutanea,
intratecal o intramuscular. Esto puede lograrse mediante el uso de una suspensién liquida de material cristalino o
amorfo con escasa solubilidad en agua. La velocidad de absorcién del farmaco depende, por tanto, de su velocidad
de disolucién que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y de la forma cristalina. Como alternativa, la
absorcién retardada de una forma de farmaco administrada por via parenteral se logra disolviendo o suspendiendo el
farmaco en un vehiculo oleoso. En algunas realizaciones, el uso de un implante de liberacidén sostenida a largo plazo
puede ser especialmente adecuado para el tratamiento de afecciones crdnicas. Los implantes de liberacién sostenida
a largo plazo son bien conocidos por los expertos en la materia.

Se proporcionan métodos para tratar una enfermedad en un sujeto que lo necesita. Los métodos comprenden la
administracién a un sujeto que lo necesite de una cantidad eficaz de un polipéptido de NGA divulgado en el presente
documento, una variante activa o un fragmento del mismo o de un polinucleétido que lo codifique, un ARNg divulgado
en el presente documento o un polinucleétido que lo codifica, un sistema de NGA divulgado en el presente documento
0 una célula modificada por o que comprende cualquiera de estas composiciones.

En algunas realizaciones, el tratamiento comprende edicién génica in vivo mediante la administracién de un polipéptido
NGA divulgado en el presente documento, ARNg o sistema de NGA o polinucledtido(s) que lo codifique(n), en donde
el tratamiento no es un proceso para modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser humano. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la edicién génica ex vivo en la que las células se modifican genéticamente ex
vivo con un polipéptido NGA divulgado en el presente documento, ARNg o sistema de NGA o polinucleétido(s) que lo
codifica(n) y, a continuacién, las células modificadas se administran a un sujeto. En algunas realizaciones, las células
modificadas genéticamente proceden del sujeto al que se le administran las células modificadas, y las células
trasplantadas se denominan aqui autélogas. En algunas realizaciones, las células modificadas genéticamente
proceden de un sujeto diferente (es decir, donante) dentro de la misma especie que el sujeto al que se administran las
células modificadas (es decir, receptor), y las células trasplantadas se denominan aqui alogénicas. En algunos
ejemplos descritos en el presente documento, las células pueden ampliarse en cultivo antes de su administracién a
un sujeto que lo necesite.

En algunas realizaciones, la enfermedad a tratar con las composiciones divulgadas en el presente documento es una
que puede tratarse con inmunoterapia, tal como con un linfocito T con receptor de antigeno quimérico (CAR). Dichas
enfermedades incluyen, pero sin limitacién, cancer. En algunas realizaciones, la enfermedad que se va a tratar con
las composiciones divulgadas en el esta asociada a una mutacién causal. Como se usa en el presente documento,
una "mutacion causal" se refiere a un nucleétido concreto, nucleétidos o secuencia de nucleétidos en el genoma que
contribuye a la gravedad o presencia de una enfermedad o trastorno en un sujeto. La correccién de la mutacién causal
conduce a la mejora de al menos un sintoma resultante de una enfermedad o trastorno. En algunas realizaciones, la
mutacién causal es adyacente a un sitio PAM reconocido por un NGA divulgada en el presente documento. La
mutacién causal puede corregirse con una NGA divulgada en el presente documento o con un polipéptido de fusién
que comprende una NGA divulgada en el presente documento y un polipéptido editor de bases (es decir, un editor de
bases). Ejemplos no limitantes de enfermedades asociadas a una mutacién causal incluyen fibrosis quistica, sindrome
de Hurler, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington y anemia falciforme. En algunas realizaciones, la
enfermedad a tratar con las NGA divulgadas en el presente documento es una enfermedad de las enumeradas en la
Tabla 11. El Instituto de Medicina Genética McKusick-Nathans ofrece otros ejemplos no limitativos de genes y
mutaciones asociados a enfermedades, Universidad Johns Hopkins (Baltimore, Maryland) y en el National Center for
Biotechnology Information, National Library of Medicine (Bethesda, Md.), disponible en Internet.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” o "tratar”, o "paliar" o "mejorar”" se usan indistintamente. Estos
términos se refieren a un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados que incluyen, aunque no de forma
limitativa, un beneficio terapéutico y/o un beneficio profilactico. Por beneficio terapéutico se entiende cualquier mejora
o efecto terapéuticamente relevante en una o més enfermedades, afecciones o sintomas en tratamiento. Para el
beneficio profilactico, las composiciones pueden administrarse a un sujeto con riesgo de desarrollar una enfermedad
particular, afeccién o sintoma, 0 a un sujeto que informa uno o mas de los sintomas fisiol6gicos de una enfermedad,
aunque la enfermedad, la afeccién o el sintoma puede no haberse manifestado todavia.

La expresién "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de un agente que es
suficiente para conseguir resultados beneficiosos o deseados. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar
dependiendo de uno o mas de: el sujeto y la patologia que se esté tratando, el peso y la edad del sujeto, la gravedad
de la patologia, la forma de administracién y similares, lo que puede determinar facilmente el experto en la materia.
La dosis especifica puede variar dependiendo de uno o mas de: el agente particular elegido, la pauta posolégica a
seguir, si el compuesto se administra en combinacién con otros compuestos, el momento de la administracién y el
sistema de administracién en el que se realiza.

El término "administrar”" se refiere a la colocacién de un principio activo en un sujeto, mediante un método o una via
que de como resultado la localizacién, al menos parcial, del principio activo introducido en un lugar deseado, tal como
un lugar de lesién o reparacién, de manera que se produzcan los efectos deseados. En las realizaciones en donde se
administran células, las células pueden administrarse mediante cualquier via apropiada que suponga una
administracién a una ubicacién deseada en el sujeto donde al menos una parte de las células o componentes de las
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células implantadas permanecen viables. El periodo de viabilidad de las células después de su administracién a un
sujeto, puede ser tan corto como de algunas horas, por ejemplo, veinticuatro horas, a algunos dias, hasta varios afios,
o incluso toda la vida del paciente, es decir, injerto a largo plazo. Por ejemplo, en algunos aspectos descritos en el
presente documento, una cantidad eficaz de células fotorreceptoras o células progenitoras de la retina se administra
por via sistémica, tal como una via intraperitoneal o intravenosa.

En algunas realizaciones, la administracién comprende la administraciéon por via virica. En algunas realizaciones, la
administracién comprende la administracién por electroporacién. En algunas realizaciones, la administracién
comprende la administracién por via de nanoparticulas. En algunas realizaciones, la administracién comprende la
administracién por via de liposomas. Puede utilizarse cualquier via de administracién eficaz para administrar una
cantidad eficaz de una composicién farmacéutica descrita en el presente documento. En algunas realizaciones, la
administracién comprende la administracién mediante un método seleccionado del grupo que consiste en: intravenosa,
subcutanea, intramuscular, via oral, via rectal, por aerosol, parenteral, oftdlmica, pulmonar, transdérmica, por via
vaginal, ética, por via nasal y por administracién tépica, o cualquier combinacién de las mismas. En algunas
realizaciones, para la administracién de células, se utiliza la administracién por inyeccién o infusién.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a cualquier individuo para el que se desee un
diagndstico, tratamiento o terapia. En algunas realizaciones, el sujeto es un animal. En algunas realizaciones, el sujeto
es un mamifero. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano.

La eficacia de un tratamiento puede ser determinada por el clinico experto. Sin embargo, un tratamiento se considera
un "tratamiento eficaz", si alguno o todos los signos o sintomas de una enfermedad o trastorno se alteran de forma
beneficiosa (por ejemplo, disminuyen al menos un 10 %) o mejoran o alivian otros sintomas o marcadores de
enfermedad clinicamente aceptados. La eficacia también puede medirse mediante la incapacidad de un individuo para
empeorar segun la evaluacién de la hospitalizacién o la necesidad de intervenciones médicas (p. €j., la progresién de
la enfermedad se detiene o al menos se ralentiza). Los expertos en la materia conocen métodos para medir estos
indicadores. El tratamiento incluye: (1) inhibir la enfermedad, por ejemplo, detener o ralentizar la progresién de los
sintomas; o (2) aliviar la enfermedad, por ejemplo, provocando regresién de los sintomas; y (3) prevenir o reducir la
probabilidad de desarrollo de los sintomas.

A. Modificacién de mutaciones causales mediante la edicién de bases

Un ejemplo de una enfermedad de herencia genética que podria corregirse utilizando un enfoque que se basa en una
proteina de fusién de NGA-editor de bases de la invencidn es el sindrome de Hurler. El sindrome de Hurler, también
conocido como MPS-1, es el resultado de una deficiencia de a-L-iduronidasa (IDUA) que es el resultado den una
enfermedad de almacenamiento lisosémico caracterizada a nivel molecular por la acumulacidén de dermatén sulfato y
heparéan sulfato en los lisosomas. Esta enfermedad es generalmente un trastorno genético hereditario provocado por
mutaciones en el gen IDUA que codifica la a-L-iduronidasa. Las mutaciones de IDUA comunes son W402X y Q70X,
mutaciones terminadoras que dan como resultado la terminacién prematura de la traduccién. Dichas mutaciones se
abordan bien mediante enfoques precisos de edicién genémica (PEG), dado que la inversién de un solo nucleétido,
por ejemplo mediante un enfoque de edicién de bases, restableceria la secuencia codificante de tipo silvestre y daria
como resultado la expresidn de proteinas controlada por los mecanismos reguladores enddgenos del locus genético.
Ademas, dado que se sabe que los heterocigéticos son asintomaticos, una terapia con PGE dirigida a una de estas
mutaciones seria (til para una gran proporcién de pacientes con esta enfermedad, ya que sélo es necesario corregir
uno de los alelos mutados (Bunge et al. (1994) Hum. Mol. Genet. 3(6): 861-866).

Los tratamientos actuales para el sindrome de Hurler incluyen terapia de reemplazo enzimatico y trasplantes de
médula ésea (Vellodi et al. (1997) Arq. Dis. Child. 76(2): 92-99; Peters et al. (1998) Blood 91(7): 2601-2608). Si bien
la terapia de reemplazo enzimético ha tenido un efecto espectacular en la supervivencia y la calidad de vida de los
pacientes con sindrome de Hurler, este enfoque requiere infusiones semanales costosas y que requieren mucho
tiempo. Los enfoques adicionales incluyen la administracién del gen IDUA en un vector de expresién o la insercién del
gen en un locus altamente expresado tal como el de la seroalblimina (patente de EE. UU. n.° 9.956.247). Sin embargo,
estos enfoques no restablecen el locus IDUA original a la secuencia codificante correcta. Una estrategia de edicién
gendmica tendria una serie de ventajas, la mas notable que la regulacién de la expresién génica estaria controlada
por los mecanismos naturales presentes en individuos sanos. Ademas, el uso de la edicién de bases no requiere
provocar roturas de ADN bicatenarias, lo que podria conducir a grandes reordenamientos cromosémicos, a muerte
celular u oncogenicidad por la alteracién de los mecanismos de supresién tumoral. Una estrategia general puede
dirigirse hacia el uso de proteinas de fusién de NGA-editor de base de la invencién para apuntar y corregir ciertas
mutaciones causantes de enfermedades en el genoma humano. Se apreciara que también pueden aplicarse enfoques
similares para tratar enfermedades que pueden corregirse mediante la edicién de bases. Se apreciard ademas que
enfoques similares para dirigirse a mutaciones causantes de enfermedades en otras especies, especialmente
animales domésticos o de cria comunes, también pueden desplegarse utilizando las NGA de la invencién. Las
mascotas y el ganado domésticos mas comunes incluyen perros, gatos, caballos, cerdos, vacas, ovejas, pollos, burros,
serpientes, hurones y peces, incluidos el salmén y las gambas.

B. Modificacién de mutaciones causales mediante delecién dirigida
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Las NGA de la invencién también podrian ser Gtiles en enfoques terapéuticos en seres humanos donde la mutacién
causal sea mas complicada. Por ejemplo, algunas enfermedades tales como la ataxia de Friedreich y la enfermedad
de Huntington son el resultado de un aumento significativo en las repeticiones de un motivo de tres nucledtidos en una
regiéon particular de un gen, lo que afecta a la capacidad de la proteina expresada para funcionar o expresarse. La
ataxia de Friedreich (FRDA, del inglés Friedreich’s Ataxia) es una enfermedad autosémica recesiva que provoca una
degeneracién progresiva del tejido nervioso en la médula espinal. Los niveles reducidos de la proteina frataxina (FXN)
en las mitocondrias provocan dafios oxidativos y deficiencias de hierro a nivel celular. La expresién reducida de FXN
se ha vinculado a una expansién del triplete GAA dentro del intrén 1 del gen FXN somético y de la linea germinal. En
pacientes con FRDA, la repeticidn GAA frecuentemente consiste en mas de 70, a veces incluso mas de 1000 (mas
comunmente 600-900) tripletes, mientras que los individuos no afectados tienen aproximadamente 40 repeticiones o
menos (Pandolfo et al. (2012) Handbook of Clinical Neurology 103: 275-294; Campuzano et al. (1996) Science 271:
1423-1427; Pandolfo (2002) Adv. Exp. Med. Biol. 516: 99-118).

La expansién de la secuencia de repeticién trinucleotidica que provoca la ataxia de Friedreich (FRDA) de produce en
un locus genético definido dentro del gen FXN, conocida como la regién de inestabilidad de FRDA. Se pueden usar
nucleasas guiadas por ARN (las NGA) para escindir la regién de inestabilidad en células de pacientes con FRDA. Este
enfoque precisa 1) una NGA y una secuencia de ARN de guia que pueda programarse para dirigirse al alelo en el
genoma humano; y 2) un enfoque de administracién para la NGA y la secuencia de guia. Muchas nucleasas utilizadas
para la edicibn gendmica, tales como la cominmente utilizada nucleasa Cas9 de S. pyogenes (SpCas9), son
demasiado grandes para empaquetarse en vectores de virus adenoasociado (AAV), especialmente cuando se
considera la longitud del gen de la SpCas9 y el ARN de guia ademés de otros elementos genéticos necesarios para
casetes de expresién funcionales. Esto hace que el enfoque que utiliza SpCas9 sea mas dificil.

Ciertas nucleasas guiadas por ARN de la invencién son muy adecuadas para su empaquetamiento en un vector AAV
junto con un ARN guia. El empaquetamiento de dos ARN de guia posiblemente podria precisar un segundo vector,
pero este enfoque aln se compara favorablemente con lo que se precisaria de una nucleasa méas grande tal como
SpCas9, que puede precisar dividir la secuencia proteica entre dos vectores. La presente invencién abarca una
estrategia que utiliza NGA de la invencién en la que se elimina una regién de inestabilidad genémica. Dicha estrategia
es aplicable a otras enfermedades y trastornos que tienen una base genética similar, tales como la enfermedad de
Huntington. Estrategias similares utilizando NGA de la invencién también pueden ser aplicables a enfermedades y
trastornos similares en animales no humanos de importancia agronémica o econémica, incluyendo perros, gatos,
caballos, cerdos, vacas, ovejas, pollos, burros, serpientes, hurones y peces, incluidos el salmén y las gambas.

C. Modificacién de mutaciones causales mediante mutagénesis dirigida

Las NGA de la invencidén también podrian ser para introducir mutaciones disruptivas que pueden dar lugar a un efecto
beneficioso. Los defectos genéticos en los genes que codifican la hemoglobina, particularmente la cadena de beta
globina (el gen HBB), pueden ser responsable de una serie de enfermedades conocidas como hemoglobinopatias,
incluyendo la anemia falciforme y las talasemias.

En seres humanos adultos, la hemoglobina es un heterotetrdmero que comprende dos cadenas de globina de tipo alfa
(a) y dos cadenas de globina de tipo beta (B), y 4 grupos hemo. En los adultos, el tetrdmero a2p2 se denomina
hemoglobina A (HbA) o hemoglobina del adulto. Tipicamente, las cadenas de globina alfa y beta se sintetizan en una
relacién aproximada de 1:1 y esta relacién parece ser critica en términos de estabilizacién de la hemoglobina y los
glébulos rojos (GR). En un feto en desarrollo, se produce una forma diferente de hemoglobina, la hemoglobina fetal
(HbF), que tiene una mayor afinidad de unién por el oxigeno que la hemoglobina A, de modo que el oxigeno puede
suministrarse al sistema del bebé a través del torrente sanguineo de la madre. La hemoglobina fetal también contiene
dos cadenas de globina q, pero en lugar de las cadenas de globina B del adulto, tiene dos cadenas de globina gamma
(y) fetal (es decir, la hemoglobina fetal es a2y2). La regulacién del cambio de la produccién de globina gamma a beta
es bastante compleja e implica principalmente una regulacién a la baja de la transcripcién de la globina gamma con
una regulacién al alza simultanea de la transcripcion de globina beta. Aproximadamente a las 30 semanas de
gestacién, la sintesis de globina gamma en el feto comienza a disminuir mientras que aumenta la produccién de
globina beta. Aproximadamente a los 10 meses de edad, la hemoglobina del recién nacido es casi toda a2p2, aunque
algo de HbF persiste hasta |la edad adulta (aproximadamente entre el 1-3 % de la hemoglobina total). En la mayoria
de los pacientes con hemoglobinopatias, los genes que codifican la globina gamma permanecen presentes, pero la
expresion es relativamente baja debido a la represién génica normal que se produce en torno al parto, como se
describié anteriormente.

La anemia drepanocitica esta provocada por una mutacién V6E en el gen de la globina B (HBB) (GAG a GTG a nivel
del ADN), donde la hemoglobina resultante se denomina "hemoglobina S" o "HbS". En condiciones de menor oxigeno,
las moléculas de HbS se agregan y forman precipitados fibrosos. Estos agregados provocan la anomalia o
"falciformacién” de los GR, dando como resultado una pérdida de flexibilidad de las células. Los GR con falciformacién
ya no pueden introducirse en los lechos capilares y pueden dar como resultado una crisis vasooclusiva en pacientes
con drepanocitos. Ademas, los glébulos rojos con falciformacién son més fragiles que los GR normales y tienden a la
hemodlisis, provocando finalmente anemia en el paciente.
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El tratamiento y tratamiento de los pacientes con anemia drepanocitica es una propuesta de por vida que implica
tratamiento con antibiéticos, tratamiento del dolor y transfusiones durante los episodios agudos. Un enfoque es el uso
de hidroxiurea, que ejerce sus efectos en parte aumentando la produccién de globina gamma. Aln se desconocen los
efectos secundarios a largo plazo del tratamiento crénico con hidroxiurea, sin embargo, el tratamiento produce efectos
secundarios no deseados y puede tener una eficacia variable de un paciente a otro. A pesar de un aumento en la
eficacia de los tratamientos de los drepanocitos, la esperanza de vida de los pacientes todavia se sitla entre mediados
y finales de los 50 afios y las morbilidades asociadas a la enfermedad tienen un profundo impacto en la calidad de
vida del paciente.

Las talasemias (talasemias alfa y talasemia beta) también son enfermedades relacionadas con la hemoglobina y
normalmente implican una expresién reducida de las cadenas de globina. Esto puede tener lugar a través de
mutaciones en las regiones reguladoras de los genes o de una mutacidén en una secuencia codificante de globina que
dé como resultado una expresién reducida o niveles reducidos de proteina globina funcional. El tratamiento de las
talasemias implica habitualmente transfusiones de sangre y terapia de quelacién del hierro. Los trasplantes de médula
6sea también se utilizan para el tratamiento de personas con talasemias graves si se puede identificar un donante
adecuado, pero este procedimiento puede tener riesgos importantes.

Un enfoque que se ha propuesto para el tratamiento tanto de la anemia falciforme (AF) como de las talasemias beta
es aumentar la expresién de globina gamma para que la HbF sustituya funcionalmente A la hemoglobina del adulto
aberrante. Como se ha mencionado anteriormente, se cree que el tratamiento de pacientes con AD con hidroxiurea
es satisfactorio en parte debido a su efecto sobre el aumento de la expresién de globina gamma (DeSimone (1982)
Proc Nat'l Acad Sci USA 79(14):4428-31; Ley, et al., (1982) N. Engl. J. Medicine, 307: 1469-1475; Ley, et al., (1983)
Blood 62: 370-380; Constantoulakis et al., (1988) Blood 72(6):1961-1967). Aumentar la expresién de HbF implica la
identificacién de genes cuyos productos desempefian un papel en la regulacién de la expresién de globina gamma.
Uno de esos genes es BCL11A. BCL11A codifica una proteina de dedos de Cinc que se expresa en células
precursoras eritroides adultas y la regulacién por disminucién de su expresién conduce a un aumento en la expresion
de globina gamma (Sankaran et a/ (2008) Science 322: 1839, incorporada en el presente documento por referencia).
Se ha propuesto el uso de un ARN inhibidor dirigido al gen BCL11A (por ejemplo, publicacién de patente de EE. UU.
2011/0182867), pero esta tecnologia tiene varios posibles inconvenientes, incluido que es posible que no se logre una
atenuacién génica completa, que la administracién de dichos ARN puede ser problematico y que los ARN deben estar
presentes continuamente, precisandose multiples tratamientos de por vida.

Las NGA de la invencién pueden utilizarse para dirigirse a la regién potenciadora de BCL11A para interrumpir la
expresiéon de BCL11A, aumentando asi la expresioén de la globina gamma. Esta alteracién especifica se puede lograr
mediante la unién de extremos no homélogos (NHEJ), mediante lo cual una NGA de acuerdo con la invencién se dirige
a una secuencia particular dentro de la regién potenciadora de BCL11A, produce una rotura bicatenaria y la maquinaria
de la célula repara la rotura, por lo general, introduciendo simultdneamente mutaciones nocivas. De manera similar a
lo que se describe para otras dianas de enfermedades, Las NGA de la invenciéon pueden tener ventajas sobre otras
NGA conocidas debido a su tamafio relativamente pequefio, lo que facilita el empaquetamiento de los casetes de
expresion para la NGA y su ARN de guia en un Unico vector de AAV para la administracién in vivo. Estrategias similares
utilizando NGA de la invencién también pueden ser aplicables a enfermedades y trastornos similares tanto en seres
humanos como en animales no humanos de importancia agronémica o econdémica.

X. Células que comprenden una modificacién genética de polinucledtidos

En el presente documento se proporcionan células y organismos no humanos que comprenden una secuencia diana
de interés que se ha modificado usando un procedimiento mediado por una NGA, ARNcr y/o ARNtrat como se describe
en el presente documento, en donde el proceso no es un proceso para modificar la identidad genética de la linea
germinal de seres humanos. La NGA comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 83, o una variante
activa o fragmento de la misma de acuerdo con aspectos de la invencién. En diferentes realizaciones, el ARN de guia
comprende una secuencia de repeticion de CRISPR que comprende la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO:
2,9, 16, 23, 30, 37, 44, 51, 57,64, 71, 77, 84, 90, 97, 104, 111, 118, 0 124, o una variante activa o fragmento del
mismo. En realizaciones particulares, el ARN de guia comprende un ARNtrat que comprende la secuencia de
nucleétidos de las SEQ ID NO: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 58, 65, 72, 78, 85, 91, 98, 105, 112, 119, 0 125, o una
variante activa o fragmento del mismo. EI ARN de guia del sistema puede ser un ARN de guia Unico o un ARN de guia
doble.

Las células modificadas pueden ser eucariotas (por ejemplo, células de mamifero, vegetales o de insecto) o
procariotas. También se proporcionan organulos y embriones no humanos que comprenden al menos una secuencia
de nucledtidos que ha sido modificada mediante un procedimiento que utiliza una NGA, un ARNcr y/o un ARNtrat
como se describe en el presente documento. Las células, organismos, organulos y embriones no humanos
modificados genéticamente pueden ser heterocigotos u homocigotos para la secuencia de nucleétidos modificada.

La modificacién cromosdmica de la célula, organismo, organulo o embrién no humano puede provocar una expresion
alterada (regulacién al alza o a la baja), inactivacién, o la expresién de un producto proteico alterado o una secuencia
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integrada. En las realizaciones en donde la modificacién cromosémica da como resultado la inactivacién de un gen o
la expresién de un producto proteico no funcional, la célula, organismo, o embribn no humano modificada
genéticamente se denominan "atenuados". El fenotipo de atenuacién génica puede ser el resultado de una mutacién
por delecidén (es decir, delecién de al menos un nucleétido), una mutacién de insercién (es decir, la insercién de al
menos un nucleétido), o una mutaciéon sin sentido (es decir, la sustitucién de al menos un nucleétido de forma que se
introduce un codén de terminacién).

Como alternativa, la modificacién cromosémica de una célula, organismo, organulo o embrién no humano puede
producir una "insercién génica", que da como resultado la integracién cromosdmica de una secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina. En algunos de estos ejemplos, la secuencia codificante se integra en el cromosoma de
manera que la secuencia cromosdmica que codifica la proteina de tipo silvestre esta inactivada, pero se expresa la
proteina introducida ex6genamente.

En otros ejemplos, la modificacién cromosémica da como resultado la produccidén de un producto proteico variante. El
producto proteico variante expresado puede tener al menos una sustitucién de aminoécido y/o la adicién o delecidén
de al menos un aminoacido. El producto proteico variante codificado por la secuencia cromosémica alterada puede
presentar caracteristicas o actividades modificadas en comparacién con la proteina de tipo silvestre, que incluyen,
pero sin limitacidén, una actividad enzimatica o especificidad de sustrato alterada.

En otros ejemplos més, la modificacién cromosémica puede dar como resultado un patrén de expresién alterado de
una proteina. Como ejemplo no limitante, las alteraciones cromosémicas en las regiones reguladoras que controlan la
expresién de un producto proteico pueden dar como resultado la sobreexpresion o la regulacién a la baja del producto
proteico o un patrén alterado de la expresién temporal o tisular.

Las células modificadas pueden convertirse en un organismo, tal como una planta, en conformidad con las formas
convencionales. Véase, por ejemplo, McCormick et al. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84. A continuacién, estas plantas
pueden cultivarse y polinizarse con la misma cepa modificada o con cepas diferentes, y el hibrido resultante tener la
modificacién genética. La presente invencién permite obtener semillas modificadas genéticamente. También se
facilitan la progenie, variantes y mutantes de las plantas regeneradas, siempre que estas partes comprendan la
modificacién genética. Ademas se proporciona un producto o subproducto vegetal procesado que conserva la
modificacién genética, incluyendo, por ejemplo, harina de soja.

Los métodos proporcionados en el presente documento pueden usarse para la modificacién de cualquier especie
vegetal, incluyendo, aunque no de forma limitativa, monocotiledéneas o dicotiledbéneas. Los ejemplos de plantas de
interés incluyen, pero sin limitacién, gramineas (maiz), sorgo, trigo, girasol, tomate, cruciferas, pimientos, patata,
algoddn, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada y colza, Brassica sp., alfalfa, centeno,
mijo, cartamo, cacahuetes, batata, mandioca, café, coco, pifia, arboles de citricos, cacao, té, platano, aguacate,
higuera, guayaba, mango, aceituna, papaya, anacardo, macadamia, almendra, avena, verduras, plantas ornamentales
y coniferas.

Las verduras incluyen, pero sin limitacién, tomates, lechuga, judias verdes, habas de Lima, guisantes y miembros del
género Curcumis tales como pepino, meldn cantalupo y meldn. Las plantas ornamentales incluyen, pero sin limitacién,
azalea, hortensia, hibisco, rosas, tulipan, narcisos, petunias, clavel, flor de pascua y crisantemo. Preferentemente, las
plantas de la presente invencién son plantas de cultivo (por ejemplo, maiz, sorgo, trigo, girasol, tomate, cruciferas,
pimientos, patata, algodén, arroz, soja, remolacha azucarera, cafia de azlcar, tabaco, cebada, colza, etc.).

Los métodos proporcionados en el presente documento también pueden utilizarse para modificar genéticamente
cualquier especie procariota, incluyendo, pero sin limitacién, arqueas y bacterias (por ejemplo, Bacillus sp., Klebsiella
sp. Streptomyces sp., Rhizobium sp., Escherichia sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio sp.,
Yersinia sp., Mycoplasma sp., Agrobacterium, Lactobacillus sp.).

Los métodos proporcionados en el presente documento pueden utilizarse para modificar genéticamente cualquier
especie eucariota o sus células, que incluyen, aunque no de forma limitativa, animales (por ejemplo, mamiferos,
insectos, peces, aves y reptiles), hongos, amebas, algas y levaduras. En algunas realizaciones, la célula que se
modifica mediante los métodos divulgados en el presente documento incluye células de origen hematopoyético, tales
como células del sistema inmunitario, incluidas, entre otras, linfocitos B, linfocitos T, linfocitos citoliticos naturales (NK),
células madre pluripotenciales, células madre pluripotenciales inducidas, linfocitos T receptores de antigeno quimérico
(CAR-T), monocitos, macrdfagos y células dendriticas.

Las células que se han modificado pueden introducirse en un organismo. Estas células podrian proceder del mismo
organismo (por ejemplo, una persona) en el caso de los trasplantes celulares autélogos, en donde las células se
modifican en un enfoque ex vivo. Como alternativa, las células proceden de otro organismo de la misma especie (por
ejemplo, otra persona) en el caso de los trasplantes celulares alogénicos.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o mas de uno (es decir, al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un polipéptido" significa uno o més polipéptidos.
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Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de
los expertos en la materia a la que pertenece la presente divulgacion.

Aunque la invencién anterior se ha descrito con cierto nivel de detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines de
claridad de comprensién, ser obvio que pueden practicarse ciertos cambios y modificaciones dentro del alcance de
las reivindicaciones adjuntas.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustraciéon y no a modo de limitacién.

Ejemplos

Ejemplo 1. Identificacién de nucleasas guiadas por ARN

Se identificaron diecinueve nucleasas guiadas por ARN (NGA) asociadas a CRISPR distintas y se describen a
continuacién en la Tabla 1. La Tabla 1 proporciona el nombre de cada NGA, su secuencia de aminoacidos, la fuente
de la que procede y las secuencias procesadas de ARNcr y ARNtrat (véanse los métodos de identificacion en el
Ejemplo 2). La Tabla 1 proporciona ademés una secuencia de ARN guia genérico Unico (ARNgu), donde la poli-N
indica la ubicacién de la secuencia espaciadora que determina la secuencia diana de acido nucleico del ARNgu. Para
los sistemas de NGA APG06622, APG02787 y APG06248, la secuencia conservada en la base del tallo de la horquilla
del ARNtrat es UNANNA (SEQ ID NO: 129). Para APG06007, APG09344 y APG07991, la secuencia en la misma
ubicacién es UNANNU (SEQ ID NO: 130). Para APG02874, APG03850 y APGO7553, la secuencia en la misma
ubicacion es UNANNG (SEQ ID NO: 131). Para los sistemas de NGA APG03031, APG09208, APG05586, APG08770,
APG03021, APG06015, APG01868 y APG02998, la secuencia conservada en la base del tallo de la horquilla del
ARNtrat es UNANNC (SEQ ID NO: 132). Para APG08167 y APG01604, la secuencia en la misma ubicacién es
CNANNC (SEQ ID NO: 133).

Tabla 1: Sumario de las SEQ ID y de los sistemas asociados a CRISPR

ReTTAP| e | TR | AN, | AR SEaD
APG06622 1 Pedobacter sp. 2 3 4
APG02787 8 Chitinophaga sp. 9 10 11
APG06248 | 15 Mucil agg’b acter 16 17 18
APG06007 22 Acidovorax sp. 23 24 25
APG02874 29 Bacillus sp. 30 31 32
APG03850 36 Bacillus sp. 37 38 39
APG07553 43 Bacillus sp. 44 45 46
APGO3031 | 50 | SNV Se"S‘;)aCter’”m 51 52 53
APG(09208 56 Bacillus sp. 57 58 59
APG05586 63 Enterococcus sp. 64 65 66
APG08770 70 Enterococcus sp. 71 72 73
APG08167 76 Staphylococcus sp. 77 78 79
APG01604 83 Staphylococcus sp. 84 85 86
APG03021 89 Streptococcus sp. 90 91 92
APG06015 96 Pediococcus sp. 97 98 99
APG09344 103 Weissella sp. 104 105 106
APG07991 110 Enterococcus sp. 111 112 113
APG01868 117 Enterococcus sp. 118 119 120
APG02998 123 Enterococcus sp. 124 125 126

Ejemplo 2: Identificacién de ARN de gquia y construccién de ARNgu
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Los cultivos de bacterias que expresan de forma nativa el sistema de nucleasa guiado por ARN bajo investigacion se
cultivaron hasta la fase semilogaritmica (DO600 de ~0,600), se sedimentaron y se congelaron instantaneamente. El
ARN se aislé de los sedimentos utilizando un kit mirVANA miRNA Isolation (Life Technologies, Carlsbad, CA) y se
prepararon bibliotecas de secuenciacién a partir del ARN aislado utilizando un kit NEBNext Small RNA Library Prep
(NEB, Beverly, MA). La preparacion de la biblioteca se fraccioné en un gel de poliacrilamida al 6 % para capturar las
especies de ARN inferiores a 200 nt y detectar los ARNcr y los ARNtrat, respectivamente. Un proveedor de servicios
(MoGene, St. Louis, MO) realizd una secuenciacién profunda (75 pares de bases del extremo) en un Next Seq 500 (kit
de alto rendimiento). La calidad de las lecturas se recorté con Cutadapt y se mapearon en genomas de referencia
utilizando Bowtie2. Se escribid una cartera de RNAseq personalizada en Python para detectar los transcritos de ARNcr
y ARNTtrat. Los limites del ARNcr procesado se determinaron mediante la cobertura de secuencia de la matriz
espaciadora de repeticién nativa. La porcion antirrepeticiéon del ARNtrat se identificd utilizando parametros de BLASTn
permisivos. La profundidad de la secuenciacién de ARN confirmé los limites del ARNtrat procesado mediante la
identificacién del transcrito que contenia la antirrepeticion. La curacién manual de los ARN se realizé mediante la
prediccidn de la estructura secundaria mediante NUPACK, un programa informatico de plegado de ARN. Los casetes
de ARNgu se prepararon mediante sintesis de ADN vy, por lo general, se disefiaron de la siguiente manera (5'->3'):
Secuencia espaciadora de 20-30 pb, unida operativamente en su extremo 3' a la porcién de repeticién procesada del
ARNecr, unida de forma operable a un enlazador no complementario de 4 pb (AAAG; SEQ ID NO: 249) unido
operativamente en su extremo 3' al ARNtrat procesado. También pueden utilizarse otros enlazadores no
complementarios de 4 pb.

Para los ensayos in vitro, los ARNgu se sintetizaron mediante transcripcién in vitro de los casetes de ARNgu con un
kit GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit (ThermoFisher). Las secuencias de ARNcr y ARNtrat procesados para
cada uno de los polipéptidos de NGA se identifican y se exponen en la Tabla 1. Consultese a continuacién los ARNgu
construidos para las bibliotecas de PAM 1y 2.

Ejemplo 3: Determinacién de los requisitos de PAM para cada NGA

Los requisitos de PAM para cada NGA se determinaron utilizando un ensayo de empobrecimiento de PAM
esencialmente adaptado a partir de Kleinstiver et al. (2015) Nature 523:481-485 y Zetsche et al. (2015) Cell 163:759-
771. Brevemente, se generaron dos bibliotecas de plasmidos (L1 y L2) en una cadena principal de pUC18 (ampR),
cada una de los cuales contenia una secuencia protoespaciadora (diana) de 30 pb distinta flanqueada por 8
nucleétidos aleatorios (es decir, la regién PAM). La secuencia diana y la regién PAM flanqueante de la biblioteca 1y
la biblioteca 2 para cada NGA se exponen en la Tabla 2.

Las bibliotecas se electroporaron por separado en células de E. coli BL21 (DE3) que alojaban vectores de expresion
pRSF-1b que contenian una NGA de la invencién (codones optimizados para E. colfi) junto con un ARNgu afin que
contenia una secuencia espaciadora correspondiente al protoespaciador en L1 o L2. Se utilizd suficiente plasmido de
las bibliotecas en la reaccion de transformacion para obtener >108 UFC. Tanto la NGA como el ARNgu en la cadena
principal de pRSF-1b estaban bajo el control de promotores de T7. Se dejé que la reaccién de transformacioén se
recuperara durante 1 hora, después de lo cual se diluyé en medio LB que contenia carbenicilina y kanamicina y se
cultivdé durante una noche. Al dia siguiente, la mezcla se diluyé en medio autoinductor Overnight Express™ Instant TB
(Millipore Sigma) para permitir la expresién de la NGA y del ARNgu, y se cultivé durante 4 h 0 20 h adicionales, después
de lo cual las células se centrifugaron y se aisl6 el ADN plasmidico con un kit de minipreparacién (Qiagen,
Germantown, MD). En presencia del ARNgu apropiado, los pldsmidos conteniendo un PAM que es reconocible por la
NGA se escindiran, lo que dara como resultado su eliminacién de la poblacién. Los plasmidos que contienen PAM que
no son reconocibles por la NGA o que se transforman en bacterias que no contienen un ARNgu apropiado, sobreviviran
y se replicaran. Las regiones PAM y protoespaciadoras de plasmidos no escindidos se amplificaron por PCR y se
prepararon para la secuenciacién siguiendo los protocolos publicados (guia de preparacion de bibliotecas
metagendmicas de 16s 15044223B, lllumina, San Diego, CA). La secuenciacién profunda (lecturas de extremo Unico
de 75 pb) se realiz6é en un MiSeq (lllumina) por un proveedor de servicios (MoGene, St. Louis, MO). Tipicamente, se
obtuvieron lecturas de 1-4 M por amplicén. Se extrajeron las regiones PAM, se contaron y se normalizaron con
respectos a las lecturas totales para cada muestra. Los PAM que conducen a la escisién del plasmido se identificaron
por estar subrepresentados en comparacidn con los controles (es decir, cuando la biblioteca se transforma en E. coli
que contiene la NGA pero carece de un ARNgu apropiado). Para representar los requisitos de PAM para una NGA
novedosa, las relaciones de empobrecimiento (frecuencia en la muestra/frecuencia en el control) para todas las
secuencias en la regién en cuestiéon se convirtieron en valores de enriquecimiento con una transformacién de -log base
2. Se definieron PAM suficientes como los que tenian valores de enriquecimiento >2,3 (lo que corresponde a indices
de empobrecimiento de < ~0,2). Los PAM por encima de este umbral en ambas bibliotecas se recopilaron y utilizaron
para generar anagramas web logo, que, por ejemplo, se puede generar utilizando un servicio en Internet conocido
como "weblogo". Las secuencias de PAM se identificaron e informaron cuando habia un patrén constante en los PAM
méas enriquecidos. En la Tabla 2 se proporciona una secuencia PAM de consenso (que tiene un factor de
enriquecimiento (FE) >2,3) para cada NGA. La orientacién de la PAM también se indica en la Tabla 2.
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Tabla 2: Determinacién PAM o similar a PAM

D de NGA | ARNgu de L1 (SEQ D ARNgu de L2 (SEQ ID PAM (SEQ ID Orientacién
NO:) NO:) NO:) PAM

APG06622 5 6 7 5'-diana-PAM-3'
APG02787 12 13 14 5'-diana-PAM-3'
APG06248 19 20 21 5'-diana-PAM-3'
APG06007 26 27 28 5'-diana-PAM-3'
APG02874 33 34 35 5'-diana-PAM-3'
APG03850 40 41 42 5'-diana-PAM-3'
APG07553 47 48 49 5'-diana-PAM-3'
APG03031 54 55 35 5'-diana-PAM-3'
APG09208 60 61 62 5'-diana-PAM-3'
APG05586 67 68 69 5'-diana-PAM-3'
APG08770 74 75 69 5'-diana-PAM-3'
APG08167 80 81 82 5'-diana-PAM-3'
APG01604 87 88 82 5'-diana-PAM-3'
APG03021 93 94 95 5'-diana-PAM-3'
APG06015 100 101 102 5'-diana-PAM-3'
APG09344 107 108 109 5'-diana-PAM-3'
APG07991 114 115 116 5'-diana-PAM-3'
APG01868 121 122 116 5'-diana-PAM-3'
APG02998 127 128 116 5'-diana-PAM-3'

Ejemplo 4: Demostracidon de la actividad de edicién génica en células de mamifero

Se produjeron casetes de expresién de NGA y se introdujeron en vectores para la expresién en mamifero. Cada NGA
se optimizé mediante codones para la expresiéon humana (SEQ ID NO: 134-152) y se fusiond operativamente en el
extremo 5' a una secuencia de localizacion nuclear de SV40 (NLS; SEQ ID NO: 251) y a 3 etiquetas FLAG (SEQ ID
NO: 252) y se fusionaron operativamente en el extremo 3' a secuencias SLN de nucleoplasmina (SEQ ID NO: 253).
Se utilizaron dos copias de la secuencia SLN, fusionados operativamente en tandem. Cada casete de expresién estaba
bajo el control de un promotor de citomegalovirus (CMV) (SEQ ID NO: 258). Se sabe en la técnica que el potenciador
de la transcripcién de CMB (SEQ ID NO: 259) también puede incluirse en construcciones que comprenden el promotor
de CMV. Se produjeron construcciones de expresion de ARN de guia codificando un ARNg Unico, cada una bajo el
control de un promotor U6 de la ARN polimerasa |ll humana (SEQ ID NO: 260) y se introdujeron en el vector pTwist
High Copy Amp. Las secuencias para las secuencias diana de cada guia figuran en la Tabla 3.

Varias de las construcciones descritas anteriormente se introdujeron en células de mamifero. Un dia antes de la
transfeccién, se sembraron 1x10° células HEK293T (Sigma) en placas de 24 pocillos en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) més suero bovino fetal al 10 % (vol/ivol) (Gibco) y penicilina-estreptomicina al 1 % (Gibco). Al dia
siguiente, cuando las células tenian una confluencia del 50-60 %, se cotransfectaron 500 ng de un plasmido de
expresién de NGA més 500 ng de un pladsmido de expresién de ARNg Unico utilizando 1,5 pl de Lipofectamine 3000
(Thermo Scientific) por pocillo, siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de 48 horas de cultivo, el ADN
gendmico total se recogié utilizando un kit de aislamiento de ADN genémico (Machery-Nagel) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

A continuacién, se analizé6 el ADN genémico total para determinar la tasa de edicién de cada NGA para cada diana
gendmica. En primer lugar, se produjeron oligonucleétidos para usarse para amplificacién por PCR y el analisis
posterior del sitio diana genémico amplificado. Las secuencias de oligonucleétidos utilizadas se enumeran en la Tabla
4.

Todas las reacciones de PCR se realizaron utilizando 10 pl de ADN polimerasa 2X Master Mix Phusion High-Fidelity
(Thermo Scientific) en una reaccién de 20 pl que incluia 0,5 uM de cada cebador. Primero se amplificaron grandes
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regiones gendmicas abarcando cada gen diana usando los cebadores de PCR n.° 1, utilizando un programa de: 98 °C,
1 min; 30 ciclos de [98 °C, 10 s; 62 °C, 15 s; 72 °C, 5 min]; 72 °C, 5 min; 12 °C, mantenido. Luego se amplificé
adicionalmente un microlitro de esta reaccién de PCR utilizando cebadores especificos para cada guia (cebadores de
PCR n.° 2) usando un programa de: 98 °C, 1 min; 35 ciclos de [98 °C, 10 s; 67 °C, 15's; 72 °C, 30 s], 72 °C, 5 min; 12
°C, mantenido. Los cebadores para PCR n.° 2 incluyen las secuencias protuberantes Nextera Read 1 and Read 2
Transposase Adapter para la secuenciacion por lllumina.

Para las NGA APG02874, APG03850 y APG09208, los métodos se llevaron a cabo como se describe anteriormente.
Se seleccionaron varios genes diferentes del genoma humano para realizar la escisién guiada por ARN. Estos locus
se incluyen en la siguiente Tabla 3, junto con la referencia a la SEQ ID NO del ARNgu. El porcentaje de indel, que es
una indicacién de la actividad de la NGA, también se muestra.

Tabla 3: Secuencias diana y ARNgu de los ARN guia utilizados para probar la actividad de edicién génica en
células de mamifero

ID de NGA Gen ID de la Guia Sec“e"fsaNd(i;;‘a (SEQ ARNg,tl‘é?)EQ ID
APG02874, APG09208 RelA NG, 153 188, 206
APG02874 RelA SGN000974 154 189
APG02874 RelA PN 155 190, 208
APGO02874, APG09208 | AurkB SNaaTe, 156 191, 204
APGO02874, APG09208 | AurkB T, 157 192, 205
APG02874 AurkB SGN000978 158 103
APG02874 VEGFA SGN000979 159 104
APG02874 VEGFA SGN000981 160 195
APG03850 RelA SGN000982 161 196
APG03850 RelA SGN000983 162 197
APG03850 RelA SGN000984 163 108
APG03850 AurkB SGN000985 164 109
APG03850 AurkB SGN000986 165 200
APG03850 AurkB SGN000987 166 201
APG03850 VEGFA SGN000988 167 202
APG03850 VEGFA SGN000990 168 203
APG09208 RelA SGN000779 169 207
APG09208 AurkB SGN000793 170 209
APG09208 AurkB SGN000794 171 210
APG05586 TRA SGN001163 553 557
APG05586 TRA SGN001164 554 558
APG05586 VEGFA SGN001165 555 559
APG05586 VEGFA SGN001166 556 560
APG09208 RelA SGN000778 153 206
APG09208 AurkB SGN000793 609 811
AP0 s 10 | EMmx1 SGN001159 610 812
AP0 s O TRA SGN001162 611 813
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AP0 s O TRA SGN001163 612 814
AP0 s O TRA SGN001164 613 815
AP s 1% | VEGFA SGN001165 614 816
AP s 1% | VEGFA SGN001166 615 817
APGO5586, APG09298 | VEGFA SGN001167 616 818
APG09208 RelA SGN001213 617 819
APGO8167, APGO1604 | VEGFA SGN001245 618 820
APGO08167, APGO1604 | VEGFA SGN001246 619 821
APGO8167, APGO1604 | VEGFA SGN001247 620 822
APG08167, APG01604 RelA SGN001248 621 823
APG08167, APG01604 RelA SGN001249 622 824
APG08167, APG01604 RelA SGN001250 623 825
APGO08167, APGO1604 | AurkB SGN001251 624 826
APGO08167, APGO1604 | AurkB SGN001252 625 827
APGO08167, APGO1604 | AurkB SGN001253 626 828
APG07991 RelA SGN001312 627 829
APG07991 RelA SGN001313 628 830
APG07991 RelA SGN001314 629 831
APG01868 RelA SGN001315 630 832
APG01868 RelA SGN001316 631 833
APG01868 RelA SGN001317 632 834
APG02998 RelA SGN001318 633 835
APG02998 RelA SGN001319 634 836
APG02998 RelA SGN001320 635 837
APG09344 RelA SGN001321 636 838
APG06015 RelA SGN001322 637 839
APG03021 RelA SGN001323 638 840
APG09344 RelA SGN001324 639 841
APG06015 RelA SGN001325 640 842
APG03021 RelA SGN001326 641 843
APG06015 RelA SGN001327 642 844
APG03021 RelA SGN001328 643 845
APG09344 RelA SGN001329 644 846
APG03021 TRA SGN001330 645 847
APG03021 TRA SGN001331 646 848
APG03021 TRA SGN001332 647 849
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APG06015 TRA SGN001333 648 850
APG06015 TRA SGN001334 649 851
APG06015 TRA SGN001335 650 852
APG09344 TRA SGN001336 651 853
APG09344 TRA SGN001337 652 854
APG09344 TRA SGN001338 653 855
APG07991 TRA SGN001339 654 856
APG07991 TRA SGN001340 655 857
APG07991 TRA SGN001341 656 858
APG01868 TRA SGN001342 657 859
APG01868 TRA SGN001343 658 860
APG01868 TRA SGN001344 659 861
APG01868 TRA SGN001692 660 862
APG02998 TRA SGN001345 661 863
APG02998 TRA SGN001346 662 864
APG02998 TRA SGN001347 663 865
APG03021 HAO1 SGN001348 664 866
APG03021 HAO1 SGN001349 665 867
APG03021 HAO1 SGN001350 666 868
APG06015 HAO1 SGN001351 667 869
APG06015 HAO1 SGN001352 668 870
APG06015 HAO1 SGN001353 669 871
APG09344 HAO1 SGN001354 670 872
APG09344 HAO1 SGN001355 671 873
APG09344 HAO1 SGN001356 672 874
APG07991 HAO1 SGN001357 673 875
APG07991 HAO1 SGN001358 674 876
APG07991 HAO1 SGN001359 675 877
APG01868 HAO1 SGN001360 676 878
APG01868 HAO1 SGN001361 677 879
APG01868 HAO1 SGN001362 678 880
APG02998 HAO1 SGN001363 679 881
APG02998 HAO1 SGN001364 680 882
APG02998 HAO1 SGN001365 681 883
APG05586, APG09298 TRA SGN001371 682 884
APG05586, APG09298 TRA SGN001372 683 885
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APG05586, APG09298 TRA SGN001373 684 886
APG05586, APG09298 TRA SGN001374 685 887
APG05586, APG09298 TRA SGN001375 686 888
APG05586, APG09298 TRA SGN001376 687 889
APG05586, APG09298 TRA SGN001377 688 890
APG05586, APG09298 TRA SGN001378 689 891
APG05586, APG09298 TRA SGN001379 690 892
APG05586, APG09298 TRA SGN001380 691 893
APG05586, APG09298 TRA SGN001381 692 894
APG05586, APG09298 TRA SGN001382 693 895
APG05586, APG09298 B2M SGN001383 694 896
APG05586, APG09298 B2M SGN001384 695 897
APG05586, APG09298 B2M SGN001385 696 898
APG05586, APG09298 B2M SGN001386 697 899
APG05586, APG09298 B2M SGN001387 698 900
APG05586, APG09298 B2M SGN001388 699 901
APG05586, APG09298 B2M SGN001389 700 902
APG05586, APG09298 B2M SGN001390 701 903
APG05586, APG09298 B2M SGN001391 702 904
APG05586, APG09298 B2M SGN001392 703 905
APG05586, APG09298 B2M SGN001393 704 906
APG05586, APG09298 B2M SGN001394 705 907
APG05586, APG09298 LDHA SGN001395 708 908
APG05586, APG09298 LDHA SGN001396 707 909
APG05586, APG09298 LDHA SGN001397 708 910
APG05586, APG09298 LDHA SGN001399 709 911
APG05586, APG09298 LDHA SGN001400 710 912
APG05586, APG09298 LDHA SGN001401 711 913
APG05586, APG09298 LDHA SGN001402 712 914
APG05586, APG09298 LDHA SGN001403 713 915
APG05586, APG09298 LDHA SGN001404 714 916
APG05586, APG09298 LDHA SGN001405 715 917
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001406 716 918
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001407 717 919
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001408 718 920
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001409 719 921
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APG05586, APG09298 HAO1 SGN001410 720 922
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001411 721 923
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001412 722 924
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001413 723 925
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001414 724 926
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001415 725 927
APG05586, APG09298 HAO1 SGN001416 726 928
APG01604 B2M SGN001592 727 929
APG01604 B2M SGN001593 728 930
APG01604 B2M SGN001594 729 931
APG01604 B2M SGN001595 730 932
APG01604 B2M SGN001596 731 933
APG01604 B2M SGN001597 732 934
APG01604 B2M SGN001598 733 935
APG01604 B2M SGN001599 734 936
APG01604 B2M SGN001600 735 937
APG01604 B2M SGN001601 736 938
APG01604 B2M SGN001602 737 939
APG01604 B2M SGN001603 738 940
APG01604 HAO1 SGN001616 739 941
APG01604 HAO1 SGN001617 740 942
APG01604 HAO1 SGN001618 741 943
APG01604 HAO1 SGN001619 742 944
APG01604 HAO1 SGN001620 743 945
APG01604 HAO1 SGN001621 744 946
APG01604 HAO1 SGN001622 745 947
APG01604 HAO1 SGN001623 746 948
APG01604 HAO1 SGN001624 747 949
APG01604 HAO1 SGN001625 748 950
APG01604 HAO1 SGN001626 749 951
APG01604 HAO1 SGN001627 750 952
APG01604 LDHA SGN001640 751 953
APG01604 LDHA SGN001641 752 954
APG01604 LDHA SGN001642 753 955
APG01604 LDHA SGN001643 754 956
APG01604 LDHA SGN001644 755 957
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APG01604 LDHA SGN001645 756 958
APG01604 LDHA SGN001646 757 959
APG01604 LDHA SGN001647 758 960
APG01604 LDHA SGN001648 759 961
APG01604 LDHA SGN001649 760 962
APG01604 LDHA SGN001650 761 963
APG01604 LDHA SGN001651 762 964
APG01604 TRA SGN001664 763 965
APG01604 TRA SGN001665 764 966
APG01604 TRA SGN001666 765 967
APG01604 TRA SGN001667 766 968
APG01604 TRA SGN001668 767 969
APG01604 TRA SGN001669 768 970
APG01604 TRA SGN001670 769 971
APG01604 TRA SGN001671 770 972
APG01604 TRA SGN001672 771 973
APG01604 TRA SGN001673 772 974
APG01604 TRA SGN001674 773 975
APG01604 TRA SGN001675 774 976
APG01868 TRA SGN001684 775 977
APG01868 TRA SGN001685 776 978
APG01868 TRA SGN001686 777 979
APG01868 TRA SGN001687 778 980
APG01868 TRA SGN001688 779 981
APG01868 TRA SGN001689 780 982
APG01868 TRA SGN001690 781 983
APG01868 TRA SGN001691 782 984
APG01868 EMX1 SGN001697 783 985
APG01868 EMX1 SGN001698 784 986
APG01868 EMX1 SGN001699 785 987
APG01868 EMX1 SGN001700 786 988
APG01868 EMX1 SGN001701 787 989
APG01868 EMX1 SGN001702 788 990
APG01868 EMX1 SGN001703 789 991
APG01868 EMX1 SGN001704 1176 992
APG01868 EMX1 SGN001705 1177 993
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APG01868 EMX1 SGN001706 1178 994
APG01868 EMX1 SGN001707 1179 995
APG01868 EMX1 SGN001708 1180 996
APG01868 EMX1 SGN001709 1181 997
APG01868 EMX1 SGN001710 1182 998
APG01868 EMX1 SGN001711 1183 999
APG01868 HAO1 SGN001713 1184 1000
APG01868 HAO1 SGN001714 1185 1001
APG01868 HAO1 SGN001715 790 1002
APG01868 HAO1 SGN001716 791 1003
APG01868 HAO1 SGN001717 792 1004
APG01868 HAO1 SGN001718 793 1005
APG01868 HAO1 SGN001719 794 1008
APG01868 HAO1 SGN001721 795 1007
APG01868 HAO1 SGN001722 796 1008
APG01868 HAO1 SGN001723 797 1009
APG01868 HAO1 SGN001724 798 1010
APG01868 LDHA SGN001725 799 1011
APG01868 LDHA SGN001726 800 1012
APG01868 LDHA SGN001727 801 1013
APG01868 LDHA SGN001728 802 1014
APG01868 LDHA SGN001729 803 1015
APG01868 LDHA SGN001730 804 10186
APG01868 LDHA SGN001731 805 1017
APG01868 LDHA SGN001732 806 1018
APG01868 LDHA SGN001733 807 1019
APG01868 LDHA SGN001734 808 1020
APG01868 LDHA SGN001735 809 1021
APG01868 VEGFA SGN001785 810 1022

Tabla 4: Oligonucleétidos para la deteccién de la actividad de edicién génica en células de mamifero

SEQ
Descripcién Secuencia de Cebador ID

NO
SGN000977 DIR CTTGTAGCTGGAGGTCCATC 172
SGNO000977 INV TGTTGGCAAATCTAGTCTCG 173
SGN000978 DIR ACATTTGACGAGCAGCGAA 174
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SGN000978 INV GGCCCCTGGAGAGGTTTTAA 175
SGN000979, SGN000982, SGN000988, SGN000990 DIR ACACAGCTTCCCGTTCTCAG 176
SGN000979, SGN000982, SGN000988, SGN000990 INV ATTCACCCAGCTTCCCTGTG 177
SGN000981 DIR GGCGTCGCACTGAAACTTTT 178
SGN000981 INV AGTTCATGGTTTCGGAGGCC 179
SGN000983 DIR CGACCAAACAAGTGCAAAGG 180
SGN000983 INV GGGTTGTTGTTGGTCTGGAT 181
SGN000775, SGN0O00776, SGN000793, SGN000794, SGN0O00976, 182
SGN000985, SGN000986, SGN000987 DIR ACTGCCATGGGAAGAAGGTG
SGN000775, SGN000776, SGN000793, SGN000794, SGN0O00976, 183
SGN000985, SGN000986, SGN000987 INV ACAATTCTCCTGCCTCAGCC
SGN000778, SGN000973, SGN000984 DIR TGGCCCCTATGTGGAGATCA 184
SGN000778, SGN0O00973, SGN000984 INV GGCAGAGCTCAGCCTCATAG 185
SGN000779, SGN000780, SGN000974, SGN000975 DIR ATATCCCCACTTCCCCTGCT 186
SGN000779, SGN000780, SGN000974, SGN0O00975 INV CACCTCAAGGACAGCTCTGG 187
SGN001163, SGN001164 DIR TTGATAGCTTGTGCCTGTCC 561
SGN01163, SGN001164 INV AGAGTCTCTCAGCTGGTACA 562
SGN001165, SGN001166 DIR GCGACAGGGGCAAAGTGAGT 563
SGN001165, SGN001166 INV CTAGCACTTCTCGCGGCTCC 564
SGN001382 DIR AACTCATGCCTGCTGCTCTT 1023
SGN001382 INV CAGTCTCACGCAGTCACTCA 1024
SGN001371, SGN001372, SGN001373, SGN001689, SGN001690 | AACTGAGGCGGCTGAAATGA 1025
Ié:\%B\R;NOO1371, SGN001372, SGN001373, SGN001689, SGN001690 | TGGGACATGCAAGCCCATAA 1026
SGN001730 DIR AAGATGTTGACATGCTCTTCC 1027
SGN001730 INV TATGCAGTCAAAAGCCTCA 1028
SGN001353, SGN001356, SGN001359, SGN001362, SGN001365, | AAGTCATTTGCTTGTTTGGA
SGN001408, SGN001407, SGN001412, SGN001413, SGN001414, 1029
SGN001622, SGN001623,
SGN001624,SGN001625,SGN001626,SGN001627 DIR
SGN001353, SGN001356, SGN001359, SGN001362, SGN001365, | TGGTGCATTCAGAGAAGGAG
SGN001408, SGN001407, SGN001412, SGN001413, SGN001414, 1030
SGN001622, SGN001623,
SGN001624,SGN001625,SGN001626,SGN001627 INV
SGN001375,SGN001376,SGN001377 DIR AATGAAGCCAGGCAAGAGCA 1031
SGN001375,SGN001376,SGN001377 INV CTGTGCAAACCCAGGCTAGA 1032
SGN001251,SGN001252 DIR ACATTTGACGAGCAGCGAA 1033
SGN001251,SGN001252 INV GGCCCCTGGAGAGGTTTTAA 1034
SGN001380 DIR ACCCGGCCTGCTTTTCTTAA 1035
SGN001380 INV GGCAGCGAGGCATACATAGT 1036
SGN001731, SGN001732, SGN001733, SGN001734, SGN001735 | ACCCTGCTTTTTCTGCCTTT 1037

DIR
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Descripcién Secuencia de Cebador SEQ
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NO
SGN001731, SGNOO1732, SGNO01733, SGNO01734, SGN001735 | CAGGCCTAATGGACATTAATC | oo
INV CT
SGN001374,SGN001688 DIR ACTCACTAAGGGGCCCATCT 1039
SGN001374,SGN001688 INV CAGGAGGAGGATTCGGAACC | 1040
SGN001726,SGN001727, SGN001728,SGN001729 DIR ‘;‘GGAAAATGAAT(“ACAATTAC 1041
SGN001726,SGN001727, SGN001728,SGN001729 INV GTGCGAAAGGGCAAGATTCT 1042
SGN001397 DIR ‘égGCCTTTLAALTCTCTI TTGG | 4043
SGN001397 INV GGATGGGGTCAAGGTATGGGC | 1044
SGN001213, SGN001248, SGNO01249, SGN001321,
SONOO1 325 SONO0 1495 DIR ATGACATTCAGGCCACAGTG 1045
SGN001213, SGN001248, SGN001249, SGN001321,
SONOO1 329 SONOO! 25 TN CTTCCTCCTATTCAGGCCCA 1046
SGN001725 DIR CAGCTTTTGAAATGGGGTGC 1047
SONOO1725 INV gAACAAATGGAGACCATCTGG 04
SGNOO1381 DIR iiGTATT(TAAGGACGCCAGA 040
SGN001381 INV GCACTTTGGGAGGCTGAA 1050
SGN001390, SGN001391, SGN001392, SGN001393, SGN001394, | CGGGCATTCCTGAAGCTG
SGN001592, SGN001593, SGN001594, SGN001595, SGN001596, 1051
SGN001597 SGN001598, SGN001599, SGN001600, SGN001601,
SGN001602. SGN001603 DIR
SGN001390, SGN001391, SGN001392, SGN001393, SGN001394, | GTAGGCCAAAGGTCTCCCC
SGN001592, SGN001593, SGN001594, SGN001595, SGN001596, 1052
SGN001597 SGN001598, SGN001599, SGN001600, SGN001601,
SGN001602. SGN001603 INV
SGN001383, SGN001384, SGN001385, SGN001386, CTTGACACCAAGTTAGCCCC 1053
SGN001387 SGN001388,SGN001389 DIR
SGN001383, SGN001384, SGN001385, SGNO01386,
SGN001387 SGN001388,SGN001389 INV TCATACACAACTTTCAGCAGC | 1054
SGN000793, SGN001253 DIR CTTGTAGCTGGAGGTCCATC 1055
SGN000793,SGN001253 INV TGTTGGCAAATCTAGTCTCG 1056
SGNO01379 DIR EAGCAGCTGAGTCAATGATAG 057
SONOD1379 1NV iGAGAGATCTGGAGGGAACTT 1055
SGN001165,SGN001166,SGN001245 DIR GCAAAGTGAGTGACCTGCTT 1059
SGN001165,SGN001166,SGN001245 INV GAGCTAGCACTTCTCGCG 1060
SGN001738 DIR GCTGTTTGGGAGGTCAGAAA 1061
SGN001738 INV GAATATTGAAGGGGGCAGGG | 1062
SGN001167, SGN001246, SGN001247 SGN001785 DIR GGACACTTCCCAAAGGACC 1063
SGN001167, SGN001246,SGN001247 SGN001785 INV CACGTCCTCACTCTCGAAGA 1064
SGN001399, SGN001402, SGNO01403, SGNO01646, SGNOOT647, | GGCCTTCACTCTTCACAGACCE | 4 opr
SGN001648, SGN001649, SGN001650. SGN001651 DIR
SGNO001399, SGN001402, SGN001403, SGNOO1646, SGNOO1647, | GGATGGGGTCAAGGTATGGGC | 1oo-
SGN001648, SGN001649, SGN001650, SGN001651 INV
SGN001162, SGN001163, SGN001164, SGN001330, SGN001331, | GGGCAAAGAGGGAAATGAGA
SGN001332. SGN001333, SGN001334, SGN001335, SGN001336, 1067

SGN001337, SGN001338, SGN001339, SGN001340, SGN001341,
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SGN001342, SGN001343, SGN001344, SGN001345, SGN001346,

SGN001347 SGN001664, SGN001665, SGN001666, SGN001667.

SGN001668. SGN001669, SGN001670, SGN001671, SGN001672.

SGN001673. SGNO01674, SGNO01675, SGN001684. SGN001685,

SGN001686. SGN001687 SGN001691, SGN001692 DIR

SGN001162, SGN001163, SGN001164, SGN001330, SGN001331, | GAACCTGGCCATTCCTGAAG

SGN001332. SGN001333 SGN001334. SGN001335, SGN001336,

SGN001337 SGN001338, SGN001339, SGN001340, SGN001341,

SGN001342. SGN001343, SGN001344, SGN001345, SGN001346, 1065

SGN001347 SGN001664, SGN001665, SGN001666, SGN001667.

SGN001668. SGN001669, SGN001670, SGN001671, SGNO01672.

SGN001673. SGNO01674, SGNO01675, SGN001684, SGNO01685,

SGN001686, SGN001687 SGN001691 SGN001692 INV

SGN001714,SGN001722 DIR GGTTTTTGGAGGTGGAGTTGA | 1069

SGN001714,SGN001722 INV CCCCCTAACCAAGTGAAAAGA | 1070

SGN001716,SGN001717,SGN001721 DIR EégATAAATGAGCAGTGAACA 1071

SGN001716,SGN001717, SGN001721 INV };CCACAAAGGATCACAAAGTC 1072

SGN001313,SGN001316,SGN001319 DIR TGAGAGACAGTGGGACAGAC 1073

SGN001313,SGN001316,SGN001319 INV AGTCCTAGAGGAGGCAGAAC 1074

SGN001702, SGN001703, SGN001707, SGN001709,

SONOO1 110 SONOOI 111 DIR TGAGTCCGAGCAGAAGAAGA 1075

SGN001702, SGN001703, SGN001707, SGN001709,

SONOO1 716 SONOOIT 1INV GGAGATTGGAGACACGGAGA | 1076

SGN001723 DIR TGGAGGTGGAGTTGAATAACA | 1077

SGN001723 INV CTTTCTCCCCCTAACCAAGTG | 1078

SGN001395 SGN001396 DIR TGGATCTCCAACATGGCAGCC | 1079

SGN001395,SGN001396 INV gGGAAGGCTAAGGAGGGAGG 1080

SGN000778, SGNO01250, SGNO01312, SGN001314, SGN001315, | TGGCCCCTATGTGGAGATCA

SGN001317. SGN001318, SGN001320, SGN001324, SGN001325, 1081

SGN001326. SGN001327. SGN001328.SGN001329 DIR

SGN000778, SGN001250, SGN001312, SGN001314, SGN001315, | GGCAGAGCTCAGCCTCATAG

SGN001317. SGN001318, SGN001320, SGN001324, SGN001325, 1082

SGN001326. SGN001327. SGN001328.SGN001329 INV

SGN001159, SGN001697, SGN001698, SGN001699, SGNO01700, | TGTTAGACCCATGGGAGCAG

SGN001701, SGN001704, SGNO01705, SGN001706,.SGN001708 1083

DIR

SGN001159, SGN001697, SGN001698, SGN001699, SGN001700, | GTTGCCCACCCTAGTCATT

SGN001701, SGN001704, SGN001705, SGN001706,SGN001708 1084

INV

SGN001400, SGN001401, SGN001404, SGNO01405, SGN001640, | TTCCACGCTAAGGTATGGGCC

SGN001641, SGN001642. SGN001643, SGN001644, SGN001645 1085

DIR

SGN001400, SGN001401, SGN001404, SGNO01405, SGNO01640, | GCCAACAGCACCAACCCCAA

SGN001641, SGN001642. SGN001643, SGN001644, SGN001645 1086

INV

SGN001348, SGN001349, SGN001350, SGN001351, SGN001352, | TTGCTCACTTGATGTAAGCAA

SGN001354, SGN001355, SGN001357. SGN001358, SGN001360,

SGN001361. SGN001363, SGN001364. SGN001408, SGN001409,

SGN001410, SGN001411, SGN001415, SGN001416, SGN001616, 1087

SGN001617, SGN001618, SGN001619, SGN001620, SGN001621,
SGN001713, SGN001715, SGN001718, SGN0O01719,SGN001724
DIR
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SGN001348, SGN001349, SGN001350, SGN001351, SGN001352, | TTTTGGTACGGTCTTTGTGT

SGN001354, SGN001355, SGN001357, SGN001358, SGN001360,

SGN001361, SGN001363, SGN001364, SGN001408, SGN001409,

SGN001410, SGN0O01411, SGN001415, SGN001416, SGN0016186, 1088

SGN001617, SGN001618, SGN001619, SGN001620, SGN001621,

SGN001713, SGN001715, SGN001718, SGN001719,SGN001724

INV

El ADN gendmico purificado se sometié a PCR N.° 1 y PCR N.° 2 como se ha indicado anteriormente. Después de la
segunda amplificaciéon por PCR, el ADN se limpi6 utilizando un kit de limpieza de PCR (Zymo) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y se eluyé en agua. Se combinaron 200-500 ng de producto de PCR n.° 2 purificado con
2 pl de tampén NEB 2 10X y agua en una reaccién de 20 pl y se hibridaron para formar heteroduplex de ADN usando
un programa de: 95 °C, 5 min; 95-85 °C, enfriado a una velocidad de 2 °C/s; 85-25 °C, enfriado a una velocidad de 0,1
°Cls; 12 °C, mantenido. Tras la hibridacién se retiraron 5 uyl de ADN como control sin enzima, se afiadié 1 pl de
endonucleasa | de T7 (NEB) y la reaccién se incubd a 37 °C durante 1 hora. Tras la incubacién se afiadi6 colorante
de carga FlashGel 5x (Lonza) y se analizaron 5 pl de cada reaccion y los controles mediante un FlashGel de agarosa
al 2,2 % (Lonza) mediante electroforesis en gel. Después de la visualizacién del gel, se determiné el porcentaje de
unién de extremos no homélogos (NHEJ) mediante la siguiente ecuacién: % de sucesos de NHEJ = 100 x [1-(1-
fraccién escindida)(2)], donde (fraccidén escindida) se define como: (densidad de productos digeridos)/(densidad de
productos digeridos + banda parental no digerida).

Para algunas muestras, se utilizé SURVEYOR® para analizar los resultados después de la expresidn en células de
mamifero. Las células se incubaron a 37 °C durante 72 h postransfeccidén antes de la extraccién de ADN genémico.
El ADN genémico se extrajo utilizando la solucién de extraccion de ADN QuickExtract (Epicentre) siguiendo el
protocolo del fabricante. La regiéon genémica que flanquea el sitio diana de la NGA se amplificé por PCR y los productos
se purificaron utilizando la columna QiaQuick Spin (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. Se mezclaron 200-
500 ng totales de los productos de PCR purificados con 1 pl de tampén Tag DNA Polymerase PCR 10x (Enzymatics)
y agua ultrapura hasta un volumen final de 10 pl, y se somete a un proceso de rehibridacién para permitir la formacién
del heteroduplex: 95 °C durante 10 min, 95 °C a 85 °C aumentando a -2 °C/s, 85 °C a 25 °C a -0,25 °C/s, y 25 °C
mantenidos durante 1 min.

Después de la rehibridacién, los productos se trataron con nucleasa SURVEYOR® y potenciador S SURVEYOR®
(Integrated DNA Technologies) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y se analizan en geles de
poliacrilamida Novex TBE al 4-20 % (Life Technologies). Los geles se tifieron con tincién de ADN SYBR Gold (Life
Technologies) durante 10 min y se tomaron imagenes con un Gel Doc gel imaging system (Bio-rad). La cuantificacién
se basé en intensidades de banda relativas. El porcentaje de indeles se determiné mediante la formula, 100x(1-(1-
(b+c)/(atb+c))'2), en que a es la intensidad integrada del producto de PCR no digerido, y b y ¢ son las intensidades
integradas de cada producto de escision.

Ademds, los productos de PCR n.° 2 conteniendo secuencias protuberantes de lllumina se sometieron a la preparacion
de la biblioteca siguiendo el protocolo de bibliotecas de secuenciacibn metagendémica de lllumina de 16S. Un
proveedor de servicios (MOGene) realizé la secuenciacidén profunda en una plataforma Illumina Mi-Seq. Tipicamente,
se generan 200.000 lecturas de extremos emparejados de 250 pb (2 x 100.000 lecturas) por amplicén. Las lecturas
se analizaron utilizando CRISPResso (Pinello, et al. 2016 Nature Biotech, 34:695-697) para calcular las tasas de
edicién. Los alineamientos de salida se seleccionaron manualmente para confirmar los sitios de insercién y delecién,
asi como para identificar sitios de microhomologia en los sitios de recombinacién. Las tasas de edicién se muestran
en la Tabla 5. Todos los experimentos se realizaron en células humanas. La "secuencia diana" es la secuencia que
es objetivo dentro del gen diana. Para cada secuencia diana, el ARN de guia comprendia la secuencia diana del ARN
complementario y el ARNgu apropiado de acuerdo con la NGA utilizada. En las Tablas 6.1-6.3 se muestra un desglose
seleccionado de experimentos por ARN de guia.

Tabla 5: Actividad de las NGA en células de mamifero

NGA ID dg la D’ia_na Tasa g_Ic?t’>aI de Tasa de delecién en Tasa de insercién en
Guia génica edicién la muestra la muestra
APG02874 | SGN000973 RelA N.D.
APG02874 | SGN000974 RelA 0,10 % 37,23 % 62,77 %
APG02874 | SGN000975 RelA N.D.
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NGA ID de la Diana Tasa global de Tasa de delecién en Tasa de insercién en
Guia génica edicién la muestra la muestra

APG02874 | SGN000976 AurkB 0,56 % 3517 % 64,84 %
APG02874 | SGN000977 AurkB 0,30 % 76,34 % 23,65 %
APG02874 | SGN000978 AurkB N.D.
APG02874 | SGN000979 VEGFA 0,17 % 13,95 % 86,05 %
APG02874 | SGN000981 VEGFA N.D.
APG03850 | SGN000982 RelA 0,19 % 40,55 % 59,45 %
APG03850 | SGN000983 RelA N.D.
APG03850 | SGN000984 RelA 0,05 % 7217 % 27,84 %
APG03850 | SGN000985 AurkB 0,37 % 66,62 % 33,37 %
APG03850 | SGN000986 AurkB N.D.
APG03850 | SGN000987 AurkB N.D.
APG03850 | SGN000988 VEGFA N.D.
APG03850 | SGN000990 VEGFA N.D.
APG(09208 | SGN000775 AurkB N.D.
APG(09208 | SGN000776 AurkB N.D.
APG(09208 | SGN000778 RelA N.D.
APG(09208 | SGN000779 RelA N.D.
APG(09208 | SGN000780 RelA N.D.
APG(09208 | SGN000793 AurkB 1,18 % 59,97 % 40,02 %
APG(09208 | SGN000794 AurkB N.D.
APG05586 | SGN001163 TRA 23,49 % 95,03 % 541 %
APG05586 | SGN001164 TRA 1,37 % 95,65 % 4,36 %
APG05586 | SGN001165 VEGFA 65,59 % 98,58 % 2,03 %
APG05586 | SGN001166 VEGFA 10,48 % 94,98 % 5,02 %
APG06015 | SGN001322 RelA N.D.
APG06015 | SGN001325 RelA N.D.
APG06015 | SGN001327 RelA N.D.
APG06015 | SGN001333 TRA N.D.
APG06015 | SGN001334 TRA 0,03 100 % 0 %
APG06015 | SGN001335 TRA N.D.
APG06015 | SGN001351 HAO1 N.D.
APG06015 | SGN001352 HAO1 N.D.
APG06015 | SGN001353 HAO1 N.D.
APG09344 | SGN001321 RelA 0,02 0 % 100 %
APG(09344 | SGN001324 RelA N.D.
APG(09344 | SGN001329 RelA N.D.
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(continuacién)

NGA ID de la Diana Tasa global de Tasa de delecién en Tasa de insercién en
Guia génica edicién la muestra la muestra

APG(09344 | SGN001336 TRA N.D.

APG(09344 | SGN001337 TRA N.D.

APG(09344 | SGN001338 TRA N.D.

APG(09344 | SGN001354 HAO1 N.D.

APG(09344 | SGN001355 HAO1 N.D.

APG(09344 | SGN001356 HAO1 N.D.

APG07991 | SGN001312 RelA 2,186 56,61 % 43,39 %
APG07991 | SGN001313 RelA 2,64 80,6 % 19,39 %
APG07991 | SGN001314 RelA 2,49 32,48 % 67,51 %
APG07991 | SGN001339 TRA 6,75 76,47 % 27,42 %
APG07991 | SGN001340 TRA 6,66 69,19 % 33,89 %
APG07991 | SGN001341 TRA 2,84 60,63 % 39,38 %
APG07991 | SGN001357 HAO1 13,34 79,66 % 21,31 %
APG07991 | SGN001358 HAO1 0,05 60,78 % 39,22 %
APG07991 | SGN001359 HAO1 0,21 80,53 % 19,48 %
APG01868 | SGN001315 RelA 10,78 64,07 % 36,36 %
APG(01868 | SGN001316 RelA 6,26 87,09 % 13,73 %
APG01868 | SGN001317 RelA 19,42 62,57 % 38,11 %
APG01868 | SGN001342 TRA 4,66 39,32 % 60,68 %
APG(01868 | SGN001343 TRA 41,39 60,13 % 41,39 %
APG01868 | SGN001344 TRA 5,42 60,46 % 39,53 %
APG01868 | SGN001360 HAO1 0,38 69,28 % 30,72 %
APG01868 | SGN001361 HAO1 9,48 84,92 % 17,07 %
APG(01868 | SGN001362 HAO1 0,32 28,97 % 71,03 %
APG02998 | SGN001318 RelA 1,13 72,78 % 27,22 %
APG02998 | SGN001319 RelA 2,55 91,76 % 8,22 %
APG02998 | SGN001320 RelA 3,48 43,97 % 56,04 %
APG02998 | SGN001345 TRA 2,01 79,92 % 26,06 %
APG02998 | SGN001346 TRA 5,87 40,14 % 61,02 %
APG02998 | SGN001347 TRA 2,26 59,08 % 40,89 %
APG02998 | SGN001363 HAO 1 0,4 16,34 % 83,66 %
APG02998 | SGN001364 HAO 1 N.D.

APG02998 | SGN001365 HAO 1 1,14 65,98 % 34,02 %
APG(09208 | SGN000778 RelA 0,26 0 % 100,00 %
APG(09208 | SGN000793 AurkB 1,64 50,94 % 49,06 %
APG(09208 | SGN001213 RelA 0,05 100 % 0,00 %
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NGA ID de la Diana Tasa global de Tasa de delecién en Tasa de insercién en
Guia génica edicién la muestra la muestra

APG05586 | SGN001159 EMX1 40,13 83,86 % 16,13 %
APG05586 | SGN001162 TRA 46,12 86,07 % 14,45 %
APG05586 | SGN001163 TRA 43,77 93,38 % 7,58 %
APG05586 | SGN001164 TRA 8 95,23 % 4,80 %
APG05586 | SGN001165 VEGFA 65,59 98,58 % 2,03 %
APG05586 | SGN001166 VEGFA 10,48 94,98 % 5,02 %
APG05586 | SGN001167 VEGFA 43,8 92,97 % 7,35 %
APG08770 | SGN001159 EMX1 11,9 80,98 % 20,13 %
APG08770 | SGN001162 TRA 14,57 90,2 % 10,24 %
APG08770 | SGN001163 TRA 12,78 95,47 % 5,49 %
APG08770 | SGN001164 TRA 3,09 92,84 % 9,00 %
APG08770 | SGN001165 VEGFA 23,12 92,75 % 8,00 %
APG08770 | SGN001166 VEGFA 10,52 93,45 % 6,92 %
APG08167 | SGN001245 VEGFA N.D.

APG08167 | SGN001246 VEGFA N.D.

APG08167 | SGN001247 VEGFA N.D.

APG08167 | SGN001248 RelA N.D.

APG08167 | SGN001249 RelA N.D.

APG08167 | SGN001250 RelA N.D.

APG08167 | SGN001251 AurkB N.D.

APG08167 | SGN001252 AurkB N.D.

APG08167 | SGN001253 AurkB N.D.

APG01604 | SGN001245 VEGFA 69,13 96,82 % 7,23 %
APG01604 | SGN001246 VEGFA 4,57 79,07 % 24,78 %
APG01604 | SGN001247 VEGFA 18,49 96,17 % 5,09 %
APG01604 | SGN001248 RelA 17,04 94,78 % 561 %
APG01604 | SGN001249 RelA 5,53 87,88 % 14,96 %
APG01604 | SGN001250 RelA 21,18 81,7 % 19,19 %
APG01604 | SGN001251 AurkB 8,38 84,67 % 15,34 %
APG01604 | SGN001252 AurkB 24,74 90,49 % 10,22 %
APG01604 | SGN001253 AurkB 0,32 86,44 % 13,56 %
APG03021 | SGN001323 RelA 13,73 87,67 % 12,31 %
APG03021 | SGN001326 RelA 1,03 78,9 % 21,11 %
APG03021 | SGN001328 RelA 7,12 92,18 % 9,68 %
APG03021 | SGN001330 TRA N.D.

APG03021 | SGN001331 TRA 0,45 23,15 % 76,85 %
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NGA ID de la Diana Tasa global de Tasa de delecién en Tasa de insercién en
Guia génica edicién la muestra la muestra
APG03021 | SGN001332 TRA 0,25 49,44 % 50,57 %
APG03021 | SGN001348 HAO1 0,08 30,16 % 69,84 %
APG03021 | SGN001349 HAO1 0,03 58,33 % 41,67 %
APG03021 | SGN001350 HAO1 0,36 70,53 % 29,48 %

Las inserciones y deleciones especificas para las guias respectivas se muestran en las Tablas 6.1-6.3. En estas tablas,
la secuencia diana se identifica mediante letras maylsculas en negrita. Las regiones PAM octaméricas estan
doblemente subrayadas, con los principales nuclebtidos reconocidos en negrita. Las inserciones se identifican con
letras minUsculas. Las deleciones se indican con guiones (-). La ubicacién de INDELES se calcula a partir del borde
proximal del PAM de la secuencia diana, siendo el borde la ubicacién 0. La ubicacién es positiva (+) si esta en el lado
diana del borde; la ubicacidn es negativa (-) si la ubicacién esta en el lado PAM del borde.
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Tabla 6.4: Inserciones y deleciones especificas para la Guia 1166 usando NGA APG005586

N.° de % de % de Ubicacién
Guia SGN001166 (SEQ ID NO: 556) lecturas | lecturas | indeles Tipo de indeles | Tamaiio
CGCOLGGACCACGGCTCCTCCGAAGCGAGAACA
GCCCACGRAG 197148 89,52
CGCGCEGACCACGGCTCCTCCGA-———— GAACA
GOCCACRAG 3829 1,74 16,59 Delecién 5 0
CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGAAG--——AACA
GOCCAGAAG 1985 0,9 8,6 Delecién 4 -1
CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGARA--————— CA
GOCCAGRAR 1300 0,59 5,63 Delecién 7 -3
CGCGCEGACCACGGCTCCTCCGAA-CGAGAACA
GOCCAGRAR 1223 0,56 5,3 Delecién 1 3
CGCGCEGACCACGGCTCCTCCGAAG—AGAACA
GOCCAGRAG 1221 0,55 5,29 Delecién 2 1
CGCGCGGACCACGECTCCTCCGAR————————
7777777777777 I 936 0,43 4.06 Delecién 117 -113
CGCGCGGACCACGECTCCTCCGAAGC ——————
 _CCAGRAG 845 0,38 3,66 Delecién 9 -7
CGCGCGGACCACGECTCCTCC-——————————
--------------------- T 715 0,32 3.1 Delecién 64 -57
CGCGCGGACCACGECTCCTCCGAAG———————
_____ o 615 0,28 2,66 Delecién 140 -137
s e e 610 0,28 2,64 Delecién 132 -118
CGCGCEGACCACGGCTCCTCC----CGAGAACA
GOCCACRAG 551 0,25 2,39 Delecién 4 3
CGCGCEGACCACGGCTCCTCCGA—CGAGAACA
GCCCAGRAG 497 0,23 2,15 Delecion 2 3
GLCGCGGACCACGGCTCCTCCGAAGTCGAGAACA
GOCCACRAG 438 0,2 1,9 Insercién 1 3
CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGAAG-GAGAACA
GOCCAGAAG 381 0,17 1,65 Delecién 1 2
G- gaGeCgg—————-
777777777777777777777777 el 334 0,15 1,45 Delecién 49 -13
CGCEGCGGACCACGGCTCCTCCGAA-——-—————
777777777777777777 A 328 0,15 1,42 Delecién 27 -23
CGCGGACCACGGCTCCTCCGAAGGagGAGAACA
GOCCACRAG 326 0,15 1,41 Insercién 2 2
CGCECGGACCACGGCTCCTCCGAAGC —-—————
— _AGAAG 321 0,15 1,39 Delecién 11 -9
CGCLGCGGACCACGGCTCCTCCGAAGAG-—————
777777777777 e 301 0,14 1,3 Delecién 18 -17
CGCEGCGGACCACGGCTCCTCCGAAG——-——————
777777 ARG 290 0,13 1,26 Delecién 14 -11
CGCGCGGACCACGGCTCC--——= ==~ GAGAACA
GOCCAGRAR 266 0,12 1,15 Delecién 8 2
CGCGCGGACCACGGCTCCTC——=-——~ GAGAACA
GOCCAGRAR 265 0,12 1,15 Delecién 6 2
CGCGCGGACCACGBCTC—————=——— GAGAACA
GOCCAGRAG 232 0,11 1,01 Delecién 9 2
GLCGCGGACCACGGCTCCTCCGAAGCCGAGAACA
GOCCAGRAR 217 0,1 0,94 Insercién 1 2
CGCGCGGACCACGBCTCC-—————= CGAGAACA
GOCCAGRAR 199 0,09 0,86 Delecién 7 3
CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGAAG——-~-—————
777777777 T 192 0,09 0,83 Delecién 17 -14
CGCGCGGACCACGGCTCCTCC——————=—————
— _CRAGAAG 177 0,08 0,77 Delecién 15 -8
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(continuacién)

Guia SGN001166 (SEQ ID NO: 556) N.°de % de % de Tipo Ubicacién | Tamaiio
lecturas | lecturas | indeles de indeles

CGCGCGGACCACGEC——————————- GAGAACA

GCCCAGAAG 158 0,07 0,68 Deleciéon 11 2

CGCGCGGACCACEGECTCCTCC————————————

——————————————————— T 149 0,07 0,65 Delecién 97 -90

CGCGCGGACCACGEC————-————— CGAGAACA

GCCCAGAAG 147 0,07 0,64 Deleciéon 10 3

CGCGCGGACCACGBECTCC—————— === —————

- ——CAGAAG 131 0,06 0,57 Delecién 18 -8

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGRARAGC——-—————

———CAGAAG 127 0,06 0,55 Deleciéon 10 -8

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGRAAG————————

------------ e 124 0,06 0,54 Deleciéon 53 -50

CGCGCGGACCACGGCCCCTCCEGA-———— GAACA

GCCCAGAAG 113 0,05 0,49 Delecién 5 0

CGCGCGGEACCACGGCTCCTCC————————————

————AGAAG 112 0,05 0,49 Deleciéon 16 -9

CGCGCGGEACCACGBBCTCC-—————————— ——— A

GCCCAGAAG 104 0,05 0,45 Delecién 14 -4

CGCGCEGA———————————————————— CAACA

GCCCAGRAAG 102 0,05 0,44 Delecién 20 0

CGCGCGGACCACEEC-———————— = —

—-CCAGAAG 101 0,05 0,44 Delecion 20 -7

CGCGBCG————————————————————— AGAACA

GCCCAGAAG 98 0,04 0,42 Delecion 21 1

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCG---CGAGAACA

GCCCAGRAG a7 0,04 0,42 Delecién 3 3

CGCGCGGACCACGGECTCCTCCG———————————

—c 94 0,04 0,41 Deleciéon 78 -72

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGAAG--—-GAACA

GCCCAGRAAG 91 0,04 0,39 Delecién 3 0

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGRARAG-—-—————

--—-AGAAG a0 0,04 0,39 Delecién 12 -9

CGCGC-———————————

——CCAGAAG 80 0,04 0,35 Delecién 30 -7

GCGCGGACCACGECTCCTCCGAAGCCCAGAACA

GCCCAGAAG 74 0,03 0,32 Insercién 1 1

C ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

———————————————————————— AGAAG 73 0,03 0,32 Delecién 56 -9

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGRAAG————————

—————— A 67 0,03 0,29 Deleciéon 47 -44

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGARA-CGAGAACA

GCCCAGACE 66 0,03 0,29 Deleciéon 1 3

CGCGCGGRACCACGGECTC————————————————

-——-AGAAG 63 0,03 0,27 Delecién 20 -9

CGCGCGRACC————mmmmmm e

————CAGAAG 63 0,03 0,27 Delecién 26 -8

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCEG-——————————

—T 62 0,03 0,27 Deleciéon 179 -173

C ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

7777777777777777777 AGAAG 60 0,03 0,26 Delecion 51 -9

CGCGCGGACCACGECTCCTCC-—————————— 2

GCCCAGAAG 59 0,03 0,26 Deleciéon 11 -4

CGCGCGRACCAC—————————————————————

————AGAAG 56 0,03 0,24 Delecién 25 -9

CGCGCGRAC—=====m e e GAGRACA

GCCCAGALG 55 0,02 0,24 Delecién 17 2

CGCGUGCACCACGGCTCCTCT-— ——CGAGAACA

GCCCAGRAG 54 0,02 0,23 Delecién 4 3

CGCGLGCACCACBGCTCCTCCGAAG ——~— —— ——

GCCCAGRAG 54 0,02 0,23 Delecién 8 -5
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(continuacién)

Guia SGN001166 (SEQ ID NO: 556) N.°de % de % de Tipo Ubicacién | Tamaiio
lecturas | lecturas | indeles de indeles

G ————_———

——————— ACAACACCCCAGADLG 53 0,02 0,23 Delecién 39 1

CGCGUGGACCA= == === — e

77777 GRAG 52 0,02 0,23 Delecién 27 -10

CGCGCGGACCACGEGOTCC === —————~=————

 ACGRAG 52 0,02 0,23 Delecién 19 -9

CGCGCGGACCACGGECTCCTCCG————GAGRACA

GOCCAGRAG 50 0,02 0,22 Delecién 4 2

CGCGCGGACCACGGCTCC— === ————— = ————

CCCCAGAAG 48 0,02 0,21 Delecién 16 -6

CGCGUGGEACCACGGCTCCTCCGA— - ————————

77777 GARG 48 0,02 0,21 Delecién 15 -10

CECBOGEA———————————— e ACA

GOCCAGRAG 47 0,02 0,2 Delecién 22 -2

CGCGUGGACCACGGCTCCTCCGAAG— ——— - ACA

GOCCAGAAG 46 0,02 0,2 Delecién 5 -2

CGCGUGGACCACGGCTCCT--—-—— GCGAGARCA

GOCCAGRAG 45 0,02 0,19 Delecién 5 4

CoCGUGGACC———m————m CGAGARACA

GOCCAGRAG 45 0,02 0,19 Delecién 15 3

CGCG———m—mm—m o AGAACA

GOCCAGRAG 44 0,02 0,19 Delecién 23 1

CGCGCGEACCA- ————————m————— GARCA

GCCCAGAAG 44 0,02 0,19 Delecién 17 0

CG——m o 2

GCCCAGRAG 44 0,02 0,19 Delecién 30 -4

CGCBCGGACCACGGCTCCTCCGA—— ——— GAACA

GCCCAGACE 44 0,02 0,19 Delecién 5 0

CGCGCGGACCACGGCTCCTCGRGA————— GAACA

GOCCAGRAG 42 0,02 0,18 Delecién 5 0

CGCGCEGACCACERCTCCTCCTC—CGAGAACA

GOCCAGRAG 42 0,02 0,18 Delecién 2 3

CECELGGE————m e — GGAAGAACA

GOCCAGRAG 41 0,02 0,18 Delecién 17 4

CGCGUGGACCACGECTCCTCCGARG————————

77777 GAAG 39 0,02 0,17 Delecién 13 -10

CoCGUGGACC—— = ————m e —— GAGAACA

GCCCAGRAG 39 0,02 0,17 Delecién 16 2

CGCGUGGACCACGECTCCTCCGARG————————

77777 GAh————0 39 0,02 0,17 Delecién 17 -16

GCGGACCACGGCTCCTCCGAAG&agCGAGAACA

GOCCAGAAR 38 0,02 0,16 Insercién 3 3

GGACCACGGCTCCTCCGAAGGAGGagGAGAACA

GOCCAGRAG 38 0,02 0,16 Insercién 5 2

CGCGCGGACCAC——————————— -

777777 ARG 38 0,02 0,16 Delecién 27 -11

CGCGCGGACCACGGCTCCTCCGAAGC —————— A

GOCCAGRAS 38 0,02 0,16 Delecién 6 -4

T ——_——_—. JEE—

777777777777777 T 37 0,02 0,16 Delecién 47 -15

CGCGCGGACCACGGCTETTCTGA-—--—— GARACA

GOCCAGRAG 37 0,02 0,16 Delecién 5 0

CEACAACAGCCOCAGAAD 36 0,02 0,16 Delecién 31 3

CGCGCGGACCACGEL————————————————

777777 GALG 36 0,02 0,16 Delecién 23 -10

CGCGLGEGEA—————————

7777777 35 0,02 0,15 Delecién 32 -12

CGCGCGGACCACGE————————— === ——— AACA

GOCCAGRAG 34 0,02 0,15 Delecién 15 -1

CGCGCGGACCACGGCTC——=——= === =—— AACA

GOCCAGRAR 34 0,02 0,15 Delecién 12 -1

CGCGCGGACCACGGCCCCTCC—---CGAGAACA

GOCCAGRAG 33 0,01 0,14 Delecién 4 3

7777777777777777777777777 n 33 0,01 0,14 Delecién 57 -21

CGCGCEGACCACGGCTCCTCCGA-GCGAGAACA

GOCCAGRAR 32 0,01 0,14 Delecién 1 4

CGCGCGGACCACGTT———===———— CGAGAACA

GOCCAGRAR 32 0,01 0,14 Delecién 10 3

CGCGA-———====——————————————— AGAACAE

GCCCAGRAG 31 0,01 0,13 Delecién 22 1
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(continuacién)

Guia SGN001166 (SEQ ID NO: 556) N.°de % de % de Tipo Ubicacién | Tamaiio
lecturas | lecturas | indeles de indeles

CGCLGCGGACCACGE—————==—==—===—==—————

777777 ARG 31 0,01 0,13 Deleciéon 25 -11

CelG—————————————————————— AACA

GOCC— G 30 0,01 0,13 Deleciéon 36 -20

CGCGCEGACCACGGCTCCTCCGAAG--——AACA

GOCCAGCAR 30 0,01 0,13 Delecién 4 -1

CGCGCGGACCACGGCTCCT-——=—=——— GAACA

GOCCAGRAR 30 0,01 0,13 Delecién 9 0

CGCGGACCACGGCTCCTCCGAAGCGCGAGAACA

GOCCAGRAR 30 0,01 0,13 Insercién 2 1

cG-———"—""———— ===

ACAACAGCOCAGALS 29 0,01 0,13 Delecién 25 1

CGCGCGGACCACGGCCCCTCCGAAG————

ARCAGCCCAGAAG 29 0,01 0,13 Delecién 4 -1

CGCGCGGACCAC———————=—————————— ==

ACCCCAGAMG 29 0,01 0,13 Delecién 20 -4

CGCGCGEACCACGE———————= === —=——=—

ACAGCCOACAMAG 29 0,01 0,13 Delecién 16 -2

CGCGCGGACCACGGCTCCTC—————===————

77777 AGAAG 28 0,01 0,12 Deleciéon 17 -9

La robustez de varias nucleasas se comprobé evaluando su capacidad de edicién en muchos sitios diana diferentes a
través de varios genes. Se probaron mas de 40 objetivos en el panel guia ampliado. Todas las proteinas analizadas
mostraron una edicidn robusta en los diversos sitios. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7: Robustez de algunas nucleasas guiadas por ARN

NGA Gen | Nimerode SGN | Tasa global de edicién (%)
APG01868 SGN001684 42,62
SGN001685 1,43
SGN001686 8,19
SGN001687 8,83
TRA
SGN001688 0,21
SGN001689 0
SGN001690 0
SGN001691 20,86
SGN001697 0,93
SGN001698 0
SGN001699 18,84
SGN001700 21,8
EMX1
SGN001701 39,94
SGN001702 2,186
SGN001703 0,79
SGN001704 3,49
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NGA Gen | Nimerode SGN | Tasa global de edicién (%)
SGN001705 14,49
SGN001706 1,04
SGN001707 2,51

EMX1 SGN001708 1,75
SGN001709 3,62
SGN001710 0
SGN001711 13,39
SGN001713 22,29
SGN001714 0,67
SGN001715 0,23
SGN001716 7,1
SGN001717 0,68

HAO 1 SGN001718 0,21
SGN001719 0
SGN001721 0,17
SGN001722 1,36
SGN001723 24,16
SGN001724 0,2
SGN001725 4,92
SGN001726 0
SGN001727 1,32
SGN001728 0,28
SGN001729 1,94

LDHA SGN001730 52
SGN001731 11,28
SGN001732 6,04
SGN001733 1,12
SGN001734 2,11
SGN001735 7
SGN001371 30,52
SGN001372 26,01
SGN001373 26,67

TRA SGN001374 22,94
SGN001375 21,17
SGN001376 0
SGN001377 0

60




ES 3029 182 T3

(continuacién)

NGA Gen | Nimerode SGN | Tasa global de edicién (%)
SGN001378 30,04
SGN001379 39,13

TRA SGN001380 4,93
SGN001381 17,14
SGN001382 5,6
SGN001383 36,23
SGN001384 44,28
SGN001385 6,33
SGN001386 5,55
SGN001387 48,71

APG05586 SGN001388 31,78

B2M
SGN001389 41
SGN001390 48,15
SGN001391 46,19
SGN001392 37,22
SGN001393 31,62
SGN001394 29,72
SGN001396 32,88
SGN001397 41,45
SGN001399 43,28
SGN001400 2,52

LDHA SGN001401 37,52
SGN001402 0,37
SGN001403 53,13
SGN001404 44,08
SGN001405 1,46
SGN001406 21,98
SGN001407 9,13
SGN001408 25,08
SGN001409 43,81
SGN001410 37,6

HAO 1
SGN001411 40,75
SGN001412 18,2
SGN001413 28,44
SGN001414 29,39
SGN001415 0,39
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(continuacién)

NGA Gen | Nimerode SGN | Tasa global de edicién (%)
HAO 1 SGN001416 43,59
SGN001592 23,77
SGN001593 22,7
SGN001594 23,6
SGN001595 33,23
SGN001596 20,88
BOM SGN001597 1,26
SGN001598 26,7
SGN001599 9,41
SGN001600 28,88
SGN001601 7,39
SGN001602 27,8
SGN001603 6,93
SGN001616 0
SGN001617 2,55
SGN001618 0,6
SGN001619 6,29
SGN001620 7,92
SGN001621 13,03

HAO 1
SGN001622 5,32
SGN001623 18,58
SGN001624 20,03
SGN001625 1,65
SGN001626 0,18
SGN001627 0,73
SGN001640 3,75
SGN001641 1,13
SGN001642 14,2
SGN001643 12,16
SGN001644 4,9
LDHA SGN001645 4,78
SGN001646 0,74
SGN001647 2,89
SGN001648 0
SGN001649 0,15
SGN001650 4,4
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(continuacién)

NGA Gen | Nimerode SGN | Tasa global de edicién (%)
LDHA SGN001651 7,26
SGN001664 0,44
SGN001665 3,4
SGN001666 17,24
SGN001667 2,33
SGN001668 0,3
SGN001669 13,68

TRA
SGN001670 0,54
SGN001671 5,09
SGN001672 0,22
SGN001673 12,22
SGN001674 17,33
SGN001675 11,69
SGN001383 22,25
SGN001384 9,5
SGN001385 2,37
SGN001386 0,4
SGN001387 38,03
SGN001388 17,66

B2M
SGN001389 42,03
SGN001390 42,88
SGN001391 16,31
SGN001392 16,5
SGN001393 6,27
APG09298 SGN001394 17,15
SGN001406 3,46
SGN001407 1,87
SGN001408 10,71
SGN001409 18,79
SGN001410 15,09
HAO 1 SGN001411 14,81
SGN001412 0,63
SGN001413 5,92
SGN001414 5,24
SGN001415 0,03
SGN001416 15,41
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(continuacién)

NGA Gen | Nimerode SGN | Tasa global de edicién (%)
SGN001395 3,15
SGN001396 28,53
SGN001397 11,69
SGN001399 23,92
SGN001400 0,89

LDHA
SGN001401 33,97
SGN001402 0
SGN001403 25,62
SGN001404 16,96
SGN001405 0,11
SGN001162 44,26
SGN001163 42,086
SGN001164 8,1
SGN001371 21,05
SGN001372 3,95
SGN001373 7,8
SGN001374 9,04
TRA SGN001375 2,94
SGN001376 0
SGN001377 0
SGN001378 22,14
SGN001379 27,43
SGN001380 0,16
SGN001381 14,18
SGN001382 2,78

Ejemplo 5: Ingenieria de proteinas de APG05586

Los restos conservados y variables de APG05586 se identificaron mediante la comparacion de APG05586 con
homélogos estrechamente relacionados, incluyendo APG08770 (SEQ ID NO:70), APG09882 (establecido como SEQ
ID NO: 568 y descrito en la solicitud internacional n.° PCT/US2020/045759, que se incorpora por referencia en su
totalidad) y APGO01658 (establecido como SEQ ID NO: 569 y descrito en la solicitud internacional n.°
PCT/US2020/045759). Se generaron varias variantes que contenian mutaciones en los lugares no conservados para
identificar los restos criticos en la proteina APG05586. En total, se alteraron 132 restos en diez NGA variantes de
ingenieria APG05586 (SEQ ID NO: 570-579). A continuacidn, se ensay6 la actividad de estas diez variantes de
APG05586 y de la APG05586 de tipo salvaje en células de mamifero. Utilizando el esqueleto de ARN guia para
APG05586 (SEQ ID NO: 66), se comprobo la actividad de los NGA en seis localizaciones gendmicas diana (Tabla 8)
siguiendo los métodos descritos en el Ejemplo 4. Las secuencias codificantes optimizadas para mamiferos para cada
variante se proporcionan como SEQ ID NO: 580-589. En la Tabla 8 también se proporcionan secuencias de nucleétidos
de cebadores 5'y 3' Utiles para la deteccién de la actividad de edicién génica. Las tasas de edicién se muestran en la
tabla 9.
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Tabla 8: Secuencias diana

IDGdg la Gen Secuencia dia.na ('glégglg Cebado_r en 5_' para Cebado_r en 3_' para
uia (SEQID NO:) NO:) amplificacién amplificacién
SGN001159 | EMX1 590 591 592 593
SGN001162 TRA 594 595 596 597
SGN001163 TRA 598 599 596 597
SGN001164 TRA 600 601 596 597
SGN001165 | VEGFA 602 603 604 605
SGN001166 | VEGFA 606 607 604 605
Tabla 9: indices de edicién para APG05586 y sus variantes
ID de SEQID
NGA NO de | SGN001159 | SGN001162 | SGN001163 | SGN001164 | SGN001165 | SGN001166
NGA

APG09298 570 33,40 % 44,26 % 42,06 % 8,10 % 33,94 % 46,19 %
APG06251 571 0 % 43,59 % 48,82 % 5,90 % 25,07 % 35,08 %
APG03066 572 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 0 %
APG01560 573 15,12 % 16,38 % 17,59 % 2,52 % 44,99 % 20,68 %
APG02777 574 0 % 0,08 % 0 % 0 % 0 % 0 %
APG05761 575 24,25 % 21,95 % 21,86 % 10,45 % 23,72 % 20,17 %
APG02479 576 561 % 9,25 % 11,00 % 1,45 % 4,53 % 6,34 %
APG08385 577 31,16 % 39,95 % 3542 % 2,37 % 31,41 % 26,65 %
APG09217 578 29,43 % 41,12 % 44,71 % 4,79 % 38,16 % 31,76 %
APG06657 579 36,81 % 44,20 % 41,54 % 4,44 % 16,29 % 21,86 %
APG05586 63 40,13 % 46,12 % 43,77 % 8,00 % 96,76 % 77,38 %

La actividad relativa de las variantes sugiere qué lugares de la proteina toleran las mutaciones. La Tabla 10 que se
muestra a continuacién es un resumen de la actividad de la variante NGA con el nUmero de mutaciones introducidas
en comparacién con APG005586. "-" es sin actividad; "+" es 1-15 % de edicién en al menos 4 de 6 dianas; "++" es 10-
25 % de edicién en al menos 4 de 6 dianas; "+++" es 20-50 % de edicién en al menos 4 de 6 dianas.

Tabla 10: Resumen de los cambios en la ingenieria de proteinas e indices de edicién

Proteina | Resultado de la actividad | Nidmero de mutaciones
APG09298 +++ 10
APG06251 +++ 12
APG03066 - 87
APG01560 ++ 10
APG02777 - 37
APG05761 ++ 10
APG02479 + 12
APG08385 +++ 12
APG09217 +++ 14
APG06657 +++ 14
APG05586 +++ 0
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Las variantes APG03066 y APG02777 contenian demasiadas mutaciones para identificar restos especificos
importantes para la funcién, sin embargo, la baja actividad de estas variantes indica que en esta proteina no se toleran
cambios extensos en la hélice puente y en el dominio de reconocimiento. Todas las demés variantes contenian 14 o
menos mutaciones, lo que permitié identificar restos especificos importantes para la actividad. Basédndose en estos
resultados, se identificaron varios restos importantes para la funciéon de la proteina. Las mutaciones 1305L, V328A,
L3661, T368S y VA405A provocaron una disminucién de la actividad en las variantes ensayadas. Se prevé que todas
estas mutaciones se encuentren en el dominio de reconocimiento de la proteina. La disminucién de la actividad de
APGO01560 es el resultado de multiples cambios que no estan localizados en una regién especifica dentro de la
proteina.

Ejemplo 6: Identificacién de dianas de enfermedades

Se obtuvo una base de datos de variantes clinicas a partir de la base de datos del NCBI ClinVar, que esta disponible
a través de Internet en el sitio de Internet del NCBI ClinVar. A partir de esta lista se identificaron polimorfismos de
nucleétido Unico (SNP) patégenos. Usando la informacién de locus gendmicos, se identificaron dianas de CRISPR en
la regién que solapa y rodea a cada SNP. En la Tabla 11 se enumera una selecciéon de SNP que se pueden corregir
usando edicién de bases en combinacién con las NGA de la invencién para dirigirse a la mutacién causal ("Mut. Casl").
En la Tabla 11, sélo se enumera un alias de cada enfermedad. El "n.° de RS" corresponde al nimero de registro del
RS a través de la base de datos de SNP en el sitio de Internet del NCBI. EI ID de alelo corresponde a un nimero de
registro del alelo causal y el numero de registro del cromosoma también proporciona informacién de referencia de
registro que se encuentra en el sitio de Internet del NCBI. La Tabla 11 también proporciona informacion de la secuencia
diana genémica adecuada para la NGA enumerado para cada enfermedad. La informacién de la secuencia diana
también proporciona la secuencia protoespaciadora para la produccién del ARNgu necesario para la NGA
correspondiente de la invencién.
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Ejemplo 7: Direccionamiento a mutaciones responsables del sindrome de Hurler

A continuacién se describe un posible tratamiento para el sindrome de Hurler, también denominado MPS-1, utilizando
un sistema de edicién de bases dirigido por ARN que corrige una mutacidén responsable del sindrome de Hurler en
una gran proporcién de pacientes con la enfermedad. Este enfoque utiliza una proteina de fusién de edicién de bases
guiada por ARN y que puede empaquetarse en un Unico vector de AAV para la administracién a una amplia gama de
tipos de tejido. Dependiendo de los elementos regulatorios exactos y del dominio editor de base utilizado, también
puede ser posible disefiar técnicamente un Unico vector que codifique tanto la proteina de fusién de edicién de bases
como un ARN de guia Unico para dirigirse al locus de la enfermedad.

Ejemplo 7,1, Identificando de NGA con un PAM ideal

La enfermedad genética MPS-1 es una enfermedad de almacenamiento lisosémico caracterizada a nivel molecular
por la acumulaciéon de dermatan sulfato y heparan sulfato en los lisosomas. La enfermedad es generalmente un
trastorno genético hereditario provocado por mutaciones en el gen IDUA (secuencia de referencia del NCBI
NG_008103. 1), que codifica la a-L-iduronidasa. La enfermedad es el resultado de una deficiencia de a-L-iduronidasa.
Las mutaciones de IDUA mas comunes encontradas en estudios de individuos originarios del norte de Europa son
WA402X y Q70X, mutaciones terminadoras que dan como resultado en la terminacion prematura de la traduccidn
(Bunge et al. (1994), Hum. Mol. Genet, 3(6): 861-866, incorporada en el presente documento por referencia). La
inversién de un Unico nucleétido restableceria la secuencia codificante de tipo silvestre y daria como resultado la
expresion de proteinas controlada por los mecanismos reguladores endégenos del locus genético.

La mutacién W402X del gen humano Idua representa una alta proporcién de casos de MPS-1H. Los editores de bases
pueden dirigirse a una ventana de secuencia estrecha con respecto al sitio de unién del componente de
protoespaciador del ARN de guia y, por tanto, la presencia de una secuencia PAM a una distancia especifica del locus
diana es esencial para el éxito de la estrategia. Dadas las limitaciones de que la mutacién diana debe estar en la
cadena no diana (CND) expuesta durante la interaccién de la proteina de edicién de bases y que la huella del dominio
de NGA bloqueara el acceso a la regién cercana al PAM, se cree que un locus accesible esta a 10-30 pb del PAM.
Para evitar la ediciéon y mutagénesis de otras bases de adenosina cercanas en esta ventana, se criban diferentes
enlazadores. La ventana ideal est4 a 12-16 pb del PAM.

Una secuencia PAM compatible con APG02874, APG09208 y APG05586 es facilmente evidente en el locus genético.
Estas nucleasas tienen una secuencia PAM de 5-nnnnCC-3' (SEQ ID NO: 35), 5-nnnnC-3' (SEQ ID NO: 62) y 5'-
nnRYA-3' (SEQ ID NO: 69), respectivamente, y son de tamafio compacto, lo que posiblemente permite su
administracion a través de un Unico vector AAV. Este enfoque de administracion otorga multiples ventajas en relacién
con otros, tales como el acceso a una amplia gama de tejidos (higado, mlsculo, SNC) y un perfil de seguridad y
técnicas de fabricacion bien establecidos.

Cas9 de S. pyogenes (SpyCas9) precisa una secuencia de PAM de NGG (SEQ ID NO: 256), que esta presente cerca
del locus W402X, pero el tamafio de SpyCas9 impide el empaquetamiento en un Unico vector de AAV y, por tanto, se
pierden las ventajas antes mencionadas de este enfoque. Si bien se puede emplear una estrategia de administracioén
doble (por ejemplo, Ryu et al, (2018), Nat. Biotechnol., 36(6): 536-539, incorporado en el presente documento por
referencia), se afiadiria una complejidad y un costo de fabricacidén significativos. Ademas, la administracién de un
vector virico doble disminuye significativamente la eficacia de la correccién génica, ya que una edicién satisfactoria en
una célula determinada precisa la infeccién con ambos vectores y el ensamblaje de la proteina de fusién en la célula.

Un ortdlogo de Cas9 de S. aureus (SauCas9) usado habitualmente es de tamafio considerablemente mas pequefio
en relacién con SpyCas9 pero tiene un requisito PAM mas complejo - NGRRT (SEQ ID NO: 257). Esta secuencia no
esta dentro de un intervalo que se espera que sea Util para la edicién de bases del locus causante.

Ejemplo 7.2: Construcciones de fusién de NGA y secuencias de ARNgu

Se produce una secuencia de ADN que codifica una proteina de fusién con los siguientes dominios utilizando técnicas
convencionales de biologia molecular: 1) un dominio de NGA con mutaciones que inactivan la actividad de escisién
de ADN ("sin actividad" o "nickasa"); 2) una adenosina desaminasa Util para la edicibn de bases. Todas las
construcciones descritas en la siguiente tabla comprenden una proteina de fusién con el dominio activo de edicién de
bases, en este ejemplo, ADAT (SEQ ID NO: 211), fusionada operativamente al extremo N-terminal de la NGA sin
actividad APG02874 (SEQ ID NO: 214), APG09208 (SEQ ID NO: 216) y APG005586 (SEQ ID NO: 567). También
pueden utilizarse otras adenosina desaminasas Utiles para la edicién de bases de ADN (véase, por ejemplo, la solicitud
PCT PCT/US2019/068079). Se sabe en la técnica que también se podria fabricar una proteina de fusidén con la enzima
de edicién de bases en el extremo carboxiterminal de la NGA. Ademas, la NGA y el editor de bases de la proteina de
fusién normalmente estdn separados por una secuencia de aminoacidos enlazadora. Se sabe en la técnica que las
longitudes de los enlazadores convencionales oscilan de 15-30 aminoacidos. Ademas, se sabe en la técnica que
determinadas proteinas de fusién entre una NGA y una enzima de edicién de bases también pueden comprender al
menos un dominio inhibidor de uracilo glucosilasa (IUG) (SEQ ID NO: 212), que puede aumentar la eficacia de edicidn
de bases (Patente de EE. UU. N.° 10.167.457, incorporada en el presente documento por referencia). Por lo tanto,
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una proteina de fusién puede comprender NGA APG02874, APG09208 o una variante de la misma, una adenosina
desaminasa y, opcionalmente, al menos un IUG.

Tabla 12: Construccién para la edicién de bases dirigida a ARN

SEQID g Sin actividad (D) o Editor
NO. Construccion NGA nickasa (N) basico
213 Nuc-ADAT-Enlazador-d APG02874 - APG02874 D ADAT

Enlazador-SV40

Nuc-ADAT-Enlazador-d APG09208 -
215 Enlazador-SV40 APG09208 D ADAT

Nuc-ADAT-Enlazador-d APG05586 -
565 Enlazador-SV40 APG05586 D ADAT

Los sitios de edicién accesibles de una NGA estan determinados por la secuencia PAM. Al combinar una NGA con un
dominio de edicién de bases, el resto diana para la edicién debe residir en la cadena no diana (CND), ya que la CND
es monocatenaria mientras que la NGA esta asociada al locus. La evaluacién de una serie de nucleasas y los ARN de
guia correspondientes facilita seleccionar la herramienta de edicién génica mas adecuada para este locus en
particular. Varias posibles secuencias PAM a las que pueden dirigirse las construcciones descritas anteriormente en
el gen Idua humano se encuentran en la proximidad del nucleétido mutante responsable de la mutacién W402X. Una
secuencia que codifica un transcrito de ARN guia que contiene 1) un "espaciador" que es complementario a la cadena
de ADN no codificante en el locus de la enfermedad; y 2) también se produce la secuencia de ARN necesaria para la
asociacidén del ARN guia con la NGA. Dicho ARNgu puede estar codificado por, por ejemplo, SEQ ID NO: 217 para el
sistema APG02874 NGA, SEQ ID NO: 218 para el sistema APG09208 NGA o SEQ ID NO: 566 para el sistema
APG005586 NGA. Estas moléculas de ARNgu o ARNgu similar, que pueden ser disefiadas un experto en la materia,
se pueden evaluar para determinar su eficacia para dirigir los editores de bases anteriores al locus de interés.

Ejemplo 7. 3: Ensayo de actividad en células de pacientes con enfermedad de Hurler

Para verificar la estrategia de genotipo y evaluar las construcciones descritas anteriormente, se utilizan fibroblastos
de pacientes con enfermedad de Hurler. Se disefia un vector que contiene promotores apropiados secuencia arriba
de la secuencia codificante de la proteina de fusién y la secuencia codificante del ARNgu para la expresién de éstas
en células humanas, de manera similar a los vectores descritos en el Ejemplo 4. Se reconoce que también se pueden
usar promotores y otros elementos de ADN (por ejemplo, potenciadores o terminadores) que son conocidos por sus
altos niveles de expresién en células humanas o que pueden expresarse especificamente bien en fibroblastos. El
vector se transfecta en los fibroblastos usando técnicas convencionales, por ejemplo, una transfeccién similar a lo que
se describe en el Ejemplo 4. Como alternativa, se puede utilizar electroporacién. Las células se cultivan durante 1-3
dias. EI ADN genémico (ADNg) se aisla mediante técnicas convencionales. La eficacia de edicién se determina
realizando un ensayo de genotipado por gPCR y/o secuenciacién de préxima generacién sobre el ADNg purificado,
como se describe adicionalmente a continuacién.

El analisis por gPCR Tagman™ utiliza sondas especificas para el alelo mutante y de tipo silvestre. Estas sondas portan
fluoréforos que se resuelven mediante sus propiedades de excitacién y/o emisién espectral utilizando un instrumento
de qPCR. Se puede obtener en el mercado un kit de genotipado que contiene cebadores y sondas de PCR (es decir,
ensayo de genotipado de SNP Thermo Fisher Tagman™ ID C 27862753_10 para SNP ID rs121965019) o disefiarlo.
En la Tabla 13 se muestra un ejemplo de un conjunto de cebador y sonda disefiado.

Tabla 13: Cebadores y sondas de RT-PCR

Descripcién Secuencia SEQ ID NO.
Cebador de amplificacién directo | 5-GACTCCTTCACCAAG-3' 219
Cebador de amplificacién inverso | 5-GTAGATCAGCACCG-3' 220
Sonda de tipo silvestre 5-CTCTGGGCCGAAGT-3' 221
Sonda de W402X 5-CTCTAGGCCGAAGT-3' 222

Después del experimento de edicién, el ADNg se somete a anélisis de gPCR utilizando métodos convencionales y los
cebadores y sondas descritos anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 14. Este sistema in vitro se puede
utilizar para evaluar construcciones de manera conveniente y elegir una con alta eficacia de ediciéon para estudios
posteriores. Los sistemas se evaluaran en comparacién con células con y sin la mutacién W402X, y preferentemente
con algunas que sean heterocigéticas para esta mutacién. Los valores de Ct se compararan con un gen de referencia
o con la amplificacién total del locus utilizando un colorante tal como Sybr green.

Tabla 14: Resultados esperados de qPCR
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Genotipo Transfectado con editor de bases Resultado de esperados de PCR
Idua™Ts No TS homocigético
[duaTSwao2x No Heterocigdtico: 50 % TS, 50 % de W402X
[dug*V402Xx/wao2x No W402X homocigotico
[dugVV402x/wWa02x Si Variable

Los tejidos también se pueden analizar mediante secuenciacién de préxima generacién. Se pueden usar sitios de
unién de cebadores, tales como los que se muestran a continuacién (Tabla 15), u otros sitios de unién de cebadores
adecuados que pueden ser identificados por un experto en la técnica. Después de la amplificacién por PCR, los
productos conteniendo secuencias protuberantes de Illumina Nextera XT se someten a la preparacién de bibliotecas
siguiendo el protocolo de bibliotecas de secuenciacién metagendémica de lllumina de 16S. La secuenciacién profunda
se realiza en una plataforma lllumina Mi-Seq. Tipicamente, se generan 200.000 lecturas de extremos emparejados de
250 pb (2 x 100.000 lecturas) por amplicéon. Las lecturas se analizan utilizando CRISPResso (Pinello et al., 2016) para
calcular las tasas de edicién. Los alineamientos de salida se seleccionan manualmente para confirmar los sitios de
insercién y delecién, asi como para identificar sitios de microhomologia en los sitios de recombinacién.

Tabla 15: Sitios de unidn de los cebadores de NGS

Direccién Secuencia SEQ ID NO.
Directo 5'-ACTTCCTCCAGCC-3' 223
Inversa 5'-GAACCCCGGCTTA-3' 224

Se realiza una transferencia de Western del lisado celular de células transfectadas y de células de control usando un
anticuerpo anti-IDUA para verificar la expresién de la proteina de longitud completa y un ensayo de actividad
enzimatica en el lisado celular usando el sustrato 4-metilumbeliferil a-L-idurénido verifica que la enzima sea
cataliticamente activa (Hopwood et al., Clin.Chim. ACta (1979), 92(2): 257-265, que se incorporan como referencia en
el presente documento). Estos experimentos se realizan en comparacién con la linea celular con |dug*V402xw402x
original (sin transfeccion), la linea celular con lduaW402W402X trangfectada con la construccion de edicién de bases y
una secuencia guia aleatoria, y una linea celular que expresa IDUA de tipo silvestre.

Ejemplo 7. 4: Validacién del tratamiento de enfermedades en un modelo murino

Para verificar la eficacia de este enfoque terapéutico, se utiliza un modelo de ratén con una mutacién terminadora en
el amino4cido analogo. La cepa de ratdén porta una mutacién W392X en su gen Idua (ID de Gene: 15932) que
corresponde a la mutaciéon homoéloga en pacientes con sindrome de Hurler (Bunge et al., (1994), Hum. Mol. Genet.
3(6): 861-866, que se incorporan como referencia en el presente documento). Este locus comprende una secuencia
de nucleétidos distinta con respecto a la de seres humanos, que carece de la secuencia PAM necesaria para la
correccién con los editores de bases descritos en los ejemplos anteriores y, por tanto, necesita el disefio de una
proteina de fusion distinta para realizar la correccién de nucleétidos. La mejora de la enfermedad en este animal puede
validar el enfoque terapéutico de corregir la mutacién en tejidos accesibles mediante un vector de administraciéon de
genes.

Los ratones homocigoéticos para esta mutacién presentan una serie de caracteristicas fenotipicas similares a las de
los pacientes con sindrome de Hurler. Una proteina de fusién de edicién de bases-NGA como se describe
anteriormente (Tabla 12) junto con una secuencia guia de ARN se incorporan en un vector de expresiéon que permite
la expresion de proteinas y la transcripcién de ARN en ratones. A continuacién en la Tabla 16 se muestra un disefio
de estudio. El estudio incluye grupos que se tratan con una dosis alta del vector de expresién comprendiendo la
proteina de fusién de edicién de bases y la secuencia guia de ARN, una dosis baja del mismo vector de expresién, un
control que es el ratén modelo tratado con un vector de expresién que no comprende la proteina de fusidén de edicién
de bases ni el ARN de guia, y un segundo control que es un ratén de tipo silvestre tratado con el mismo vector vacio.

Tabla 16: Experimento de edicién genémica en un modelo murino

Grupo | Cepaderatén | N Tratamiento
1 Idua-W392X' | =25 | Baja dosis de vector
2 Idua-W392X | 25 | Alta dosis de vector
3 ldua-W392X | 25 Vehiculo
4 129/Sv (TS) 5 Vehiculo
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Los criterios de valoracién a evaluar incluyen el peso corporal, la excrecién de GAG en orina, la actividad enzimética
de IDUA sérica, la actividad de IDUA en tejidos de interés, la patologia tisular, el genotipado de tejidos de interés para
verificar la correccién del SNP y una evaluacién del comportamiento y neurolégica. Dado que algunos criterios de
valoracién son terminales, se pueden afiadir grupos adicionales para la evaluacién de, por ejemplo, la patologia tisular
y actividades tisulares de IDUA antes del final del estudio. Se pueden encontrar ejemplos adicionales de criterios de
valoracién en articulos publicados que establecen modelos animales para el sindrome de Hurler (Shull et al. (1994),
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91(26): 12937-12941; Wang et al. (2010), Mol. Genet. Metab., 99(1): 62-71; Hartung et
al. (2004), Mol. Ther., 9(6): 866-875; Liu et al. (2005), Mol. Ther., 11(1): 35-47; Clarke et al. (1997), Hum. Mol. Genet.
6(4). 503-511; todos ellos incorporados por referencia en el presente documento).

Un posible vector de administracién utiliza el virus adenoasociado (AAV). Se produce un vector que incluya una
secuencia codificante de proteina de fusién editor de bases-dNGA (por ejemplo, Nuc-ADAT-Enlazador-dAPG19748-
Enlazador-SV40, como se describe anteriormente) precedida por un potenciador de CMV (SEQ ID NO: 259) y un
promotor (SEQ ID NO: 258), u otra combinacién adecuada de potenciador y promotor), opcionalmente una secuencia
de Kozak, y fusionada operativamente en el extremo 3' a una secuencia terminadora y una secuencia de
poliadenilacién tal como la secuencia minima descrita en Levitt, N.; Briggs, D.; Gil, A.; Proudfoot, N. J. Definition of an
Efficient Synthetic Poly(A) Site. Genes Dev. 1989, 3 (7), 1019-1025. El vector puede comprender ademés un casete
de expresion que codifica un ARN de guia Unico unido operativamente en su extremo $' a un promotor de U6 humano
(SEQ ID NO: 260) u otro promotor adecuado para la produccién de pequefios ARN no codificantes, y que ademas
comprenda secuencias de repeticiébn terminal (ITR) necesarias y bien conocidas en la técnica para el
empaquetamiento en la capside del AAV. La produccién y el empaquetamiento virico se realizan mediante métodos
convencionales, tales como los descritos en la patente de EE. UU. n.® 9.587.250, incorporados en el presente
documento por referencia.

Otros posibles vectores viricos incluyen vectores de adenovirus y lentivirus, que se utilizan comlUnmente y que
contendrian elementos similares, con diferentes capacidades y requisitos de empaquetamiento. También se pueden
utilizar métodos de administracidén no viricos, tales como ARNm y ARNgu encapsulados por nanoparticulas lipidicas
(Cullis, P. R. y Allen, T. M. (2013), Adv. Drug Deliv. Rev. 65(1): 36-48; Finn et al. (2018), Cell Rep. 22(9): 2227-2235,
ambos incorporados por referencia) inyeccién hidrodinamica de ADN plasmidico (Suda T y Liu D,) 2007) Mol. Ther.
15(12): 2063-2069, incorporados en el presente documento por referencia) o complejos ribonucleoproteicos de ARNgu
y asociados con nanoparticulas de oro (Lee, K.; Conboy, M.; Park, H. M.; Jiang, F.; Kim, H. J.; Dewitt, M. A.; Mackley,
V. A, Chang, K.; Rao, A; Skinner, C.; et al. Nanoparticle Delivery of Cas9 Ribonucleoprotein and Donor DNA in Vivo
Induces Homology-Directed DNA Repair. Nat. Biomed. Eng. 2017, 1 (11), 889-90).

Ejemplo 7.5: Correccién de enfermedades en un modelo murino con un locus humanizado

Para evaluar la eficacia de una construccién de editor base idéntica a la que se usaria para la terapia humana, se
necesita un modelo de ratén en el que los nucleétidos cercanos a W392 se alteren para que coincidan con la secuencia
en seres humanos alrededor de W402. Esto se puede lograr mediante una diversidad de técnicas, incluido el uso de
una NGA y un molde de RDH para cortar y reemplazar el locus en embriones de ratén.

Debido al alto grado de conservacién de los aminoacidos, la mayoria de los nucleétidos en el locus de ratén pueden
alterarse a los de la secuencia humana con mutaciones silenciosas, como se muestra en la Tabla 17. Los Unicos
cambios de base que dan como resultado una secuencia codificante alterada en el genoma de ratén técnicamente
disefiado resultante se producen después del codén de parada introducido.

Tabla 17: Mutaciones de nucleétidos para generar un locus de ratén humanizado

Ser humano (W402X) Ratén (W392X) Ratén humanizado
o Nucleotido. AA Nucleotido. AA Nucleotido. AA
Caracteristica (SEQID NO: codificado (SEQID NO: codificado (SEQID NO: codificado
225) 226) 227)
Ser humano (W402X) Ratén (W392X) Ratén humanizado
G E A G G G
G G G
A E A E A E
Protoespaciador
G A G
cC cC cC
Q Q Q
A A A
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(continuacién)

Ser humano (W402X) Ratén (W392X) Ratén humanizado
Caracteristica (gggﬁgt:\?& co dffﬁa do (gggﬁgt:\?& co dffﬁa do (gggﬁgt:\?& co dffﬁa do
225) 226) 227)
Ser humano (W402X) Ratén (W392X) Ratén humanizado
A
C C C
T L T L T L
C C C
T T T
A PARADA A PARADA A PARADA
G G G
G G G
C A C A C A
Protoespaciador C A C
G G G
A E A E A E
A G A
G G G
T Vv T Vv T Vv
G C G
T T T
C S C S C S
G A G
C A C
A Q A K A Q
PAM, no critico
G G G
G G G
C A C A C A
PAM, critico
C T C

Tras el disefio técnico de esta cepa de ratén, se realizaran experimentos similares a los que se describes en el Ejemplo
7.4.

Ejemplo 8: Direccionamiento a mutaciones responsables de la ataxia de Friedreich

La expansién de la secuencia de repeticién trinucleotidica que provoca la ataxia de Friedreich (FRDA) de produce en
un locus genético definido dentro del gen FXN, conocida como la regién de inestabilidad de FRDA. Se pueden usar
nucleasas guiadas por ARN (las NGA) para escindir la regién de inestabilidad en células de pacientes con FRDA. Este
enfoque precisa 1) una NGA y una secuencia de ARN de guia que pueda programarse para dirigirse al alelo en el
genoma humano; y 2) un enfoque de administracién para la NGA y la secuencia de guia. Muchas nucleasas utilizadas
para la edicibn gendmica, tales como la cominmente utilizada nucleasa Cas9 de S. pyogenes (SpCas9), son
demasiado grandes para empaquetarse en vectores de virus adenoasociado (AAV), especialmente cuando se
considera la longitud del gen de la SpCas9 y el ARN de guia ademas de otros elementos genéticos necesarios para
casetes de expresién funcionales. Esto hace que sea poco probable un enfoque viable que utilice SpCas9.
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Las nucleasas compactas guiadas por ARN de la invencién, por ejemplo, APG03850, son excepcionalmente
adecuadas para la escisién de la regién de inestabilidad de FRDA. APG03850 tiene un requisito de PAM que se
encuentra cerca de la regidén de inestabilidad de FRDA. Ademas, APG03850 puede empaquetarse en un vector AAV
junto con un ARN guia. El empaquetamiento de dos ARN de guia posiblemente podria precisar un segundo vector,
pero este enfoque aln se compara favorablemente con lo que se precisaria de una nucleasa méas grande tal como
SpCas9, que puede podria precisar dividir la secuencia proteica entre dos vectores.

La Tabla 18 muestra la ubicacién de secuencias gendémicas diana adecuadas para dirigir a APG03850 a los flancos &'
y 3'de la regién de inestabilidad de FRDA, asi como la secuencia de los ARNgu para las dianas gendémicas. Una vez
en el locus, la NGA eliminaria la regién de inestabilidad de AF. La eliminacién de la regién se puede verificar con la
secuenciacién del locus con lllumina.

Tabla 18: Secuencias genémicas diana para sistemas de NGA

Guia Ubicacidn relativa con respecto la regién de Secuencia diana genémica | ARNgu (SEQ ID
N.° inestabilidad de FRDA (SEQID NO:) NO:)
1 5 228 229
2 5 230 231
3 3 232 233
4 3 234 235

Ejemplo 9: Direccionamiento a mutaciones responsables de anemias drepanociticas

Las secuencias dirigidas dentro de la regién potenciadora de BCL11A (SEQ ID NO: 236) pueden proporcionar un
mecanismo para aumentar la hemoglobina fetal (HbF) para curar o aliviar los sintomas de las enfermedades
drepanociticas. Por ejemplo, los estudios hologenémicos han identificado un conjunto de variaciones genéticas en
BCL11A que estan asociadas con niveles aumentados de HbF. Estas variaciones son una coleccién de SNP que se
encuentran en regiones no codificantes de BCL11A que funcionan como una regién potenciadora especifica de fase
y restringida al linaje. Una investigacion adicional revelé que este potenciador de BCL11A es necesario en las células
eritroides para la expresién de BCL11A (Bauer et a/, (2013) Science 343:253-257, que se incorporan como referencia
en el presente documento). La regidn potenciadora se encontré dentro del intrén 2 del gen BCL11A y se identificaron
tres 4reas de hipersensibilidad a la ADNasal (a menudo indicativo de un estado de la cromatina asociado con el
potencial regulador) en el intrén 2. Estas tres areas se identificaron como "+62", "+58" y "+55" de conformidad con la
distancia en kilobases desde el sitio de iniciacién de la transcripciéon de BCL11A. Estas regiones potenciadoras son
aproximadamente 350 (+55); 550 (+58); y 350 (+62) nucleétidos de longitud (Bauer et a/., 2013).

Ejemplo 9.1: Identificacién de sistemas de NGA preferidos

En este caso se describe un posible tratamiento para las beta-hemoglobinopatias utilizando un sistema de NGA que
altera la unién de BCL11A a su sitio de unién dentro del locus de HBB, que es el gen responsable de la produccion de
beta-globina en hemoglobina adulta. Este enfoque utiliza NHEJ, que es mas eficaz en células de mamifero. Ademas,
este enfoque utiliza una nucleasa de tamafio suficientemente pequefio que puede empaquetarse en un Unico vector
de AAV el administracidn in vivo.

El motivo potenciador GATA1 en la regién potenciadora de BCL11A humana (SEQ ID NO: 236) es una diana ideal
para la alteracién usando nucleasas guiadas por ARN (las NGA) para reducir la expresién de BCL11A con reexpresion
simultdnea de HbF en eritrocitos humanos de adulto (Wu et al. (2019) Nat Med 387:2554). Varias secuencias PAM
compatibles con APG03850 o APG09208 son facilmente evidentes en el locus genético que rodea este sitio GATA1.
Estas nucleasas tienen una secuencia PAM de 5-nnnnG-3' (SEQ ID NO: 42) y 5-nnnnC-3' (SEQ ID NO: 62),
respectivamente, y son de tamafio compacto, permitiendo posiblemente su administracién junto con un ARN de guia
apropiado en un uUnico vector de AVV o adenovirico. Este enfoque de administracién otorga mdultiples ventajas en
relacién con otros, tal como el acceso a células madre hematopoyéticas y un perfil de seguridad y técnicas de
fabricacién bien establecidos.

La nucleasa Cas9 de S. pyogenes (SpyCas9) usada habitualmente precisa una secuencia PAM de 5-NGG-3', (SEQ
ID NO: 256) varias de las cuales estan presentes cerca del motivo GATA1. Sin embargo, el tamafio de SpyCas9 impide
el empaquetamiento en un Unico vector de AAV o adenoviricos y, portanto, se pierden las ventajas antes mencionadas
de este enfoque. Si bien se puede emplear una estrategia de administracién doble, se afiadiria una complejidad y un
costo de fabricacién significativos. Ademas, la administracién de un vector virico doble disminuye significativamente
la eficacia de la correccién génica, ya que una edicién satisfactoria en una célula determinada precisa la infeccién con
ambos vectores.

Se produce un casete de expresidén que codifica un APG03850 o APG09208 humano optimizado para el codén, similar
a los descritos en el Ejemplo 4. También se producen casetes de expresion que expresan ARN de guia para las NGA
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APG03850 o APG09208. Estos ARN de guia comprenden: 1) una secuencia protoespaciadora que es complementaria
a la cadena de ADN codificante o no codificante dentro del locus del potenciador de BCL11A (la secuencia diana) y 2)
una secuencia de ARN necesaria para la asociacién del ARN de guia con la NGA. Debido a que varias posibles
secuencias PAM para APG03850 o APG09208 rodean el motivo potenciador de BCL11A GATA1, se producen varias
posibles construcciones de ARN de guia para determinar la mejor secuencia protoespaciadora que produzca una
escisién robusta y una alteracién mediada por NHEJ de la secuencia potenciadora de BCL11A GATA1. Las secuencias
genémicas diana de la Tabla 19 se evallGan en cuanto a la direcciéon de la NGA a este locus usando el ARNgu
proporcionado en la Tabla 19.

Tabla 19: Secuencias diana para el locus del potenciador GATA1 de BCL11A utilizando APG03850 o

APG09208
Guia NGA Secuencia gendmica diana (SEQ ID NO:) | ARNgu (SEQ ID NO:)
1 APG03850 237 238
2 APG03850 239 240
3 APG03850 241 242
4 APG(09208 243 244
5 APG(09208 245 248
6 APG(09208 247 248

Para evaluar la eficacia con la que APG03850 o APG09208 generan inserciones o deleciones que alteran la region
potenciadora de BCL11A, se utilizan lineas celulares humanas tales como células de riidn embrionario humano
(células HEK). Se produce un vector de ADN que comprende un casete de expresion de NGA (por ejemplo, como se
describe en el Ejemplo 4). También se produce un vector separado que comprende un casete de expresién que
comprende una secuencia codificante para una secuencia de ARN de guia de la Tabla 16. Dicho casete de expresién
puede comprender ademas un promotor de U6 de la ARN polimerasa Ill humana (SEQ ID NO: 260), como se describe
en el Ejemplo 4. Como alternativa, se puede utilizar un Unico vector que comprende casetes de expresién tanto de la
NGA como del ARN de guia. El vector se introduce en células HEK usando técnicas convencionales tales como las
descritas en el Ejemplo 4, y las células se cultivan durante 1-3 dias. Después de este periodo de cultivo, se aisla el
ADN gendmico y se determina la frecuencia de las inserciones o deleciones mediante digestién con endonucleasa |
de T7 y/o secuenciacién directa del ADN, como se describe en el Ejemplo 4.

Una regién de ADN que abarca la regién de BCL11A diana se amplifica mediante PCR con cebadores que contienen
secuencias protuberantes de lllumina Nextera XT. Estos amplicones de PCR se examinan para determinar la
formacién de NHEJ mediante digestién con endonucleasa | de T7 o se someten a una preparacién de bibliotecas
siguiendo el protocolo de bibliotecas de secuenciacién metagenémica de Illumina de 16S o una preparacién de
bibliotecas de secuenciacién de préxima generacion (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) similar. Después
de una secuenciacién profunda, las lecturas generadas se analizan mediante CRISPResso para calcular las tasas de
edicién. Los alineamientos de salida se seleccionan manualmente para confirmar los sitios de insercidén y delecién.
Este analisis identifica la NGA preferida y el correspondiente ARN de guia (ARNgu) preferido. El anélisis puede dar
como resultado que tanto APG03850 como APG09208 sean igualmente preferidas. Ademas, el anélisis puede
determinar que hay més de un ARN de guia preferido, o que todas las secuencias genémicas diana en la Tabla 16
son igualmente preferidas.

Ejemplo 9.2: Ensayo para la expresién de hemoglobina fetal

En este ejemplo, las inserciones o deleciones generadas por APG03850 o APG09208 que alteran la regidn
potenciadora de BCL11A se someten a ensayo en cuanto a la expresién de hemoglobina fetal. Se utilizan células
madre hematopoyéticas (CMH) CD34* de donante humano sano. Estas CMH se cultivan y se introduce un vector o
vectores que comprenden casetes de expresion que comprenden las regiones codificantes de la NGA preferida y el
ARNgu preferido usando métodos similares a los descritos en el Ejemplo 8.1. Después de la electroporacion, estas
células se diferencian in vitro en eritrocitos utilizando protocolos establecidos (por ejemplo, Giarratana et al. (2004)
Nat Biotechnology 23: 69-74, incorporada en el presente documento por referencia). A continuacién, la expresién de
HbF se mide mediante transferencia de western con un anticuerpo anti-HbF humana o se cuantifica mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se espera que la alteracién satisfactoria del locus potenciador de
BCL11A conduzca a un aumento en la produccién de HbF en comparacién con las HSC electroporadas solo con la
NGA pero sin guia.

Ejemplo 9. 3: Ensayo para disminuir la formacién de células falciformes
En este ejemplo, las inserciones o deleciones generadas por APG03850 o APG09208 que alteran la regidn

potenciadora de BCL11A se someten a ensayo en cuanto a la formacién de células falciformes. Se utilizan células
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madre hematopoyéticas (CMH) CD34* donantes de pacientes afectados por anemia drepanocitica. Estas CMH se
cultivan y se introduce un vector o vectores que comprenden casetes de expresiéon que comprenden las regiones
codificantes de la NGA preferida, y el ARNgu preferido usando métodos similares a los descritos en el Ejemplo 8.1.
Después de la electroporacién, estas células se diferencian in vitro en eritrocitos utilizando protocolos establecidos
(Giarratana et al. (2004) Nat Biotechnology 23:69-74). A continuacién, la expresién de HbF se mide mediante
transferencia de western con un anticuerpo anti-HbF humana o se cuantifica mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). Se espera que la alteracién satisfactoria del locus potenciador de BCL11A conduzca a un aumento
en la produccién de HbF en comparacién con las HSC electroporadas solo con la NGA pero sin guia.

La formacién de células falciformes se induce en estos eritrocitos diferenciados mediante la adicién de metabisulfito.
El nimero de eritrocitos falciformes frente a los normales se cuenta utilizando un microscopio. Se espera que el nimero
de células falciformes sea menor en las células tratadas con APG03850 o APG09208 mas los ARNgu que en las
células no tratadas o las tratadas con NGA solo.

Ejemplo 9.4: Validacién del tratamiento de enfermedades en un modelo murino

Para evaluar la eficacia del uso de la alteracién por APG03850 o APG09208 del locus de BCL11A, se utilizan modelos
de ratén humanizados adecuados de anemia falciforme. Los casetes de expresién que codifican la NGA preferida y el
ARNgu preferido se empaquetan en vectores de AAV o vectores de adenovirus. En particular, el adenovirus tipo
Ad5/35 es eficaz para dirigirse a las CMH. Se elige un modelo de ratén adecuado que contenga un locus HBB
humanizado con alelos falciformes, tales como B6;FVB-Tg(LCR-HBA2,LCR-HBB*E26K)53Hhb/J 0 B6.Cg-Hbatm1Paz
Hbbtm1Tow Tg(HBA-HBBs)41Paz/HhbJ. Estos ratones se tratan con factor estimulante de colonias de granulocitos
solo o en combinacién con plerixafor para movilizar las CMH a la circulacién. Luego se inyectan por via intravenosa
los AAV o los adenovirus que portan la NGA y el plasmido del guia y se deja que los ratones se recuperen durante
una semana. La sangre obtenida de estos ratones se analiza en un ensayo in vitro de falciformacién utilizando
metabisulfito, y los ratones se siguen longitudinalmente para controlar las tasas de mortalidad y la funcién
hematopoyética. Se espera que el tratamiento con AAV o adenovirus que portan una NGA y un ARN de guia reduzca
la falciformacién, la mortalidad y mejore la funcién hematopoyética en comparacién con los ratones tratados con virus
que carecen de ambos casetes de expresion, o con virus que portan solo el casete de expresién de NGA.

Ejemplo 10: Ensayo de distintos formatos de administracién

Para determinar si las NGA pueden administrarse en distintos formatos, se probd la nucleofeccién de ARNm y RNP
con linfocitos T primarios. Se descongelaron linfocitos T CD3+ purificados o células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), activados utilizando microesferas CD3/CD28 (ThermoFisher) durante 3 dias, a continuacién se
nucleofectaron utilizando la unidad Lonza 4D-Nucleofector X y las tiras Nucleocuvette. El kit P3 Primary Cell se utilizd
tanto para la administracién de ARNm como de RNP. Las células se transfectaron utilizando los programas EO-115 y
EH-115 para la administracién de ARNm y RNP respectivamente. Las células se cultivaron en medio de expansién de
linfocitos T CTS OpTimizer (ThermoFisher) que contenia IL-2, IL-7 e IL-15 (Miltenyi Biotec) durante 4 dias después de
la nucleofeccién antes de ser cosechadas utilizando un kit de aislamiento de ADN genémico de tejido Nucleospin
(Machery Nagel).

Los amplicones que rodean los sitios de edicién se generaron mediante PCR utilizando los cebadores identificados en
la Tabla 4 y se sometieron a secuenciacién NGS mediante la plataforma lllumina Nextera utilizando secuenciacién de
extremos emparejados de 2x250 pb siguiendo el método del Ejemplo 4.

Tabla 20: Administracién de ARNm y RNP de NGA en linfocitos T primarios
NGA Método de liberacion SGN % Edicién
APG01604 | ARNm, Nucleofeccion | SGN001671 1,18
APG01604 | ARNm, Nucleofeccion | SGN001673 22,7
APG01604 | RNP, Nucleofeccién | SGN001673 0,56
APG01604 | ARNm, Nucleofeccion | SGN001674 0,63
APG01604 | RNP, Nucleofeccién | SGN001674 0,77
APG01868 | ARNm, Nucleofeccion | SGN001684 77,85
APG01868 | RNP, Nucleofeccién | SGN001684 83,73
APG01868 | ARNm, Nucleofeccion | SGN001691 82,53
APG01868 | RNP, Nucleofecciéon | SGN001691 80,7
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(continuacién)
NGA Método de liberacién SGN

% Edicién

APG01868 | ARNm, Nucleofeccion | SGN001692 76,84
APG01868 SGN001692 86,06
APG01868 | ARNm, Nucleofeccion | SGN001785 0,22
APG01868 SGN001785 0,43

RNP, Nucleofeccién

RNP, Nucleofeccién

Tanto la administracion de ARNm como de RNP mostraron una edicidén con éxito con APG01868. APG01868 mostréd
una edicién con éxito con RNP en varias dianas gendémicas. La administracién de RNP se limité con APG01604, pero
mostraron tasas de edicion iguales con la administracién de ARNm.

Ejemplo 11: Pruebas del Editor Base

Para determinar si APG09298 y APG01604 podian realizar la edicion de bases de citosina en células de mamifero, se
fusioné operativamente una citosina desaminasa con la versién nickasa de cada NGA para producir una proteina de
fusién. Se identificaron los restos predichos para desactivar el dominio RuvC de las NGA APG09298 y APG01604 y
se modificaron las NGA a variantes de nickasa. Una variante nickasa de una NGA se denomina en el presente
documento "NGARN". Debe entenderse que puede utilizarse cualquier variante de nickasa de una NGA para producir
una proteina de fusién de la invencion.

Las secuencias de nucleétidos de la desaminasa y la NGAn optimizadas en codones para la expresién en mamiferos
se sintetizaron como proteinas de fusién con un marcador en N-terminal de localizacién nuclear y se clonaron en el
plasmido de expresién pTwist CMV (Twist Biosciences). Cada proteina de fusién comprende, a partir del extremo
amino, la NLS de SV40 (SEQ ID NO: 251) unida operativamente en el extremo C-terminal al marcador 3X FLAG (SEQ
ID NO: 252), unido operativamente en el extremo C-terminal a una desaminasa (APG05840), unida operativamente
en el extremo C-terminal a un enlazador peptidico, unido operativamente en el extremo C-terminal a la NGAn
(nAPGQ09298 o nAPG01604), unida operativamente en el extremo C-terminal a un enlazador peptidico, unido
operativamente en el extremo C-terminal a una proteina estabilizadora del uracilo (USP2 establecida como SEQ ID
NO: 1089), finalmente unida operativamente en el extremo C-terminal a la NLS de la nucleoplasmina (SEQ ID NO:
253). La secuencia de aminoacidos de las proteinas de fusibn APG05840-nAPG09298-USP2 y APG05840-
nAPG01604-USP2 se establece como las SEQ ID NO: 1090 y 1091, respectivamente.

También se produjeron plasmidos de expresién que incluian un casete de expresién que codificaba un ARNgu. Las
secuencias gendmicas humanas diana y las secuencias de ARNgu para guiar las proteinas de fusién a las dianas
gendmicas se indican en la Tabla 3 y los cebadores para la amplificacién de la regién genémica se enumeran en la
Tabla 4. Los mismos métodos del Ejemplo 4 para la administracién de plasmidos a células de mamiferos y la
secuenciacién de amplicones se utilizaron para probar las capacidades de edicién de bases de estas NGA cuando se
unen a una citosina desaminasa.

Tabla 21: Estimacidn de las tasas de edicién de bases para cada NGA examinada

Construccion Diana % Lecturas mutadas
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001159 6,96
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001159 9,91
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001162 21,59
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001162 27,05
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001163 17,85
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001163 20,74
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001164 4,74
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001164 7,89
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001165 31,99
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001165 62,47
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001166 23,49
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(continuacién)

Construccion Diana % Lecturas mutadas
APG05840-nAPG09298-USP2 | SGN001166 29,56
APG05840-nAPG01604-USP2 | SGN001245 9,67
APG05840-nAPG01604-USP2 | SGN001246 1.4
APG05840-nAPG01604-USP2 | SGN001249 1,72
APG05840-nAPG01604-USP2 | SGN001250 13,41
APG05840-nAPG01604-USP2 | SGN001251 0,87
APG05840-nAPG01604-USP2 | SGN001252 4,28

Ejemplo 12: Analisis de inespecificidad

Para evaluar la especificidad de las nucleasas, la edicién no especifica se determiné en sitios potenciales identificados
mediante bioinformatica. Los posibles sitios no especificos para APG01604 se identificaron por dianas con menos de
cinco desajustes en la secuencia diana y al menos un resto coincidente en la secuencia PAM.

Se utilizaron los mismos métodos que los descritos en el Ejemplo 4 para la administracién de plasmidos a células de
mamifero y la secuenciacién de amplicones para probar la especificidad y la edicidén fuera de diana de APG01604. Del
mismo experimento en el que se probaron los SGN del cuadro 22 para la edicién en el objetivo, las posibles
ubicaciones fuera del objetivo de la Tabla 23 se ensayaron para su posible edicién. Los cebadores de la Tabla 24 se
utilizaron para amplificar posibles sitios fuera de diana con similitud de secuencia con el sitio en diana para buscar la
edicion fuera de diana.

Tabla 22: SGN usados para buscar ediciones no especificas

SGN Gen | Cebador directo en la diana (SEQ ID NO) | Cebador Inverso en la diana (SEQ ID NO)
SGN001675 | TRA CCCTTGTCCATCACTGGCAT (10986) ACCAAAGCTGCCCTTACCTG (1097)
SGN001594 | B2M CCTTAATGTGCCTCCAGCCT (1092) AGGAGAGACTCACGCTGGAT (1093)
SGN001674 | TRA CCCTTGTCCATCACTGGCAT (1094) ACCAAAGCTGCCCTTACCTG (1095)

Tabla 23: Secuencias no especificas analizadas
SGN Ndmero de no especificos Secuencia de locus no especifico SEQID NO
SGN001594 1594-2 AGCACAGCTAAGGCCTAAAGTTGAA 1098
SGN001594 1594-3 AGCACAGCTAAGGCACCGGATTGGA 1099
SGN001594 1594-4 AGCACAGCCAAGGCCAAGGGCTGAC 1100
SGN001594 1594-5 AGCAGAGCTAAGGCCAAGGCAGGTG 1101
SGN001594 1594-6 GGCACAGCTAAGGCCAGCAGTGGCC 1102
SGN001674 1674-2 GTCTCTGAGCTGGTACATGGCAGAG 1103
SGN001674 1674-3 GTCTTTTAGCTGGTACACGTGTGTC 1104
SGN001675 1675-2 AGAAGATTTGTCACTGGATTCTGAG 1105
SGN001675 1675-3 AGGACACTTGTCACTGGATTTAGGA 1108
SGN001675 1675-4 AGGACACTTGTCACTGGATTTAGGA 1107
SGN001675 1675-5 TGAGGACTTGTCACTGGATTCAGGG 1108
SGN001675 1675-6 AGGAGACTTTTCACTGGATTTAGGG 1109
SGN001675 1675-7 TGGACACTTGTCACTGGATTTAGGG 1110
SGN001675 1675-8 CACAGACTTGTCACTGGATGTGGGG 1111
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(continuacién)

SGN Ndmero de no especificos Secuencia de locus no especifico SEQID NO
SGN001675 1675-9 TACAGACATGTCACTGGATCTGGAA 1112
SGN001675 1675-10 AACACACTTGTCATTGGATTTAGGG 1113
SGN001675 1675-11 TACAGACTGGTCACTGGATGCTGGT 1114
SGN001675 1675-12 AGGACACTTGTCACTGGATTTAGGA 1115
SGN001675 1675-13 CTAAGACTTGTTACTGGATTGTGTG 1116
SGN001675 1675-14 CTCAGACTGGTCACTGGATAATGTA 1117

Tabla 24: Cebadores usados para amplificar regiones no especificas
Descripcién Secuencia de cebador SEQID NO
1594-2 DIR CCAGAAGCCAGCAGATGACA 1118
1594-2 INV GAGTGGTGGGCTCTCAATCC 1119
1594-3 DIR AGCAACACCATCCAAAGGTT 1120
1594-3 INV | GGGAGTGATGATAATGCGGG 1121
1594-4 DIR | TGGACTAGAGAGGGTTGGGG 1122
1594-4 INV TCTCTTTCCACGAGCAGCAG 1123
1594-5 DIR GCCTTTGACCTTCCCAGATT 1124
1594-5 INV ACCATTGGAAAGGTGGATGC 1125
1594-6 DIR GGCTTCAGGCTTTCCTCTGT 1126
1594-6 INV AGCATGCTGGCCTAAAGTGA 1127
1674-2 DIR ACCATTGGTCTGCTCAGGTG 1128
1674-2 INV CCAAAACCTGCAGTGGCTTC 1129
1674-3DIR | GGAGAGGAACTGGGCATGAG 1130
1674-3 INV TCCGTCTCTCCTAGGTCTGC 1131
1675-2 DIR CCATGACTGGCCCTTCTGTT 1132
1675-2 INV | GGGTAGAGTACATGGCGACG 1133
1675-3 DIR CCCTCCCACCAGAAGCTCTA 1134
1675-3INV | GATAAGAGGCCCAAGGACCG 1135
1675-4 DIR CACTTGACACGTGAGCCTCT 1136
1675-4 INV CCTCTTTCAGCCTCTGGTGG 1137
1675-5 DIR GACAGACTTGGTTCTGCCCT 1138
1675-5 INV CCTCCCCTCCTTCCTAGCTT 1139
1675-6 DIR TGCTGTAGTGGGTCGAACAG 1140
1675-6 INV TTTCACCATGCTGGCTAGGC 1141
1675-7 DIR CCCAGCCACATGGAACTAAG 1142
1675-7 INV GGACCCTAGGAGTTCCTTGT 1143
1675-8 DIR | GCAGGTTGATAGGGAAGAGC 1144
1675-8 INV TCATCTCCCAGCTGATGACA 1145
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(continuacién

Descripcién Secuencia de cebador SEQID NO
1675-9 DIR CCACCTGTTGCACAAATCCG 1146
1675-9 INV TCCTCCCCTGGGAACATGAT 1147
1675-10 DIR | GAGGTACTGGGAGTGGGGAT 1148
1675-10 INV | CTTCCTGCCTCTTCCAGCTC 1149
1675-11 DIR | GCACAGCTTTTGTCATGGGG 1150
1675-11 INV | GGGGATGAGAAAACAGAGCCA 1151
1675-12 DIR | CCATGCCCCATTCTGAAGGT 1152
1675-12 INV | TTCCCCTCCTCTAGACTGCC 1153
1675-13 DIR | CTTGAGCCCAGGAGTTTGAG 1154
1675-13 INV | TGCATTCTTGGGATGACCTC 1155
1675-14 DIR | ACTGCTTTTCCCTGGACACA 1156
1675-14 INV | GGTCACAAGTCCCACTGGTC 1157

Utilizando la administraciéon de plasmidos, no se detecté edicién no especifica en dos de las tres guias probadas. Un
lugar no especifico para SGN001675, 1675-8, mostré un 2 % de edicién en el locus no especifico. Hubo una
duplicacién de 132 pb de la regién gendmica en el sitio de corte en las lecturas de NGS. Dos sitios no especificos,
1675-7 y 1675-13, no pudieron secuenciarse debido a una amplificacién deficiente de los cebadores.

Tabla 25: Edicién no especifica para SGN001594 y APG08167

Ndmero de no Desajustes totales Desajustes totales en Coincidencias totales %
especificos en la diana la siembra en la APM Edicién
SGN001594 0 0 3 42,79

1594-2 2 2 3 0
1594-3 2 2 3 0,01
1594-4 2 1 2 0
1594-5 3 2 2 0
1594-6 2 1 1 0

Tabla 26: Edicién no especifica para SGN001675 y APG08167

Nﬂmerq _de no Desajustes_ totales Desajustt_as totales | Coincidencias totales o% Edicién

especificos en ladiana en la siembra en la APM

SGN001675 0 0 3 33,115
1675-8 2 1 3 2,02
1675-5 4 0 3 0,08
1675-10 3 1 3 0,03
1675-12 4 0 2 0,02
1675-6 4 0 3 0
1675-2 4 0 3 0
1675-3 4 0 3 0
1675-4 4 0 3 0
1675-9 3 1 3 0
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(continuacién)

Ndmero de no Desajustes totales Desajustes totales | Coincidencias totales % Edicién
especificos en ladiana en la siembra en la APM
1675-11 2 0 2 0
1675-14 4 1 2 0
1675-13 4 0 2 Secuenciacién
problema
1675-7 4 0 3 Secuenciacién
problema

Tabla 27: Edicién no especifica para SGN001674 y APG08167

Ndmero de no Desajustes totales Desajustes totales en Coincidencias totales %
especificos en la diana la siembra en la APM Edicién
SGN001674 0 0 3 52,17

1674-2 2 1 3 0
1674-3 2 0 1 0,03

Ejemplo 13: Pruebas de variantes de la estructura principal del ARN guia

APG08167 y APG01604 son aproximadamente un 62,72 % idénticos, pero reconocen la misma PAM, comparten el
mismo ARNcr y tienen una secuencia de ARNtrat estrechamente relacionada. Debido a la similitud de las secuencias
de ARN guia, todos los datos generados previamente para APG01604 utilizaron la estructura principal del ARNtrat
APGO08167. Estos estudios se realizaron para confirmar que la proteina APG01604 es méas activa con un ARNftrat
codificado en el genoma APG08167 (el ARNtrat APG08167 nativo). También se probaron diferentes longitudes de
espaciador en el ARNcr para determinar si la proteina APG01604 prefiere una secuencia espaciadora de 20 o 25
pares de bases.

Para ello, se generaron ARNcr sintéticos con seis secuencias diana diferentes que contenian una diana de 20 0 25
pares de bases. Los diferentes ARNcr se combinaron con un ARNtrat sintético del genoma APG08167 o APG01604.
Se formaron RNP y los complejos RNP se nucleofectaron en células HEK293T. Para determinar la tasa de edicidén en
las células se utilizaron los métodos estandar del Ejemplo 4.

Tabla 28: Secuencias de ARNcr

Gen | Espaciador | Longitud del espaciador | SEQ ID NO
A 20 1158
B 20 1159
C 20 1160
D 20 1161
B2M
A 25 1162
B 25 1163
C 25 1164
D 25 1165
E 20 1166
F 20 1167
TRA
E 25 1168
F 25 1169
Tabla 29: Secuencias ARNtrat
ARNtrat SEQID NO
ARNtrat APG08167 1170
ARNtrat APG01604 1171
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Tabla 30: Secuencias de cebadores de secuenciaciéon

Cebador SEQID NO
Cebador izquierdo TRAC 1170
Cebador derecho TRAC 1171
Cebador izquierdo B2M 1172
Cebador derecho B2M 1173

Tabla 31: Resultados de la edicién de la estructura principal de APG01604 y pruebas de longitud diana

Gen | Espaciador | Longitud del espaciador | Estructura principal | Eficiencia de la edicién (%)
A 20 APG01604 tr 0,21
B 20 APG01604 tr 0,08
C 20 APG01604 tr 0,27
D 20 APG01604 tr 0,17
A 25 APG01604 tr 0,15
B 25 APG01604 tr 0
C 25 APG01604 tr 1,33
D 25 APG01604 tr 0,31

B2M
A 20 APG08167 tr 6,58
B 20 APG08167 tr 1,75
C 20 APG08167 tr 6,99
D 20 APG08167 tr 64,6
A 25 APG08167 tr 22,7
B 25 APG08167 tr 2,36
C 25 APG08167 tr 52,51
D 25 APG08167 tr 82,58
E 20 APG01604 tr 0,05
F 20 APG01604 tr 0,01
E 25 APG01604 tr 0,02
F 25 APG01604 tr 0,01

TRA
E 20 APG08167 tr 0
F 20 APG08167 tr 0,29
E 25 APG08167 tr 2,64
F 25 APG08167 tr 1,13

Las tasas de edicién en células de mamiferos demostraron que no se producia una edicién robusta cuando se utilizaba
la secuencia nativa de ARNtrat APG01604. El RNP APG01604 mostré tasas de edicién mucho mas altas cuando se
utilizd la secuencia de ARNtrat APG08167. Ademas, al comparar la misma diana, la longitud del espaciador de 25
pares de bases mostré una mayor edicién en las dianas A, C, D, E y F que los ARNcr que tenian el espaciador de 20
pb de longitud. Estos resultados combinados demuestran que el ARNtrat APG08167 exhibe una mayor edicién que el
ARNtrat APG01604. Ademés, el RNP APG01604 funciona mejor con una secuencia espaciadora de 25 pb que con
una de 20 pb.

96



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029 182 T3

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de nucleasa guiada
por ARN (NGA), en donde dicho polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
de NGA que comprende una secuencia de aminoéacidos que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 83;

en donde dicho polipéptido de NGA se puede unir a una secuencia de ADN diana de una manera especifica de
secuencia guiada por ARN cuando se une a un ARN de guia (ARNg) capaz de hibridar con dicha secuencia de
ADN diana y

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, en donde la molécula de acido nucleico tiene codones
optimizados para su expresién en una célula eucariota.

3. La molécula de &cido nucleico de las reivindicaciones 1 0 2, en donde dicho polinucleétido que codifica un polipéptido
NGA esté operativamente unido a un promotor.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 3, en donde dicho promotor es heterdlogo para dicho
polinucleétido.

5. La molécula de 4cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el polipéptido NGA esta
fusionado operativamente a un dominio efector.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 5, en donde el dominio efector comprende un dominio de escision,
un dominio de desaminasa o un dominio modulador de expresion.

7. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6, en donde el dominio efector esta fusionado
operativamente en el extremo N-terminal, el extremo C-terminal o en una localizacién interna de dicho polipéptido
NGA.

8. Un vector que comprende la molécula de &cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. El vector de la reivindicacién 8, comprendiendo ademas al menos una secuencia de nucleétidos que codifica dicho
ARNg capaz de hibridarse con dicha secuencia de ADN diana.

10. Una célula que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

11. Un polipéptido aislado de nucleasa guiada por ARN (NGA), en donde dicho polipéptido NGA comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 83; y

en donde dicho polipéptido NGA se puede unir a una secuencia de ADN diana de una molécula de ADN de una
manera especifica de secuencia guiada por ARN cuando se une a un ARN de guia (ARNg) capaz de hibridar con
dicha secuencia de ADN diana; y

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82.

12. El polipéptido NGA de la reivindicacién 11, en donde el polipéptido NGA esta fusionado operativamente a un
dominio efector.

13. El polipéptido NGA de la reivindicacién 12, en donde el dominio efector comprende un dominio de escisién, un
dominio de desaminasa o un dominio modulador de expresion.

14. El polipéptido NGA de la reivindicaciéon 12 o la reivindicacién 13, en donde el dominio efector esta fusionado
operativamente en el extremo N-terminal, el extremo C-terminal o en una localizacién interna de dicho polipéptido
NGA.

15. Un sistema para unir una secuencia de ADN diana de una molécula de ADN, comprendiendo dicho sistema:

a) uno o mas ARN de guia capaces de hibridar con dicha secuencia de ADN diana o uno o mas polinucleétidos
que comprenden una o més secuencias de nucleétidos que codifican el uno o mas ARN de guia (ARNg); y

b) un polipéptido de nucleasa guiada por ARN (NGA) que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos el 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 83 o un polinucledtido que comprende una secuencia
de nucleétidos que codifica el polipéptido de NGA,

en donde el uno o méas ARN de guia pueden hibridar con la secuencia de ADN diana;
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en donde el uno o mas ARN guia son capaces de formar un complejo con el polipéptido NGA para dirigir dicho
polipéptido NGA a unirse a dicha secuencia de ADN diana de la molécula de ADN; y

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82.

16. El sistema de la reivindicacién 15, en donde al menos una de dichas secuencias de nucleétidos que codifican el
uno o mas ARN guia y dicha secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido NGA estéd operativamente unida a
un promotor heterélogo a dicha secuencia de nucledtidos.

17. El sistema de las reivindicaciones 15 o 18, en donde dicha secuencia de ADN diana es una secuencia de ADN
diana eucariota.

18. El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en donde las secuencias de nucleétidos que codifican
el uno o mas ARN guia y la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido NGA se encuentran en un vector.

19. El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 15-18, en donde dicho ARNg se selecciona de:

a) un ARNg que comprenda una secuencia repetida CRISPR que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 84 y un ARNtrat que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 85; y

b) un ARNg que comprenda una secuencia repetida CRISPR que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 84 y un ARNtrat que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 78.

20. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, el polipéptido NGA aislado de la
reivindicacién 11 o el sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 15-19, en donde dicho polipéptido NGA no
tiene actividad de nucleasa o es una nickasa.

21. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 20, el polipéptido NGA aislado de
las reivindicaciones 11 0 20 o el sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 15-20, en donde el polipéptido de
NGA esté fusionado operativamente a un polipéptido de edicién de bases.

22. La molécula de é&cido nucleico, el polipéptido NGA aislado o el sistema de la reivindicacién 21, en donde el
polipéptido de edicién de bases es una desaminasa.

23. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 20-22, el polipéptido NGA aislado
de una cualquiera de las reivindicaciones 11y 20-22 o el sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 15-22, en
donde el polipéptido NGA comprende una o més sefiales de localizacién nuclear.

24. Un método in vitro 0 ex vivo para unir una secuencia de ADN diana de una molécula de ADN que comprende
administrar un sistema de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15-19, a dicha secuencia de ADN diana
0 a una célula que comprende la secuencia de ADN diana, en donde el método no es un proceso para modificar la
identidad genética de la linea germinal de un ser humano.

25. Un método in vitro 0 ex vivo para escindir y/o modificar una secuencia de ADN diana de una molécula de ADN,
que comprende poner en contacto la molécula de ADN con:

a) un polipéptido de nucleasa guiada por ARN (NGA), en donde dicha NGA comprende una secuencia de
aminoécidos que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 83; y

b) uno o mas ARN de guia capaces de dirigir la NGA de (a) a la secuencia de ADN diana;

en donde dicho polipéptido de NGA reconoce una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) que
comprende la secuencia consenso de SEQ ID NO: 82;

en donde el uno o mas ARN de guia hibridan con la secuencia de ADN diana, dirigiendo asi dicho polipéptido de
NGA para que se una a dicha secuencia de ADN diana y se produzca la escisién y/o modificacién de dicha
secuencia de ADN diana, y

en donde el método no es un proceso para modificar la identidad genética de la linea germinal de un ser humano.

26. El método de la reivindicacién 25, en donde la escisién por dicho polipéptido NGA genera una rotura bicatenaria o
monocatenaria.

27. El método de las reivindicaciones 25 o 26, en donde dicha secuencia de ADN diana modificada comprende:

a) delecidén de al menos un nucledtido de la secuencia de ADN diana; o
b) mutacidén de al menos un nucledtido en la secuencia de ADN diana.
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28. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, el vector de la reivindicacién 8 0 9, la
célula de la reivindicacién 10, el polipéptido NGA aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 11-14, el sistema
de una cualquiera de las reivindicaciones 15-19 o el método de una cualquiera de las reivindicaciones 24-27, en donde
dicho polipéptido NGA comprende la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 83.
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