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DESCRIPCION

Uso de dominios de proteina que interactlian con el nucleosoma para potenciar la modificaciéon dirigida del
genoma

Campo

La presente divulgacién se refiere a composiciones y métodos para aumentar la eficiencia de la modificacién
gendmica dirigida, la regulacién transcripcional dirigida o la modificacién epigenética dirigida.

Antecedentes

Las endonucleasas programables se han convertido cada vez mas en una herramienta importante para la
ingenieria o modificacién gendémica dirigida en eucariotas. Recientemente, los sistemas de repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas (CRISPR) guiados por ARN han surgido como
una nueva generacién de herramientas de modificacion del genoma. Estas nuevas endonucleasas
programables proporcionaron una simplicidad y versatilidad sin precedentes en comparacién con las
generaciones anteriores de nucleasas, tales como las nucleasas de dedo de zinc (ZFN) y las nucleasas
efectoras similares a activadores de la transcripcién (TALEN). Sin embargo, las barreras de cromatina en las
células eucariotas pueden dificultar el acceso a la diana y la escisién por los sistemas CRISPR derivados de
procariotas (Hinz et al, Biochemistry, 2015, 54:7063-66; Horlbeck et al., eLife, 20186, 5:e12677).

De hecho, no se ha observado actividad de edicién o se ha observado una actividad de edicién baja en
determinados sitios genémicos de mamiferos cuando se utilizan Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9), que
se considera la nucleasa CRISPR mas activa hasta la fecha. Ademas, muchas de las nucleasas CRISPR que
se han caracterizado hasta ahora no muestran actividad en células de mamiferos, aunque si son activas en
bacterias o en sustratos de ADN purificado. Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar la capacidad de los
sistemas de nucleasas CRISPR y otras proteinas de modificacién de ADN programables para superar los
obstaculos de la cromatina y aumentar la eficiencia de la modificacién gendmica o epigenética dirigida en
eucariotas.

Sumario

Entre los diversos aspectos de la presente divulgacién se encuentra la provision de una proteina de fusidén que
comprende una proteina de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente intercaladas
(CRISPR) unida a al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma, en la que la proteina
CRISPR es una nucleasa o nickasa CRISPR/Cas9 de tipo Il, o la proteina CRISPR es una nucleasa o nickasa
CRISPR/Cpf1 de tipo V, y en la que la proteina de fusién comprende ademés al menos una sefial de localizacién
nuclear, y en la que el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma es un dominio de
unién a ADN de caja de grupo de alta movilidad (HMG) (HMGB), una proteina de unién a nucleosomas HMG
(HMGN), un dominio globular central de una variante de histona H1, un dominio de unién a ADN de una proteina
del complejo de remodelacién de cromatina, 0 una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones,
la proteina CRISPR puede ser Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9), Streptococcus thermiphilus Cas9
(StCas9), Streptococcus pasteurianus (SpaCas9), Campylobacter jejuni Cas9 (CjCas9), Staphylococcus
aureus (SaCas9), Francisella novicida Cas9 (FnCas9), Neisseria cinerea Cas9 (NcCas9), Neisseria meningitis
Cas9 (NmCas9), Francisella novicida Cpfl (FnCpf1), Acidminococcus sp. Cpfl (AsCpfl), o bacteria
Lachnospiraceae ND2006 Cpf1 (LbCpf1).

En otras realizaciones, la proteina CRISPR tiene actividad no nucleasa. En tales iteraciones, la proteina
CRISPR puede ser una proteina CRISPR/Cas9 de tipo || modificada para carecer de toda actividad de nucleasa
y unida a un dominio no nucleasa, o una proteina CRISPR/Cpf1 de tipo V modificada para carecer de toda
actividad de nucleasa y unida a un dominio no nucleasa, en la que el dominio no nucleasa puede tener actividad
de citosina desaminasa, actividad de histona acetiltransferasa, actividad de activacién transcripcional o
actividad de represor transcripcional.

En determinadas realizaciones, el al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma de la
proteina de fusién CRISPR puede ser el dominio de caja A de HMGB1, la proteina HMGNA1, la proteina HMGNZ,
la proteina HMGN3a, la proteina HMGN3b, el dominio globular central de la histona H1, el dominio de unién al
ADN de la proteina de cambio de imitaciéon (ISWI), el dominio de unién al ADN de la proteina 1 de
cromodominio-helicasa-ADN (CHD1) o una combinacién de los mismos.

El al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma se puede unir a la proteina CRISPR
directamente mediante un enlace quimico, indirectamente mediante un enlazante o una combinacién de ambos.
El al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma se puede unir al extremo-N, al extremo-
C y/o a una ubicacién interna de la proteina CRISPR. En algunas realizaciones, la proteina de fusién comprende
al menos dos dominios de proteina que interactlian con el nucleosoma vinculados a la proteina CRISPR.
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Las proteinas de fusién CRISPR divulgadas en el presente documento pueden comprender ademas al menos
un dominio de penetracién celular, al menos un dominio marcador o una combinacién de los mismos.

En determinadas realizaciones, la proteina de fusién CRISPR puede tener una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ
ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ
ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ
ID NO:77, SEQ ID NO:78, 0 SEQ ID NO:79.

En otras realizaciones, la proteina de fusién CRISPR puede tener una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66,
SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73,
SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, 0 SEQ ID NO:79.

Otro aspecto de la presente divulgacion abarca complejos proteina-ARN que comprenden al menos una de las
proteinas de fusién que contienen CRISPR divulgadas en el presente documento y al menos un ARN guia.

Un aspecto adicional de la presente divulgacidén proporciona acidos nucleicos que codifican cualquiera de las
proteinas de fusién divulgadas en el presente documento. Los 4cidos nucleicos pueden optimizarse mediante
codones para su traduccién en una célula eucariota. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos pueden ser
parte de un vector tal como, por ejemplo, un vector viral, un vector plasmidico o un ARN autorreplicante.

Otro aspecto adicional de la presente divulgaciéon proporciona un método para aumentar la eficiencia de la
modificacién gendmica o epigenética dirigida en una célula eucariota, comprendiendo el método la introduccién
en la célula eucariota: (a) al menos una proteina de fusién CRISPR como se divulga en el presente documento
0 un acido nucleico que codifica dicha(s) proteina(s) de fusién CRISPR, en la que la proteina CRISPR (i) tiene
actividad de nucleasa o nickasa o (ii) estd modificada para carecer de toda actividad de nucleasa y esta
vinculada a un dominio que no es de nucleasa; y (b) al menos un ARN guia o un acido nucleico que codifica al
menos un ARN guia; en la que la proteina CRISPR de la al menos una proteina de fusién CRISPR esté dirigida
a una secuencia cromosdmica diana y el al menos un dominio de proteina que interactta con el nucleosoma
de la al menos una proteina de fusién CRISPR altera la estructura nucleosémica o de cromatina de tal manera
que la al menos una proteina de fusidén CRISPR tiene un mayor acceso a la secuencia cromosémica diana,
aumentando asi la eficiencia de la modificacién genémica o epigenética dirigida, en la que el método no
comprende un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia.

En determinadas realizaciones, los métodos pueden comprender ademas la introduccién en la célula eucariota
al menos un polinucleétido donante, comprendiendo el polinucleétido donante al menos una secuencia
donante.

Las células eucariotas utilizadas en los métodos divulgados en el presente documento pueden ser células de
mamiferos. En algunas realizaciones, las células pueden ser células humanas. Las células pueden ser in vitro
0 in vivo.

A continuacién se detallan otros aspectos y caracteristicas de la divulgacion.
Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 presenta la eficiencia de escision (como porcentaje de indel) de CjCas9 de tipo salvaje (CjeCas9),
una proteina de fusiéon que comprende CjCas9 unida a HMGN1 y HMGB1 box A (CjeCas9-HN1 HB1), y una
proteina de fusidén que comprende CjCas9 unida a HMGN1 y al dominio globular central de la histona H1
(CjeCas9-HN1H1G) en presencia de un andamio de ARNgu de tipo salvaje o un andamio de ARNgu modificado.

Descripcidn detallada

La presente divulgacién proporciona composiciones y métodos para aumentar la accesibilidad del ADN
cromosdmico a las proteinas de modificacién de ADN programables que son sistemas CRISPR. En particular,
la presente divulgacion proporciona proteinas de fusién que comprenden al menos un dominio de proteina que
interactua con el nucleosoma unido a una proteina de modificacién de ADN programable que es una proteina
CRISPR. Los dominios de proteina que interactian con el nucleosoma alteran o remodelan la estructura
nucleosémica y/o de la cromatina de modo que la proteina de modificacién de ADN programable tiene mayor
acceso a secuencias cromosémicas dirigidas, aumentando asi la eficiencia de la modificacién gendémica
dirigida, la regulacién transcripcional dirigida o la modificacién epigenética dirigida.

(I) Proteinas de fusién

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona proteinas de fusién, en la que cada proteina de fusién
comprende al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma unido a una proteina de
modificacién de ADN programable. La proteina de modificacion de ADN programable puede tener actividad
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nucleasa (véase la seccion (l)(b)(i), a continuacidén) o actividad no nucleasa (véase la seccion (l)(b)(ii) a
continuacién). Los dominios de proteinas que interactlan con los nucleosomas se describen a continuacién en
la seccién (I)(a) y los enlaces entre los dominios se describen a continuacién en la seccién (l)(c).

(a) Dominios de proteina que interactian con el nucleosoma

Los dominios de proteina que interactian con el nucleosoma se refieren a proteinas cromosdmicas o
fragmentos de las mismas que interactlan con nucleosomas y/o proteinas cromosédmicas para facilitar el
reordenamiento de nucleosomas y/o la remodelacién de la cromatina. En algunas realizaciones, el dominio de
proteina que interactia con el nucleosoma puede derivarse de proteinas de caja de grupo de alta movilidad
(HMG) (HMGB). En otras realizaciones, el dominio de proteina que interactta con el nucleosoma pueden ser
proteinas de unién a nucleosomas HMG (HMGN) o fragmentos de las mismas. En otras realizaciones, el
dominio de proteina que interactta con el nucleosoma se puede derivar de variantes de la histona H1 enlazante.
En otras realizaciones mas, el dominio de proteina que interactia con el nucleosoma puede derivarse de
proteinas de complejo de remodelacién de la cromatina.

(i) Proteinas HMGB

En algunas realizaciones, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma puede
derivarse de una proteina HMGB. Las proteinas HMGB interactian con los nucleosomas y otras proteinas
cromosodmicas para regular la estructura y la funcién de la cromatina. Las proteinas HMGB adecuadas incluyen
HMGB1 de mamiferos, HMGB2 de mamiferos y HMGB3 de mamiferos. Por ejemplo, el dominio de proteina
que interactla con el nucleosoma puede derivarse de un HNGB1 humano (RefSeqGene, U51677), HMGB2
humano (RefSeqGene, M83665) o HMGB3 humano (RefSeqGene, NM_005342). En otras realizaciones, el
dominio de proteina que interactlia con el nucleosoma puede derivarse de una proteina HMGB o una proteina
similar a HMGB de otros vertebrados, invertebrados (por ejemplo, Drosophila DSP1), plantas, levadura u otros
eucariotas de células individuales.

En realizaciones especificas, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma puede ser
un fragmento de una proteina HMGB. En particular, el fragmento de la proteina HMGB es un dominio de unién
al ADN. Las proteinas HMGB por lo general contienen dos dominios de unién al ADN, que se denominan caja
Ay caja B. En algunas realizaciones, el dominio de interaccién del nucleosoma puede ser un dominio de caja
A o un dominio de caja B de una proteina HMGB. En realizaciones especificas, el dominio que interactta con
el nucleosoma puede ser un dominio de caja A de HMGB1, un dominio de caja A de HMGB2 o un dominio de
caja A de HMGB3.

(ii) Proteinas HMGN

En otras realizaciones, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma puede ser una
proteina HMGN o un fragmento de la misma. Las proteinas HMGN son proteinas cromosémicas que modulan
la estructura y funcién de la cromatina. Las proteinas HMGN de mamiferos adecuadas incluyen HMGNA1,
HMGN2, HMGN3, HMGN3, HMGN4 y HMGNS. En diversas realizaciones, el dominio de proteina que interactta
con el nucleosoma puede ser HMGN1 humano (RefSeqGene, M21339), HMGN2 humano (RefSeqGene,
X13546), HMGN3a humano o HMGN3b humano (RefSeqGene, L40357), HMGN4 humano (RefSeqGene,
NM_030763), HMGNS humano (RefSeqGene, NM_016710), un fragmento del mismo o un derivado del mismo.
En otras realizaciones, el dominio de proteina que interacta con el nucleosoma puede ser una proteina HMGN
no humana, un fragmento de los mismos o un derivado de los mismos. Las proteinas HMGN son proteinas
relativamente pequefias. De esta forma, toda la proteina HMGN se puede unir a la proteina de modificacién de
ADN programable. Sin embargo, en algunas realizaciones, un fragmento (por ejemplo, el dominio de unién al
nucleosoma ubicado centralmente) de una proteina HMGN se puede unir a la proteina de modificacién de ADN
programable.

(iii) Variantes de la histona H1

En otras realizaciones mas, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma se puede
derivar de una variante de histona H1 enlazante. Por ejemplo, el dominio de proteina que interactia con el
nucleosoma puede ser un dominio globular central de una variante de la histona H1. Las variantes de la histona
H1 se unen al ADN enlazante entre los nucleosomas y el dominio globular central (de aproximadamente 80
aminodacidos) se une al ADN enlazante en los sitios de entrada y salida de los nucleosomas cerca de la diada
de nucleosomas. Las variantes de la histona H1 comprenden una gran familia de proteinas relacionadas con
una especificidad distinta para los tejidos, las etapas de desarrollo y los organismos en los que se expresan.
Por ejemplo, el ser humano y el ratén contienen 11 variantes de histona H1, el pollo tiene seis variantes (que
se llaman histona H5), la rana tiene cinco variantes, el nematodo tiene ocho variantes, las especies de mosca
de la fruta tienen de una a tres variantes y el tabaco tiene seis variantes. En algunas realizaciones, la variante
de histona H1 puede ser una variante humana como se muestra a continuacién.

* Talbert et al., Epigenetics & Chromatin, 2012, 5:7.
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iNombre de la proteina*

Histona H1.0

istona H14 HIST1H1A

HistonaH12  HISTIHIC

éHistona H1.3 éHIST1H1D §P16402
éHistona H1.4 éHIST1H1E .
Histona H15 T HISTIH1B

EHistona H1.8 (especifica del ovocito) §H1FOO

EHistona H1.9 (especifica del testiculo) EHILS1 §P60008

Histona H 1.10 H1FX 1Qo2522

(iv) Proteinas del complejo de remodelacion de la cromatina

En realizaciones adicionales, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma puede
derivarse de una proteina del complejo de remodelacién de cromatina. Por ejemplo, el dominio de proteina que
interactia con el nucleosoma puede ser un dominio de unién al ADN de una proteina del complejo de
remodelaciéon de cromatina. Los complejos de remodelacion de la cromatina son complejos enziméticos de
multiples subunidades con la capacidad de remodelar la estructura de la cromatina. Estos complejos de
remodelacién utilizan la energia de la hidrélisis del ATP para mover, desestabilizar, expulsar o reestructurar los
nucleosomas.

Los ejemplos de complejos de remodelacién de cromatina incluyen SWI/SNF (SWltch/Sacarosa No-
Fermentable), ISWI (Imitacién SWltch), CHD (Unién cromodominio-helicasa-ADN), Mi-2/NuRD (Remodelacién
de nucleosomas y desacetilasa), complejos INO80, SWR1, y RSC. En diversas realizaciones, el dominio de
proteina que interactia con el nucleosoma puede derivarse de una ATPasa, una helicasa y/o una proteina de
unién al ADN en el complejo de remodelacién de cromatina. En algunas realizaciones, el dominio de proteina
que interactta con el nucleosoma puede derivarse de la ATPasa ISWI del complejo ISWI, la proteina de unién
al ADN CHD1 del complejo CHD, la helicasa dependiente de ATP SMARCA4 o la ATPasa Snf2 del complejo
SWI/SNF, la ATPasa Mi-2a o la ATPasa Mi2- del complejo Mi-1/NuRD, la ATPasa AAA 1 similar a RuvB o la
ATPasa AAA 2 similar a RuvB del complejo INO80, la ATPasa Swr1 del complejo SWR1 o la ATPasa Rsc1 o la
ATPasa Rcs2 del complejo RSC. En realizaciones especificas, el dominio de proteina que interactia con el
nucleosoma puede ser un dominio de unién al ADN de la proteina ISWI o un dominio de unién al ADN de la
proteina CHDA1.

(b) Proteinas programables de modificacién del ADN

Una proteina de modificacién de ADN programable es una proteina dirigida a unirse a una secuencia especifica
en el ADN cromosémico, donde modifica el ADN o una proteina asociada con el ADN en la secuencia diana o
cerca de ella. De este modo, una proteina de modificacién de ADN programable comprende un dominio de
unién de ADN programable y un dominio de modificacidén cataliticamente activo.

El dominio de unién al ADN de las proteinas de modificacién de ADN programables es programable, lo que
significa que puede disefiarse o fabricarse para reconocer y unirse a diferentes secuencias de ADN. En algunos
ejemplos, la unién del ADN esta mediada por interacciones entre la proteina de modificacién del ADN y el ADN
diana. De este modo, el dominio de unién al ADN se puede programar para unirse a una secuencia de ADN de
interés mediante ingenieria de proteinas. En otros ejemplos, la unién del ADN esta mediada por un ARN guia
que interactta con la proteina de modificacién del ADN y el ADN diana. En tales casos, la proteina de unién al
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ADN programable se puede dirigir a una secuencia de ADN de interés mediante el disefio del ARN guia
apropiado.

Se pueden incluir una variedad de dominios de modificacién en la proteina de modificacién de ADN
programable. En algunas realizaciones, el dominio de modificacién tiene actividad nucleasa y puede escindir
una o ambas cadenas de una secuencia de ADN de doble cadena. La rotura del ADN puede luego repararse
mediante un procedimiento de reparaciéon del ADN celular, tales como la unién de extremos no homdélogos
(NHEJ) o la reparacion dirigida por homologia (HDR), de modo que la secuencia de ADN se puede modificar
mediante una delecién, insercién y/o sustitucién de al menos un par de bases. Los ejemplos de proteinas de
modificacién de ADN programables que tienen actividad de nucleasa incluyen, sin limite, nucleasas CRISPR
(o nickasas), nucleasas de dedo de zinc, nucleasas efectoras similares a activadores de la transcripcién,
meganucleasas y un dominio de unién de ADN programable vinculado a un dominio de nucleasa. Las proteinas
de modificacién de ADN programables que tienen actividad nucleasa se detallan a continuacién en la seccién

(Db)().

En otras realizaciones, el dominio de modificacién de la proteina de modificacién de ADN programable tiene
actividad no nucleasa (por ejemplo, actividad de modificacién epigenética o actividad de regulacién
transcripcional) de modo que la proteina de modificacién de ADN programable modifica la estructura y/o
actividad del ADN y/o proteina(s) asociada(s) con el ADN. De este modo, la proteina de modificacién de ADN
programable puede comprender un dominio de unién de ADN programable unido a un dominio no nucleasa
unido. Tales proteinas se detallan a continuacién en la seccién (1)(b)(ii).

Las proteinas de modificacion de ADN programables pueden comprender dominios de unidén y/o modificacién
de ADN de tipo salvaje o de origen natural, versiones modificadas de dominios de unién y/o modificacién de
ADN de origen natural, dominios de unién y/o modificacion de ADN sintéticos o artificiales y combinaciones de
los mismos.

(i) Proteinas programables de modificaciéon del ADN con actividad nucleasa

Los ejemplos de proteinas de modificacion de ADN programables que tienen actividad de nucleasa incluyen,
sin limite, nucleasas CRISPR, nucleasas de dedo de zinc, nucleasas efectoras de tipo activador de la
transcripcién, meganucleasas y dominios de nucleasa vinculados a dominios de unién de ADN programables.

Nucleasas CRISPR. Las nucleasas CRISPR pueden derivarse de una proteina CRISPR tipo |, tipo Il (es decir,
Cas9), tipo lll, tipo V (es decir, Cpf1) o tipo VI (es decir, Cas13), que estén presentes en diversas bacterias y
arqueas. En ejemplos adicionales, la nucleasa CRISPR puede derivarse de un sistema CRISPR arqueal, un
sistema CRISPR/CasX o un sistema CRISPR/CasY (Burstein et al., Nature, 2017, 542(7640):237-241). En
diversas realizaciones, la nucleasa CRISPR puede ser de Streptococcus sp. (por ejemplo, S. pyogenes, S.
thermophilus, S. pasteurianus)), Campylobacter sp. (por ejemplo, Campylobacter jejuni), Francisella sp. (por
ejemplo, Francisella novicida), Acaryochloris sp., Acetohalobium sp., Acidaminococcus sp., Acidithiobacillus
sp., Alicyclobacillus sp., Allochromium sp., Ammonifex sp., Anabaena sp., Arthrospira sp., Bacillus sp.,
Burkholderiales sp., Caldicelulosiruptor sp., Candidatus sp., Clostridium sp., Crocosphaera sp., Cyanothece
sp., Exiguobacterium sp., Finegoldia sp., Ktedonobacter sp., Lachnospiraceae sp., Lactobacillus sp., Lyngbya
sp., Marinobacter sp., Methanohalobium sp., Microscilla sp., Microcoleus sp., Microcystis sp., Natranaerobius
sp., Neisseria sp., Nitrosococcus sp., Nocardiopsis sp., Nodularia sp., Nostoc sp., Oscillatoria sp., Polaromonas
sp., Pelotomaculum sp., Pseudoalteromonas sp., Petrotoga sp., Prevotella sp., Staphylococcus sp.,
Streptomyces sp., Streptosporangium sp., Synechococcus sp., Thermosipho sp., o Verrucomicrobia es.

La nucleasa CRISPR puede ser una proteina de tipo salvaje o de origen natural. Como alternativa, la nucleasa
CRISPR se puede disefiar para tener una especificidad mejorada, una especificidad PAM alterada, menos
efectos fuera de la diana, mayor estabilidad y similares.

En algunas realizaciones, la nucleasa CRISPR puede ser una proteina CRISPR/Cas 9 tipo Il. Por ejemplo, la
nucleasa CRISPR puede ser Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9), Streptococcus thermiphilus Cas9
(StCas9), Streptococcus pasteurianus (SpaCas9), Campylobacter jejuni Cas9 (CjCas9), Staphylococcus
aureus (SaCas9), Francisella novicida Cas9 (FnCas9), Neisseria cinerea Cas9 (NcCas9), o Neisseria
meningitis Cas9 (NmCas9). En otras realizaciones, la nucleasa CRISPR puede ser una proteina CRISPR/Cpf1
de tipo V, por ejemplo, Francisella novicida Cpf1 (FnCpf1), Acidminococcus sp. Cpfl (AsCpf1), o bacteria
Lachnospiraceae ND2006 Cpf1 (LbCpf1).

En general, la nucleasa CRISPR comprende al menos un dominio de nucleasa que tiene actividad
endonucleasa. Por ejemplo, una nucleasa Cas9 comprende un dominio HNH, que escinde la cadena
complementaria del ARN guia, y un dominio RuvC, que escinde la cadena no complementaria, una proteina
Cpf1 comprende un dominio RuvC y un dominio NUC, y una nucleasa Cas13a comprende dos dominios
HNEPN. En algunas realizaciones, ambos dominios de nucleasa estan activos y la nucleasa CRISPR tiene
actividad de escisién de doble cadena (es decir, escinde ambas cadenas de una secuencia de acido nucleico
de doble cadena). En otras realizaciones, uno de los dominios de nucleasa se inactiva mediante una o mas
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mutaciones y/o deleciones, y la variante CRISPR es una nickasa que escinde una cadena de una secuencia
de 4cido nucleico de doble cadena. Por ejemplo, una o mas mutaciones en el dominio RuvC de la proteina
Cas9 (por ejemplo, D10A, D8A, E762A y/o D986A) da como resultado una nickasa HNH que corta la cadena
complementaria del ARN guia; y una o mas mutaciones en el dominio HNH de la proteina Cas9 (por ejemplo,
H840A, H559A, N854A, N856A y/o N863A) da como resultado una nickasa RuvC que corta la cadena no
complementaria del ARN guia. Mutaciones comparables pueden convertir las nucleasas Cpf1 y Cas13a en
nickasas.

(ii) Proteinas programables de modificacién del ADN con actividad no nucleasa

En realizaciones alternativas, la proteina de modificacién de ADN programable puede ser una proteina
quimérica que comprende un dominio de unién de ADN programable unido a un dominio no nucleasa. En tales
casos, el dominio de unién al ADN programable es una proteina CRISPR cataliticamente inactiva (muerta). Por
ejemplo, la proteina CRISPR cataliticamente inactiva puede ser una Cas9 cataliticamente inactiva (muerta)
(dCas9) en la que el dominio RuvC comprende una mutacion D10A, D8A, E762A y/o D986A y el dominio HNH
comprende una mutacién H840A, H559A, N854A, N865A y/o N8B3A. Alternativamente, la proteina CRISPR
cataliticamente inactiva puede ser una proteina Cpf1 cataliticamente inactiva (muerta) que comprende
mutaciones comparables en los dominios de nucleasa.

En algunas realizaciones, el dominio no nucleasa de la proteina quimérica puede ser un dominio de
modificacién epigenética, que altera la estructura del ADN o la cromatina (y puede o no alterar la secuencia de
ADN). Los ejemplos no limitantes de dominios de modificacién epigenética adecuados incluyen aquellos con
actividad de metiltransferasa de ADN (por ejemplo, citosina metiltransferasa), actividad de la ADN desmetilasa,
desaminacién del ADN (por ejemplo, citosina desaminasa, adenosina desaminasa, guanina desaminasa),
aminacién del ADN, actividad de oxidaciéon del ADN, actividad de helicasa del ADN, actividad de histona
acetiltransferasa (HAT) (por ejemplo, dominio HAT derivado de la proteina de unién a E1A p300), actividad de
histona desacetilasa, actividad de histona metiltransferasa, actividad de histona desmetilasa, actividad de
histona cinasa, actividad de histona fosfatasa, actividad de histona ubiquitina ligasa, actividad desubiquitinante
de histonas, actividad de adenilacién de histonas, actividad deadenilacién de histonas, actividad de
SUMOilacién de histonas, actividad de deSUMOilacién de histonas, actividad de ribosilacién de histonas,
actividad de desribosilacion de histonas, actividad de miristoilacién de histonas, actividad de demiristoilacion
de histonas, actividad de citrulinacion de histonas, actividad de alquilacién de histonas, actividad de
desalquilacién de histonas o actividad de oxidacién de histonas. En realizaciones especificas, el dominio de
modificacién epigenética puede comprender actividad de citidina desaminasa, actividad de histona
acetiltransferasa o actividad de ADN metiltransferasa.

En otras realizaciones, el dominio de modificacién no nucleasa de la proteina quimérica puede ser un dominio
de activacidn transcripcional o un dominio represor transcripcional. Los dominios de activacién transcripcional
adecuados incluyen, sin limite, el dominio VP16 del virus del herpes simple, VP64 (que es un derivado
tetramérico de VP16), VP160, dominios de activacién p65 de NFkB, dominios de activacién p53 1 y 2, dominios
de activacién de CREB (proteina de unién al elemento de respuesta de AMPc), dominios de activacién E2A,
dominio de activacién del factor de choque térmico humano 1 (HSF1) o dominios de activacidén NFAT (factor
nuclear de células T activadas). Los ejemplos no limitantes de dominios represores transcripcionales
adecuados incluyen dominios represores tempranos de AMPc¢ inducibles (ICER), dominios represores de caja
asociada a Kruppel (KRAB), dominios represores ricos en glicina YY1, represores similares a Sp1, represores
E(spl), represor IkB o represor de proteina 2 de unién a metil-CpG (MeCP2). Los dominios de activacién
transcripcional o represores transcripcionales pueden fusionarse genéticamente a la proteina de unién al ADN
0 unirse mediante interacciones no covalentes proteina-proteina, proteina-ARN o proteina-ADN.

En realizaciones particulares, el dominio no nucleasa de la proteina quimérica puede comprender actividad de
citidina desaminasa, actividad de histona acetiltransferasa, actividad de activacién transcripcional o actividad
de represor transcripcional.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica que tiene actividad no nucleasa puede comprender ademés al
menos una etiqueta detectable. La etiqueta detectable puede ser un fluoréforo (por ejemplo, FAM, TMR, Cy3,
Cy5, Texas Red, Oregon Green, Alexa Fluors, etiquetas Halo o un colorante fluorescente adecuado), una
etiqueta de deteccion (por ejemplo, biotina, digoxigenina y similares), puntos cuanticos o particulas de oro.

(c) Enlaces

Las proteinas de fusidn divulgadas en el presente documento comprenden al menos un dominio de proteina
que interactia con el nucleosoma unido a una proteina de modificacién de ADN programable. El enlace entre
el al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma y la proteina de modificacién de ADN
programable puede ser directo mediante un enlace quimico, o el enlace puede ser indirecto mediante un
enlazante.
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En algunas realizaciones, el al menos un dominio de proteina que interactta con el nucleosoma se puede unir
directamente a la proteina de modificacién de ADN programable mediante un enlace covalente (por ejemplo,
enlace peptidico, enlace éster y similares). Alternativamente, el enlace quimico puede ser no covalente (por
ejemplo, i6nico, electrostatico, de hidrégeno, hidrofébico, interacciones de Van der o efectos ).

En otras realizaciones, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma se puede unir a
la proteina de modificacién de ADN programable mediante un enlazante. Un enlazante es un grupo quimico
que conecta uno o0 mas grupos quimicos mediante al menos un enlace covalente. Los enlazantes adecuados
incluyen aminoécidos, péptidos, nucledtidos, acidos nucleicos, moléculas enlazantes organicas (por ejemplo,
derivados de maleimida, N-etoxibencilimidazol, acido bifenil-3,4',5-tricarboxilico, p-aminobenciloxicarbonilo y
similares), enlazantes disulfuro y enlazantes poliméricos (por ejemplo, PEG). El enlazante puede incluir uno o
mas grupos espaciadores que incluyen, pero no se limitan a, alquileno, alquenileno, alquinileno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, heteroarilo, aralquilo, aralquenilo, aralquinilo y similares. El enlazante puede
ser neutro o tener carga positiva o negativa. Ademas, el enlazante puede ser escindible de modo que el enlace
covalente del enlazante que conecta el enlazante a otro grupo quimico puede romperse o escindirse bajo
determinadas condiciones, incluyendo pH, temperatura, concentracién de sal, luz, un catalizador o una enzima.

En otras realizaciones mas, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma se puede
unir a la proteina de modificacién de ADN programable mediante enlazantes peptidicos. El enlazante peptidico
puede ser un enlazante de aminoacidos flexible (por ejemplo, que comprende aminoacidos pequefios, no
polares o polares). Los ejemplos no limitantes de enlazantes flexibles incluyen LEGGGS (SEQ ID NO: 1), TGSG
(SEQ ID NO: 2), GGSGGGSG (SEQ ID NO: 3), (GGGGS)1.4 (SEQ ID NO: 4) y (Gly)ss (SEQ ID NO: 5).
Alternativamente, el enlazante peptidico puede ser un enlazante de aminoacidos rigido. Tales enlazantes
incluyen (EAAAK)14 (SEQ ID NO: 6), A(EAAAK)2.5A (SEQ ID NO: 7), PAPAP (SEQ ID NO: 8) y (AP)e.s (SEQ ID
NO: 9). En la técnica se conocen bien ejemplos de enlazantes adecuados y hay programas para disefiar
enlazantes facilmente disponibles (Crasto et al., Protein Eng., 2000, 13(5):309-312).

El al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma se puede unir al extremo-N, al extremo-
C y/o a una ubicacidn interna de la proteina de modificacién de ADN programable. En algunas realizaciones,
al menos un dominio de proteina que interactlia con el nucleosoma se puede unir al extremo-N de la proteina
de modificacién de ADN programable. En otras realizaciones, el al menos un dominio de proteina que interactta
con el nucleosoma se puede unir al extremo-C de la proteina de modificacion de ADN programable. En otras
realizaciones mas, al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma puede estar unido al
extremo-N y al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma puede estar unido al extremo-
C de la proteina de modificacién de ADN programable.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién puede comprender un dominio de proteina que interactia con
el nucleosoma. En otras realizaciones, la proteina de fusién puede comprender dos dominios de proteina que
interactian con el nucleosoma. En otras realizaciones mas, la proteina de fusién puede comprender tres
dominios de proteina que interactlian con el nucleosoma. En realizaciones adicionales, la proteina de fusién
puede comprender cuatro, cinco 0 mas de cinco dominios de proteina que interactlan con el nucleosoma. Los
uno o méas dominios de proteina que interactian con el nucleosoma pueden ser iguales o pueden ser diferentes.

En realizaciones en las que la proteina de fusion comprende dos 0 mas dominios de proteina que interactian
con el nucleosoma, los dos o més dominios que interactian con el nucleosoma pueden estar unidos a
cualquiera de los extremos, a ambos extremos y/o a una ubicacién interna de la proteina de modificacién de
ADN programable. Los dos o mas dominios de proteina que interactian con el nucleosoma pueden ser iguales
o pueden ser diferentes. Por ejemplo, el complejo puede comprender al menos dos dominios de unidén al ADN
de HMG, al menos dos proteinas HMGN, al menos un dominio de unién al ADN de HMG y al menos una
proteina HMGN, al menos un dominio de unién al ADN de HMG o proteina HMGN y al menos un dominio
central de una variante de histona H1, al menos un dominio de unién al ADN de HMG o proteina HMGN vy al
menos un dominio de una proteina del complejo de remodelacién de cromatina, al menos un dominio de unién
al ADN de HMG o proteina HMGN, al menos un dominio central de una variante de histona H1 y al menos un
dominio de una proteina del complejo de remodelacién de cromatina, y similares.

(d) Sefial de localizacién nuclear, dominio de penetracién celular y/o dominio marcador

Las proteinas de fusion divulgadas en el presente documento comprenden al menos una sefial de localizacién
nuclear y pueden comprender ademas al menos un dominio de penetracién celular y/o un dominio marcador.

Los ejemplos no limitantes de sefiales de localizacion nuclear incluyen PKKKRKY (SEQ ID NO:10), PKKKRRV
(SEQ ID NO:11), KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO:12), YGRKKRRQRRR (SEQ ID NO:13), RKKRRQRRR
(SEQ ID NO:14), PAAKRVKLD (SEQ ID NO:15), RQRRNELKRSP (SEQ ID NO:16), VSRKRPRP (SEQ ID
NO:17), PPKKARED (SEQ ID NO:18), PQPKKKPL (SEQ ID NO:19), SALIKKKKKMAP (SEQ ID NO:20),
PKQKKRK (SEQ ID NO:21), RKLKKKIKKL (SEQ ID NO:22), REKKKFLKRR (SEQ ID NO:23),
KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK (SEQ ID NO:24), RKCLQAGMN-LEARKTKK (SEQ ID NO:2%5),
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NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQRYFAKPRNQGGY (SEQ ID NO:26), y
RMRIZFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKDEQILKRRNY (SEQ ID NO:27).

Ejemplos de  dominios de penetracién  celular  adecuados incluyen, sin limitacién,
GRKKRRQRRRPPQPKKKRKY (SEQ ID NO:28), PLSSIFSRIGDPPKKKRKY (SEQ ID NO:29),
GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKY (SEQ ID NO:30), GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKY (SEQ ID
NO:31), KETWWETWWTEWSQPKKKRKY (SEQ ID NO:32), YARAAARQARA (SEQ ID NO:33),
THRLPRRRRRR (SEQ ID NO:34), GGRRARRRRRR (SEQ ID NO:35), RRQRRTSKLMKR (SEQ ID NO:36),
GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (SEQ ID NO:37), KALAWEAKLAKALAKALAKHLAKALAKA-LKCEA
(SEQ ID NO:38), y RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:39).

Los dominios marcadores incluyen proteinas fluorescentes y etiquetas de purificacidén o epitopos. Las proteinas
fluorescentes adecuadas incluyen, sin limitacién, proteinas fluorescentes verdes (por ejemplo, GFP, eGFP,
GFP-2, tagGFP, turboGFP, Emerald, Azami Green, Azami Green monomérico, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1),
proteinas fluorescentes amarillas (por ejemplo, YFP, EYFP, Citrine, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellow1), proteinas
fluorescentes azules (por ejemplo, BFP, EBFP, EBFP2, Azurita, mKalama1, GFPuy, Zafiro, Zafiro T), proteinas
fluorescentes cian (por ejemplo, ECFP, Cerulean, CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes
rojas (por ejemplo, mKate, mKate2, mPlum, DsRed monomer, mCherry, mRFP1, DsRed-Express, DsRed2,
DsRed-Monomer, HcRed-Tandem, HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred) y proteinas
fluorescentes anaranjadas (por ejemplo, mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Kusabira-Orange monomérico,
mTangerine, tdTomato). Los ejemplos no limitantes de etiquetas de purificacién o epitopos adecuados incluyen
BxHis, FLAG®, HA GST, Myc y similares.

La al menos una sefial de localizacién nuclear, dominio de penetracién celular y/o dominio marcador se puede
ubicar en el extremo-N, el extremo-C y/o en una ubicacién interna de la proteina de fusion.

(e) Proteinas de fusién especificas

En general, el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma de la proteina de fusién se
elige entre el dominio de caja A de HMGB1, la proteina HMGNA1, la proteina HMGN2, la proteina HMGN3a, la
proteina HMGN3b, el dominio globular central de la histona H1, el dominio de unién al ADN de la proteina de
cambio de imitacion (ISWI), el dominio de unién al ADN de la proteina 1 de cromodominio-helicasa-ADN (CHD1)
o combinaciones de los mismos.

La proteina de modificacion de ADN programable de la proteina de fusién es una proteina CRISPR. Por
ejemplo, la proteina CRISPR puede ser Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9), Streptococcus thermiphilus
Cas9 (StCas9), Streptococcus pasteurianus (SpaCas9), Campylobacter jejuni Cas9 (CjCas9), Staphylococcus
aureus (SaCas9), Francisella novicida Cas9 (FnCas9), Neisseria cinerea Cas9 (NcCas9), Neisseria meningitis
Cas9 (NmCas9), Francisella novicida Cpfl (FnCpf1), Acidminococcus sp. Cpfl (AsCpfl), o bacteria
Lachnospiraceae ND2006 Cpf1 (LbCpf1).

En algunas realizaciones, la proteina de fusién tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 61-79. En general,
cualquier sustitucién de aminoacidos es conservadora, es decir, limitado a los intercambios entre miembros del
grupo 1: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; grupo 2: serina, cisteina, treonina y metionina; grupo 3:
prolina; grupo 4: fenilalanina, tirosina y triptéfano; y grupo 5: aspartato, glutamato, asparagina y glutamina. En
diversas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién tiene al menos aproximadamente
81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 0 99 % de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS:61-79. En algunas realizaciones, la
proteina de fusién tiene una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62,
SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69,
SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76,
SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, 0 SEQ ID NO:79.

(I1) Complejos

Otro aspecto de la presente divulgacién abarca complejos que comprenden al menos un sistema CRISPR (es
decir, proteina CRISPR y ARN guia) y al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma. El
al menos un dominio de proteina que interactiia con el nucleosoma esté unido a la proteina CRISPR del sistema
CRISPR (es decir, el complejo comprende una proteina de fusién CRISPR como se describe en la seccién (l)
anterior). En otros ejemplos, el al menos un dominio de proteina que interactlia con el nucleosoma se puede
unir al ARN guia del sistema CRISPR. El enlace puede ser directo o indirecto, esencialmente como se describe
anteriormente en la seccién (l)(c). Por ejemplo, un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma se
puede unir a una proteina de unién de aptameros de ARN, y el ARN guia puede comprender secuencias de
aptédmeros, de modo que la unién de la proteina de unién de aptdmeros de ARN a la secuencia de aptameros
de ARN vincula el dominio de proteina que interactla con el nucleosoma al ARN guia.
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Los dominios de proteinas que interactian con los nucleosomas se describen anteriormente en la seccién (1)(a),
y las proteinas CRISPR se detallan anteriormente en la seccién (l)(b). La proteina CRISPR puede tener
actividad nucleasa o nickasa (por ejemplo, puede ser un CRISPR/Cas9 tipo Il o un CRISPR/Cpf1 tipo V). Por
ejemplo, un complejo puede comprender una nucleasa CRISPR, o un complejo puede comprender dos
nickasas CRISPR. Alternativamente, la proteina CRISPR puede modificarse para que carezca de toda actividad
de nucleasa y unirse a dominios no nucleasa (por ejemplo, dominios que tienen actividad de citosina
desaminasa, actividad de acetiltransferasa de histona, actividad de activacién transcripcional o actividad de
represor transcripcional). En algunas realizaciones, el dominio no nucleasa también puede estar unido a una
proteina de unién a aptdmero de ARN.

Un ARN guia comprende (i) un ARN CRISPR (crRNA) que contiene una secuencia guia en el extremo 5' que
se hibrida con una secuencia diana y (ii) una secuencia crRNA transaccional (tracrRNA) que interactia con la
proteina CRISPR. La secuencia guia de crRNA de cada ARN guia es diferente (es decir, es especifica de la
secuencia). La secuencia de tracrRNA es generalmente la misma en los ARN guia disefiados para formar
complejos con una proteina CRISPR de una especie bacteriana particular.

La secuencia guia de crRNA esté disefiada para hibridar con una secuencia diana (es decir, protoespaciador)
que esta bordeado por un motivo adyacente al protoespaciador (PAM) en una secuencia de doble cadena. Las
secuencias PAM para las proteinas Cas9 incluyen 5-NGG, 5-NGGNG, 5'-NNAGAAW y 5-ACAY, y las
secuencias PAM para Cpf1 incluyen 5'-TTN (en la que N se define como cualquier nucleétido, W se define ya
seacomo Ao T, eY se define como C o T). En general, la complementariedad entre la secuencia guia de crRNA
y la secuencia diana es al menos del 80 %, al menos del 85 %, al menos del 90 %, al menos del 95 % o al
menos del 99 %. En realizaciones especificas, la complementariedad es completa (es decir, 100 %). En
diversas realizaciones, la longitud de la secuencia guia de crRNA puede variar desde aproximadamente 15
nucleétidos hasta aproximadamente 25 nucledtidos. Por ejemplo, la secuencia guia de crRNA puede tener
aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucleétidos de longitud. En realizaciones
especificas, el crRNA puede tener una longitud de aproximadamente 19, 20, 21 o 22 nucleétidos.

El crRNAy el tracrRNA comprenden secuencias repetidas que forman una o mas estructuras de un bucle de
tallo, que pueden interactuar con la proteina CRISPR. La longitud de cada bucle y tallo puede variar. Por
ejemplo, el uno o mas bucles pueden variar en longitud desde aproximadamente 3 a aproximadamente 10
nucledétidos, y el uno o mas tallos pueden variar en longitud desde aproximadamente 6 a aproximadamente 20
pares de bases. El uno o més tallos pueden comprender una o més protuberancias de 1 a aproximadamente
10 nucledtidos.

El crRNA puede variar en longitud desde aproximadamente 25 nucleétidos hasta aproximadamente 100
nucleétidos. En diversas realizaciones, el crRNA puede variar en longitud que varia desde aproximadamente
25 a aproximadamente 50 nucleétidos, desde aproximadamente 590 a aproximadamente 75 nucleétidos, o
desde aproximadamente 75 a aproximadamente 100 nucleétidos. El tracrRNA puede variar en longitud desde
aproximadamente 50 nucledtidos hasta aproximadamente 300 nucleétidos. En diversas realizaciones, el
tracrRNA puede variar en longitud desde aproximadamente 50 a aproximadamente 90 nucledtidos, desde
aproximadamente 90 a aproximadamente 110 nucleétidos, desde aproximadamente 110 a aproximadamente
130 nucleétidos, desde aproximadamente 130 a aproximadamente 150 nucleétidos, desde aproximadamente
150 a aproximadamente 170 nucleétidos, desde aproximadamente 170 a aproximadamente 200 nucledtidos,
desde aproximadamente 200 a aproximadamente 250 nucleétidos, o desde aproximadamente 250 a
aproximadamente 300 nucleétidos.

La secuencia de tracrRNA en el ARN guia generalmente se basa en la secuencia codificante del tracrRNA de
tipo salvaje en la especie bacteriana de interés. En algunas realizaciones, la secuencia de tracrRNA de tipo
salvaje (o la regién de repeticién constante de crRNA y la regién 5' correspondiente del tracrRNA que forma
una estructura duplex con la regién de repeticidon constante de crRNA) se puede modificar para facilitar la
formacién de la estructura secundaria, aumentar la estabilidad de la estructura secundaria, facilitar la expresién
en células eucariotas, aumentar la eficiencia de edicién, etcétera. Por ejemplo, se pueden introducir uno o mas
cambios de nucleétidos en la secuencia de ARN guia constante (véase el ejemplo 8, a continuacion).

EIARN guia puede ser una sola molécula (es decir, un tnico ARN guia 0 ARNgu), en el que la secuencia crRNA
esta unida a la secuencia tracrRNA. Alternativamente, el ARN guia puede ser dos moléculas separadas. Una
primera molécula que comprende la secuencia guia de crRNA en el extremo 5' y una secuencia adicional en el
extremo 3' que es capaz de aparear las bases con el extremo 5' de una segunda molécula, en la que la segunda
molécula comprende una secuencia 5' que es capaz de aparear las bases con el extremo 3' de la primera
molécula, asi como una secuencia de tracrRNA adicional. En algunas realizaciones, el ARN guia de los
sistemas CRISPR/Cpf1 tipo V puede comprender solo crRNA.

En algunas realizaciones, la una o mas regiones de tallo-bucle del ARN guia se pueden modificar para
comprender una o més secuencias de aptameros (Konermann et al., Nature, 2015, 517(7536):583-588; Zalatan
et al,, Cell, 2015, 160(1-2):339-50). Los ejemplos de dominios de proteina de aptdmero de ARN adecuados
incluyen la proteina de cubierta MS2 (MCP), la proteina de cubierta del bacteriéfago PP7 (PCP), la proteina
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Com del bacteriéfago Mu, la proteina N22 del bacteriéfago lambda, la proteina de unién al tallo-bucle (SLBP),
la proteina 1 relacionada con el sindrome de retraso mental del cromosoma X fragil (FXR1), proteinas derivadas
del bacteriéfago tales como AP205, BZ13, f1, f2, fd, fr, ID2, JP34/GA, JP501, JP34, JP500, KU1, M11, M12,
MX1, NL95, PP7, ¢Cb5, Cb8r, Cb12r, Cb23r, QB, R17, SP-B, TW18, TW19 y VK, fragmentos de los mismos
o derivados de los mismos. La longitud de la secuencia de aptadmero adicional puede variar desde
aproximadamente 20 nucleétidos hasta aproximadamente 200 nucledtidos.

El ARN guia puede comprender ribonucleétidos estandar, ribonucleétidos modificados (por ejemplo,
pseudouridina), isomeros de ribonucleétidos y/o analogos de ribonucleétidos. En algunas realizaciones, el ARN
guia puede comprender ademas al menos una etiqueta detectable. La etiqueta detectable puede ser un
fluoréforo (por ejemplo, FAM, TMR, Cy3, Cy5, Texas Red, Oregon Green, Alexa Fluors, etiquetas Halo o un
colorante fluorescente adecuado), una etiqueta de deteccién (por ejemplo, biotina, digoxigenina y similares),
puntos cuénticos o particulas de oro. Los expertos en la técnica estdn familiarizados con el disefio y la
construccién de gRNA, por ejemplo, las herramientas de disefio de gRNA estan disponibles en internet o en
fuentes comerciales.

EIARN guia se puede sintetizar quimicamente, sintetizar enzimaticamente o mediante una combinacién de los
mismos. Por ejemplo, el ARN guia se puede sintetizar utilizando métodos de sintesis en fase sélida basados
en fosforamidita estandar. Alternativamente, el ARN guia se puede sintetizar in vitro mediante la unidén operativa
del ADN que codifica el ARN guia a una secuencia de control del promotor que es reconocida por una ARN
polimerasa del fago. Los ejemplos de secuencias promotoras de fagos adecuadas incluyen secuencias
promotoras T7, T3, SP6 o variaciones de las mismas. En realizaciones en las que el ARN guia comprende dos
moléculas separadas (es decir., crRNA y tracrRNA), el crRNA se puede sintetizar quimicamente y el tracrRNA
se puede sintetizar enziméticamente.

En algunas realizaciones, el complejo puede comprender al menos un dominio de proteina que interactlia con
el nucleosoma como se describié anteriormente en la seccién (l)(a) unido a cualquiera de las proteinas de
modificacién de ADN programables como se describié anteriormente en la seccién (1)(b).

(1) Acidos nucleicos

Un aspecto adicional de la presente divulgacion proporciona acidos nucleicos que codifican las proteinas de
fusién descritas anteriormente en la seccién (l) y los complejos CRISPR descritos en la seccién (lI). Los
complejos CRISPR pueden estar codificados por acidos nucleicos individuales o multiples. Los acidos nucleicos
pueden ser ADN o ARN, lineales o circulares, de cadena Unica o de doble cadena. EIARN o el ADN se pueden
optimizar mediante codones para una traduccién eficiente en proteina en la célula eucariota de interés. Los
programas de optimizacién de codones estan disponibles como software gratuito o de fuentes comerciales.

En algunas realizaciones, el 4cido nucleico que codifica la proteina de fusién o los componentes proteicos del
complejo CRISPR pueden ser ARN. EI ARN puede sintetizarse enzimaticamente in vitro. Para ello, el ADN que
codifica la proteina de interés se puede unir operativamente a una secuencia promotora que es reconocida por
una ARN polimerasa del fago para la sintesis de ARN /n vitro. Por ejemplo, la secuencia promotora puede ser
una secuencia promotora T7, T3 0 SP6 o una variacién de una secuencia promotora T7, T3 o SP6. EIADN que
codifica la proteina puede ser parte de un vector, como se detalla a continuacién. En tales realizaciones, el
ARN transcrito in vitro se puede purificar, adicionar la caperuza y/o poliadenilar. En otras realizaciones, el ARN
que codifica la proteina de fusién o el componente proteico del complejo puede ser parte de un ARN
autorreplicante (Yoshioka et al., Cell Stem Cell, 2013, 13:246-254). EI ARN autorreplicante puede derivarse de
un replicén de ARN del virus de la encefalitis equina venezolana (EEV) autorreplicante y no infeccioso, que es
un ARN monocatenario de sentido positivo que es capaz de autorreplicarse durante un numero limitado de
divisiones celulares y que puede modificarse para codificar proteinas de interés (Yoshioka et al., Cell Stem Cell,
2013, 13:246-254).

En otras realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina de fusién o la proteina CRISPR y el ARN guia
del complejo puede ser ADN. La secuencia codificante de ADN se puede unir operativamente a al menos una
secuencia de control del promotor para la expresién en la célula de interés. En determinadas realizaciones, la
secuencia codificante de ADN se puede unir operativamente a una secuencia promotora para la expresién de
la proteina o ARN en células de bacterias (por ejemplo, E. coli) o eucariotas (por ejemplo, células de levadura,
de insecto o de mamifero. Los promotores bacterianos adecuados incluyen, sin limite, promotores T7,
promotores /ac del operdn, promotores trp, promotores tac (que son hibridos de promotores trp y lac),
variaciones de cualquiera de los anteriores y combinaciones de cualquiera de los anteriores. Los ejemplos no
limitantes de promotores Pol |l eucariotas adecuados incluyen promotores constitutivos, regulados o
especificos de células o tejidos. Las secuencias de control del promotor constitutivo eucariota adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, el promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV), el promotor del virus
de los simios (SV40), el promotor tardio principal del adenovirus, el promotor del virus del sarcoma de Rous
(RSV), el promotor del virus del tumor mamario del raton (MMTV), el promotor de la fosfoglicerato cinasa (PGK),
el promotor del factor de elongacién (ED1)-alfa, promotores de ubiquitina, promotores de actina, promotores
de tubulina, promotores de inmunoglobulina, fragmentos de los mismos o combinaciones de cualquiera de los
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anteriores. Los ejemplos de secuencias de control de promotor reguladas eucariotas adecuadas incluyen, sin
limitacién, aquellos regulados por choque térmico, metales, esteroides, antibiéticos o alcohol. Los ejemplos no
limitantes de promotores especificos de tejido incluyen el promotor B29, el promotor CD14, el promotor CD43,
el promotor CD45, el promotor CD68, el promotor de desmina, el promotor de elastasa-1, el promotor de
endoglina, el promotor de fibronectina, el promotor Fit-1, el promotor GFAP, el promotor GPIIb, el promotor
ICAM-2, el promotor INF-B, el promotor Mb, el promotor Nphsl, el promotor OG-2, el promotor SP-B, el promotor
SYN1 y el promotor WASP. La secuencia promotora puede ser de tipo salvaje o puede modificarse para una
expresidon mas eficiente o eficaz. En algunas realizaciones, la secuencia codificante de ADN también puede
estar unida a una sefial de poliadenilacién (por ejemplo, sefial poliA de SV40, sefial poliA de la hormona de
crecimiento bovino (BGH), etc.) y/o al menos una secuencia de terminacién transcripcional. La secuencia que
codifica el ARN guia estd unida operativamente a una secuencia de control del promotor Pol Ill para su
expresion en células eucariotas. Los ejemplos de promotores Pol |l adecuados incluyen, pero no se limitan a,
los promotores de ARN de mamiferos U6, U3, H1 y 7SL. En algunas situaciones, la proteina de fusién o los
componentes del complejo pueden purificarse a partir de células bacterianas o eucariotas.

En diversas realizaciones, el acido nucleico que codifica la proteina de fusién o la proteina CRISPR y el ARN
guia del complejo pueden estar presentes en un vector. Los vectores adecuados incluyen vectores plasmidicos,
vectores virales y ARN autorreplicante (Yoshioka et al.,, Cell Stem Cell, 2013, 13:246-254). En algunas
realizaciones, el 4cido nucleico que codifica la proteina de fusién o los componentes del complejo pueden estar
presentes en un vector plasmidico. Los ejemplos no limitantes de vectores plasmidicos adecuados incluyen
pUC, pBR322, pET, pBluescript y variantes de los mismos. En otras realizaciones, el acido nucleico que codifica
la proteina de fusién o los componentes del complejo o puede ser parte de un vector viral (por ejemplo, vectores
lentivirales, vectores virales adenoasociados, vectores adenovirales, etc.). El pldsmido o vector viral puede
comprender secuencias de control de expresién adicionales (por ejemplo, secuencias potenciadoras,
secuencias Kozak, secuencias de poliadenilacién, secuencias de terminacién transcripcional, efc..), secuencias
marcadoras seleccionables (por ejemplo, genes de resistencia a antibiéticos), origenes de replicacién y
similares. Informacién adicional sobre los vectores y el uso de los mismos se puede encontrar en "Current
Protocols in Molecular Biology" Ausubel et al., John Wiley & Sons, New York, 2003 o "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual" Sambrook & Russell, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, 3rd edition, 2001.

(IV) Kits

Un aspecto adicional de la presente divulgacién proporciona kits que comprenden la al menos una de las
proteinas de fusién detalladas anteriormente en la seccién (1), al menos uno de los complejos CRISPR descritos
anteriormente en la seccién (I1), y/o al menos uno de los &cidos nucleicos descritos anteriormente en la seccién
(). Los kits pueden comprender ademas reactivos de transfecciéon, medios de crecimiento celular, medios de
seleccién, reactivos de transcripcidén in vitro, reactivos de purificacién de acidos nucleicos, reactivos de
purificacién de proteinas, soluciones reguladoras y similares. Los kits proporcionados en el presente documento
generalmente incluyen instrucciones para llevar a cabo los métodos que se detallan a continuacién. Las
instrucciones incluidas en los kits pueden estar adheridas al material de embalaje o pueden incluirse como un
prospecto. Si bien las instrucciones por lo general son materiales escritos o impresos, no se limitan a estos.
Esta divulgacién contempla cualquier medio capaz de almacenar tales instrucciones y comunicarlas a un
usuario final. Tales medios incluyen, pero no se limitan a, medios de almacenamiento electrénicos (por ejemplo,
discos magnéticos, cintas, cartuchos, chips), medios épticos (por ejemplo, CD ROM) y similares. Como se
utiliza en el presente documento, el término "instrucciones” puede incluir la direccién de un sitio de Internet que
proporciona las instrucciones.

(V) Células

La presente divulgacion también proporciona células que comprenden la al menos una de las proteinas de
fusién detalladas anteriormente en la seccién (), al menos uno de los complejos CRISPR descritos
anteriormente en la seccién (I1), y/o al menos uno de los &cidos nucleicos descritos anteriormente en la seccién
(Il1). En general, la célula es una célula eucariota. Por ejemplo, la célula puede ser una célula humana, una
célula de un mamifero no humano, una célula de un vertebrado no mamifero, una célula de un invertebrado,
una célula de un insecto, una célula vegetal, una célula de levadura o un organismo eucariota unicelular.

(V1) Métodos para aumentar la eficiencia de la modificacién gendémica, transcripcional o epigenética dirigida

Otro aspecto de la presente divulgacién abarca métodos para aumentar la eficiencia de la modificacién
gendmica dirigida, la modificacion transcripcional dirigida o la modificacién epigenética dirigida en células
eucariotas aumentando la accesibilidad de una proteina de modificacién de ADN programable a su secuencia
diana en el ADN cromosémico. En algunas realizaciones, el método comprende introducir en la célula eucariota
de interés al menos una de las proteinas de fusion descritas anteriormente en la seccién (I), al menos uno de
los complejos CRISPR descritos anteriormente en la seccién (Il), o un acido nucleico que codifica la al menos
una proteina de fusién o complejo CRISPR como se describi6 anteriormente en la seccidn (l11), y opcionalmente,
un polinucleétido donante.
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La proteina de modificacién de ADN programable de la proteina de fusion estad disefiada para reconocer y
unirse a una secuencia diana en el ADN cromosémico, y el uno o mas dominios de proteina que interactian
con el nucleosoma de la proteina de fusién interactian con nucleosomas en o cerca de la secuencia diana para
alterar o remodelar la estructura nucleosémica y/o de la cromatina. Como consecuencia, la proteina de
modificacién del ADN tiene mayor acceso a la secuencia cromosdémica diana, de manera que aumenta la
eficiencia de la modificacién por parte de la proteina de modificacién del ADN. En realizaciones especificas, la
proteina de fusidén comprende al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma unido a una
nucleasa CRISPR, de manera que las interacciones entre el o los dominios de proteina que interactian con el
nucleosoma y los nucleosomas/cromatina en o cerca de la secuencia diana aumentan la eficiencia de las
modificaciones gendmicas dirigidas (véanse los ejemplos 1-8).

De este modo, los métodos divulgados en el presente documento pueden aumentar la eficiencia de la edicién
gendmica dirigida (por ejemplo, correcciones genéticas, inactivaciones genéticas, inserciones genéticas y
similares), modificaciones epigenéticas dirigidas y regulacién transcripcional dirigida.

(a) Introduccién en la célula

Como se mencioné anteriormente, el método comprende introducir en la célula al menos una proteina de fusion,
al menos un complejo CRISPR o &cido(s) nucleico(s) que codifican dicha proteina de fusién o complejo CRISPR
(y, opcionalmente, un polinucleétido donante). La al menos una proteina de fusién, complejo CRISPR o &cido(s)
nucleico(s) se pueden introducir en la célula de interés mediante una variedad de medios.

En algunas realizaciones, la célula puede transfectarse con las moléculas apropiadas (es decir, proteina, ADN
y/o ARN). Los métodos de transfeccién adecuados incluyen la nucleofeccién (o electroporacién), la transfeccién
mediada por fosfato de calcio, la transfeccion con polimeros catiénicos (por ejemplo, DEAE-dextrano o
polietilenimina), transduccién viral, transfeccién de virosomas, transfeccién de viriones, transfeccion de
liposomas, transfeccidn de liposomas catidnicos, transfeccién de inmunoliposomas, transfeccién de lipidos no
liposomales, transfeccion de dendrimeros, transfeccién de choque térmico, magnetofeccion, lipofeccién,
administraciéon de pistola genética, impalefeccién, sonoporacion, transfeccién 6ptica y captaciéon de acidos
nucleicos potenciada por agentes patentados. Los métodos de transfeccién son bien conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, "Current Protocols in Molecular Biology" Ausubel et al., John Wiley & Sons, New York,
2003 o "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" Sambrook & Russell, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY, 3rd edition, 2001). En otras realizaciones, las moléculas pueden introducirse en la célula mediante
microinyeccién. Por ejemplo, las moléculas pueden inyectarse en el citoplasma o en los nlcleos de las células
de interés. La cantidad de cada molécula introducida en la célula puede variar, pero los expertos en la técnica
estan familiarizados con los medios para determinar la cantidad apropiada.

Las diversas moléculas pueden introducirse en la célula de forma simultanea o secuencial. Por ejemplo, la
proteina de fusién o el complejo CRISPR (o acidos nucleicos codificantes) y el polinucleétido donante pueden
introducirse al mismo tiempo. Alternativamente, uno puede introducirse primero y luego el otro puede
introducirse mas tarde en la célula.

En general, la célula se mantiene en condiciones apropiadas para el crecimiento y/o mantenimiento celular. Las
condiciones adecuadas de cultivo celular son bien conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en
Santiago et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2008, 105:5809-5814; Moehle et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2007, 104:3055-3060; Urnov et al., Nature, 2005, 435:646-651; y Lombardo et al., Nat. Biotechnol., 2007,
25:1298-1306. Los expertos en la técnica apreciaran que los métodos para cultivar células son conocidos en
la técnica y pueden variar y variaran dependiendo del tipo de célula. La optimizacién de rutina se puede utilizar,
en todos los casos, para determinar las mejores técnicas para un tipo de célula particular.

(b) Modificacién genémica o epigenética dirigida

El uno o mas dominios de proteina que interactian con el nucleosoma de la proteina de fusién o el complejo
CRISPR interacttan con nucleosomas y/o ADN cromosdmico en o cerca de la secuencia cromosdmica diana
de tal manera que la estructura nucleosémica y/o de la cromatina se altera/remodela, aumentando asi la
accesibilidad de la proteina de modificacién de ADN programable de la proteina de fusién o la proteina CRISPR
del complejo CRISPR a la secuencia cromosémica diana. Un mayor acceso a la secuencia cromosémica diana
da como resultado una mayor frecuencia/eficiencia de la modificacién genémica, transcripcional o epigenética
dirigida.

En realizaciones en las que la proteina de fusién comprende una proteina de modificacién de ADN programable
que tiene actividad de nucleasa, la proteina de fusiéon puede escindir una o0 ambas cadenas de la secuencia
cromosémica diana. Las roturas de doble cadena se pueden reparar mediante un procedimiento de reparacién
de unién de extremos no homdlogos (NHEJ). Debido a que NHEJ es propenso a errores, las indeles (es decir,
deleciones o inserciones) de al menos un par de bases, sustituciones de al menos un par de bases o
combinaciones de las mismas pueden ocurrir durante la reparacién de la rotura. De acuerdo con lo anterior, la
secuencia cromosémica diana puede modificarse, mutarse o inactivarse. Por ejemplo, una delecién, insercién
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o sustituciéon en el marco de lectura de una secuencia codificante puede dar lugar a un producto proteico
alterado o a ningun producto proteico (que se denomina "inactivaciéon"). En algunas iteraciones, el método
puede comprender ademés la introduccidén en la célula de un polinucleétido donante (véase a continuacién)
que comprende una secuencia donante que esta flanqueada por una secuencia que tiene una identidad de
secuencia sustancial con las secuencias ubicadas a cada lado de la secuencia cromosdémica diana, de modo
que durante la reparacion de la rotura de doble cadena mediante un procedimiento de reparacién dirigida por
homologia (HDR), la secuencia donante en el polinucleétido donante puede intercambiarse con o integrarse en
la secuencia cromosdémica en la secuencia cromosdmica diana. La integracién de una secuencia exégena se
denomina "insercion".

En diversas iteraciones, por lo tanto, la eficiencia de la modificacién genémica dirigida se puede aumentar al
menos aproximadamente 0.1 vez, al menos aproximadamente 0.5 veces, al menos aproximadamente 1 vez, al
menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces,
o al menos aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos aproximadamente 100
veces, 0 mas de aproximadamente 100 veces en relacion con la proteina de modificacién de ADN programable
parental que no estéa vinculada a al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma.

En realizaciones en las que la proteina de fusién comprende una proteina de modificacién de ADN programable
que tiene actividad no nucleasa, la proteina de fusiéon puede modificar el ADN o las proteinas asociadas en la
secuencia cromosémica diana o modificar la expresién de la secuencia cromosémica diana. Por ejemplo,
cuando la proteina de modificacién de ADN programable comprende actividad de modificacién epigenética, el
estado de acetilacion, metilacién, fosforilacidn y adenilacion de las histonas, efc. se puede modificar o se puede
modificar el estado de metilacién, aminacién del ADN, etc. A modo de ejemplo, en realizaciones en las que la
proteina de modificacién de ADN programable comprende actividad de citidina desaminasa, uno o mas residuos
de citidina en la secuencia cromosémica diana pueden convertirse en residuos de uridina. Alternativamente,
cuando la proteina de modificacién de ADN programable comprende activacién transcripcional o actividad
represora, la transcripcién en la secuencia cromosdmica diana puede aumentarse o disminuirse.

La modificacién epigenética o regulacién transcripcional resultante se puede incrementar al menos
aproximadamente 0.1 vez, al menos aproximadamente 0.5 veces, al menos aproximadamente 1 vez, al menos
aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, o al
menos aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos aproximadamente 100
veces, 0 mas de aproximadamente 100 veces en relacion con la proteina de modificacién de ADN programable
parental que no estéa vinculada a al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma.

Las modificaciones gendmicas, transcripcionales y epigenéticas dirigidas detalladas anteriormente se pueden
realizar de forma individual o multiplexada (es decir, se pueden seleccionar dos o mas secuencias
cromosémicas simultdneamente).

(c) Polinucleétido donante opcional

En realizaciones en las que la proteina de fusién comprende una proteina de modificacién de ADN programable
que tiene actividad de nucleasa, el método puede comprender ademaés la introduccién de al menos un
polinucleétido donante en la célula. El polinucledtido donante puede ser monocatenario o de doble cadena,
lineal o circular, yJo ARN o ADN. En algunas realizaciones, el polinucleétido donante puede ser un vector, por
ejemplo, un vector plasmidico.

El polinucleétido donante comprende al menos una secuencia donante. En algunos aspectos, la secuencia
donante del polinucleétido donante puede ser una versibn modificada de una secuencia cromosémica
endbgena o nativa. Por ejemplo, la secuencia donante puede ser esencialmente idéntica a una porcién de la
secuencia cromosdmica en o cerca de la secuencia a la que se dirige la proteina de modificacién de ADN, pero
que comprende al menos un cambio de nucledtido. De este modo, tras la integracidén o el intercambio con la
secuencia nativa, la secuencia en la ubicacién cromosdémica diana comprende al menos un cambio de
nucleétido. Por ejemplo, el cambio puede ser una insercién de uno o mas nucleétidos, una delecién de uno o
mas nucleétidos, una sustitucién de uno o mas nucleétidos o combinaciones de los mismos. Como
consecuencia de la integracién de la "correccién genética" de la secuencia modificada, la célula puede producir
un producto genético modificado a partir de la secuencia cromosdmica diana.

En otros aspectos, la secuencia donante del polinucleétido donante puede ser una secuencia exégena. Como
se utiliza en el presente documento, una secuencia "exégena" se refiere a una secuencia que no es nativa de
la célula, o una secuencia cuya ubicacién nativa esté4 en una ubicacién diferente en el genoma de la célula. Por
ejemplo, la secuencia exbgena puede comprender una secuencia codificante de proteina, que puede estar
vinculada operativamente a una secuencia de control de promotor exégeno de tal manera que, tras la
integracién en el genoma, la célula sea capaz de expresar la proteina codificada por la secuencia integrada.
Alternativamente, la secuencia exdgena puede integrarse en la secuencia cromosémica de tal manera que su
expresidn esté regulada por una secuencia de control del promotor endégeno. En ofras iteraciones, la
secuencia exégena puede ser una secuencia de control transcripcional, otra secuencia de control de expresién,
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una secuencia codificante de ARN, etc. Como se sefialé anteriormente, la integracién de una secuencia
exdgena en una secuencia cromosémica se denomina "insercion".

Como podran apreciar los expertos en la técnica, la longitud de la secuencia donante puede variar y variaré.
Por ejemplo, la secuencia donante puede variar en longitud desde unos pocos nucleétidos hasta cientos de
nucleétidos o cientos de miles de nucledtidos.

Por lo general, la secuencia donante en el polinucleétido donante esta flanqueada por una secuencia corriente
arriba y una secuencia corriente abajo, que tienen una identidad de secuencia sustancial con las secuencias
ubicadas corriente arriba y corriente abajo, respectivamente, de la secuencia a la que se dirige la proteina de
modificacién de ADN programable. Debido a estas similitudes de secuencia, las secuencias corriente arriba y
corriente abajo del polinucledtido donante permiten la recombinacién homoéloga entre el polinucleétido donante
y la secuencia cromosdmica diana, de manera que la secuencia donante puede integrarse en (o intercambiarse
con) la secuencia cromosdmica.

La secuencia corriente arriba, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una secuencia de acido
nucleico que comparte una identidad de secuencia sustancial con una secuencia cromosémica corriente arriba
de la secuencia a la que se dirige la proteina de modificacién de ADN programable. De manera similar, la
secuencia corriente abajo se refiere a una secuencia de acido nucleico que comparte una identidad de
secuencia sustancial con una secuencia cromosémica corriente abajo de la secuencia a la que se dirige la
proteina de modificacién de ADN programable. Como se utiliza en el presente documento, la frase "identidad
de secuencia sustancial" se refiere a secuencias que tienen al menos aproximadamente un 75 % de identidad
de secuencia. De este modo, las secuencias corriente arriba y corriente abajo en el polinucleétido donante
pueden tener aproximadamente un 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86
%, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia
con la secuencia corriente arriba o corriente abajo a la secuencia diana. En una realizaciéon de ejemplo, las
secuencias corriente arriba y corriente abajo en el polinucleétido donante pueden tener aproximadamente un
95 % o un 100 % de identidad de secuencia con las secuencias cromosémicas corriente arriba o corriente abajo
a la secuencia a la que se dirige la proteina de modificacién de ADN programable.

En algunas realizaciones, la secuencia corriente arriba comparte una identidad de secuencia sustancial con
una secuencia cromosémica ubicada inmediatamente corriente arriba de la secuencia a la que se dirige la
proteina de modificacién de ADN programable. En otras realizaciones, la secuencia corriente arriba comparte
una identidad de secuencia sustancial con una secuencia cromosémica que se encuentra dentro de
aproximadamente cien (100) nucleétidos corriente arriba de la secuencia diana. De este modo, por ejemplo, la
secuencia corriente arriba puede compartir una identidad de secuencia sustancial con una secuencia
cromosdmica que se encuentra aproximadamente entre 1 y aproximadamente 20, aproximadamente entre 21
y aproximadamente 40, aproximadamente entre 41 y aproximadamente 60, aproximadamente entre 61 y
aproximadamente 80, o aproximadamente entre 81 y aproximadamente 100 nucleétidos corriente arriba de la
secuencia diana. En algunas realizaciones, la secuencia corriente abajo comparte una identidad de secuencia
sustancial con una secuencia cromos6mica ubicada inmediatamente corriente abajo de la secuencia a la que
se dirige la proteina de modificacién de ADN programable. En otras realizaciones, la secuencia corriente abajo
comparte una identidad de secuencia sustancial con una secuencia cromosdmica que se encuentra dentro de
aproximadamente cien (100) nucleétidos corriente abajo de la secuencia diana. De este modo, por ejemplo, la
secuencia corriente abajo puede compartir una identidad de secuencia sustancial con una secuencia
cromosdmica que se encuentra aproximadamente entre 1 y aproximadamente 20, aproximadamente entre 21
y aproximadamente 40, aproximadamente entre 41 y aproximadamente 60, aproximadamente entre 61 y
aproximadamente 80, o aproximadamente entre 81 y aproximadamente 100 nucleétidos corriente abajo de la
secuencia diana.

Cada secuencia corriente arriba o corriente abajo puede variar en longitud desde aproximadamente 20
nucleétidos hasta aproximadamente 5000 nucleétidos. En algunas realizaciones, las secuencias corriente
arriba y corriente abajo pueden comprender aproximadamente 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500, 2600, 2800,
3000, 3200, 3400, 3600, 3800, 4000, 4200, 4400, 4600, 4800 o 5000 nucleétidos. En realizaciones especificas,
las secuencias corriente arriba y corriente abajo pueden variar en longitud desde aproximadamente 50 a
aproximadamente 1500 nucleétidos.

(d) Tipos de células

Una variedad de células son adecuadas para su uso en los métodos divulgados en el presente documento. En
general, la célula es una célula eucariota. Por ejemplo, la célula puede ser una célula humana, una célula de
un mamifero no humano, una célula de un vertebrado no mamifero, una célula de un invertebrado, una célula
de un insecto, una célula vegetal, una célula de levadura o un organismo eucariota unicelular. En algunas
realizaciones, la célula también puede ser un embrién unicelular no humano. Por ejemplo, un embrién de
mamifero no humano, incluidos embriones de rata, hamster, roedor, conejo, felino, canino, ovino, porcino,
bovino, equino y primate. En otras realizaciones mas, la célula puede ser una célula madre, tal como células
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madre embrionarias, células madre tipo ES, células madre fetales, células madre adultas y similares. En una
realizacién, la célula madre no es una célula madre embrionaria humana. Ademés, las células madre pueden
incluir aquellas obtenidas mediante las técnicas divulgadas en los documentos W02003/046141, o Chung et
al. (Cell Stem Cell, 2008, 2:113-117). La célula puede ser in vitro. En realizaciones de ejemplo, la célula es una
célula de mamifero o una linea celular de mamifero. En realizaciones particulares, la célula es una célula
humana o una linea celular humana.

Ejemplos no limitantes de células o lineas celulares de mamiferos adecuadas incluyen células de rifién
embrionario humano (HEK293, HEK293T); células de carcinoma cervical humano (HELA); células de pulmén
humano (W138); células de higado humano (Hep G2); células de osteosarcoma U2-OS humano, células A549
humanas, células A-431 humanas y células K562 humanas; células de ovario de hamster chino (CHO), células
de rifidn de hamster bebé (BHK); células de mieloma NSO de ratdn, células de fibroblastos embrionarios de
raton 3T3 (NIH3T3), células de linfoma B A20 de ratén; células de melanoma B16 de ratdn; células de
mioblastos C2C12 de ratén; células de mieloma SP2/0 de ratén; células mesenquimales embrionarias de ratén
C3H-10T1/2; células de carcinoma CT26 de ratén, células DuCuP de préstata de ratén; células EMT6 de mama
de ratén; células de hepatoma Hepalcic/ de ratdn; células de mieloma de ratdén J5582; células epiteliales
MTD-1A de ratén; células MyEnd de miocardio de ratén; células RenCa renales de ratén; células RIN-5F
pancreaticas de ratén; células X64 de melanoma de ratdn; células YAC-1 de linfoma de ratdn; células 9L de
glioblastoma de rata; células RBL de linfoma B de rata; células B35 de neuroblastoma de rata; células de
hepatoma de rata (HTC); células BRL 3A de higado de rata bufalo; células de rifidn canino (MDCK), células
mamarias caninas (CMT); células D17 de osteosarcoma de rata; células DH82 de monocitos/macréfagos de
rata; células de fibroblastos transformados SV-40 de riidén de mono (COS7), células CVI-76 de rifidn de mono;
células de rifidn de mono verde africano (VERO-76). Se puede encontrar una lista extensa de lineas celulares
de mamiferos en the American Type Culture Collection catalog (ATCC, Manassas, VA).

(VII) Métodos para detectar loci gendmicos especificos

En realizaciones en las que la proteina de fusién comprende una modificacion de ADN programable que tiene
actividad no nucleasa o el complejo CRISPR comprende una proteina CRISPR cataliticamente inactiva que
tiene actividad no nucleasa, dicha proteina de fusién o complejo CRISPR se puede utilizar en métodos para
detectar o visualizar loci genémicos especificos en células eucariotas. En tales realizaciones, la proteina de
fusién o proteina CRISPR del complejo comprende ademés al menos una etiqueta detectable, tal como un
fluoréforo (por ejemplo, FAM, TMR, Cy3, Cy5, Texas Red, Oregon Green, Alexa Fluors, etiquetas Halo o
colorante fluorescente adecuado), una etiqueta de deteccién (por ejemplo, biotina, digoxigenina y similares),
puntos cuanticos o particulas de oro. Alternativamente, el ARN guia del complejo CRISPR puede comprender
ademas una etiqueta detectable para deteccion in situ (por ejemplo, FISH o CISH). El al menos un dominio de
proteina que interactta con el nucleosoma de la proteina de fusién o complejo CRISPR aumenta el acceso de
la proteina de modificacién de ADN programable o proteina CRISPR que tiene actividad no nucleasa a la
secuencia cromosémica diana, potenciando asi la deteccién de loci genémicos especificos o secuencias
cromosémicas diana.

El método comprende introducir en la célula eucariota la proteina de fusién marcada de forma detectable, el
complejo CRISPR marcado de forma detectable o el 4cido nucleico codificante, y detectar la proteina de
modificacién de ADN programable marcada o la proteina CRISPR marcada unida a la secuencia cromosdmica
diana. La deteccién puede realizarse mediante imagenes dindmicas de células vivas, microscopia fluorescente,
microscopia confocal, inmunofluorescencia, inmunodeteccién, unién de ARN-proteina, unién proteina-proteina
y similares. La etapa de deteccién se puede realizar en células vivas o células fijadas.

En realizaciones en las que el método comprende detectar la dinamica estructural de la cromatina en células
vivas, la proteina de fusién marcada de forma detectable o el complejo CRISPR marcado de forma detectable
se pueden introducir en la célula como proteinas o acidos nucleicos. En realizaciones en las que el método
comprende detectar la secuencia cromosémica diana en células fijadas, la proteina de fusiéon marcada de forma
detectable o el complejo CRISPR marcado de forma detectable se pueden introducir en la célula como
proteinas (o complejos proteina-ARN). Los medios para fijar y permeabilizar células son bien conocidos en la
técnica. En algunas realizaciones, las células fijadas pueden someterse a procedimientos de desnaturalizacion
quimica y/o térmica para convertir el ADN cromosémico de doble cadena en ADN monocatenario. En otras
realizaciones, las células fijadas no estan sujetas a procedimientos de desnaturalizacién quimica y/o térmica.

(VIII) Aplicaciones

Las composiciones y métodos divulgados en el presente documento se pueden utilizar en una variedad de
aplicaciones terapéuticas, de diagnéstico, industriales y de investigaciéon. En algunas realizaciones, la presente
divulgacidn se puede utilizar para modificar cualquier secuencia cromosémica de interés en una célula, animal
o planta con el fin de modelar y/o estudiar la funcién de los genes, estudiar afecciones genéticas o epigenéticas
de interés o estudiar vias bioquimicas implicadas en diversas enfermedades o trastornos. Por ejemplo, se
pueden crear organismos transgénicos que modelen enfermedades o trastornos, en los que se altera la
expresién de una o mas secuencias de acidos nucleicos asociadas con una enfermedad o trastorno. EI modelo

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2997 490 T3

de enfermedad se puede utilizar para estudiar los efectos de las mutaciones en el organismo, estudiar el
desarrollo y/o progresién de la enfermedad, estudiar el efecto de un compuesto farmacéuticamente activo en
la enfermedad y/o evaluar la eficacia de una posible estrategia de terapia genética.

En otras realizaciones, las composiciones y los métodos se pueden utilizar para realizar examenes genémicos
funcionales eficientes y rentables, que se pueden utilizar para estudiar la funcién de los genes involucrados en
un procedimiento biolégico particular y cémo cualquier alteracién en la expresiéon genética puede afectar el
procedimiento biolégico, o para realizar mutagénesis de saturacién o de barrido profundo de loci genémicos
junto con un fenotipo celular. La mutagénesis de saturacién o de barrido profundo se puede utilizar para
determinar caracteristicas minimas criticas y vulnerabilidades discretas de elementos funcionales necesarios
para la expresién genética, la resistencia a farmacos y la reversién de enfermedades, por ejemplo.

En realizaciones adicionales, las composiciones y métodos divulgados en el presente documento se pueden
utilizar para pruebas de diagnéstico para establecer la presencia de una enfermedad o trastorno y/o para su
uso en la determinacién de opciones de tratamiento. Entre los ejemplos de pruebas diagnésticas adecuadas
se incluyen la deteccién de mutaciones especificas en células cancerosas (por ejemplo, mutacidén especifica
en EGFR, HER2 y similares), deteccién de mutaciones especificas asociadas con enfermedades particulares
(por ejemplo, repeticiones de trinucleétidos, mutaciones en la B-globina asociadas con la enfermedad de células
falciformes, SNP especificos, efc.), deteccidén de hepatitis, deteccidn de virus (por ejemplo, Zika), etc.

En realizaciones adicionales, las composiciones y métodos divulgados en el presente documento se pueden
utilizar para corregir mutaciones genéticas asociadas con una enfermedad o trastorno particular, tales como,
por ejemplo, corregir mutaciones del gen de la globina asociadas con la enfermedad de células falciformes o
la talasemia, corregir mutaciones en el gen de la adenosina desaminasa asociado con la inmunodeficiencia
combinada grave (SCID), reducir la expresién de HTT, el gen causante de la enfermedad de Huntington, o
corregir mutaciones en el gen de la rodopsina para el tratamiento de la retinitis pigmentosa. Tales
modificaciones pueden realizarse en células ex vivo.

En otras realizaciones mas, las composiciones y métodos divulgados en el presente documento se pueden
utilizar para generar plantas de cultivo con rasgos mejorados o mayor resistencia al estrés ambiental. La
presente divulgacién también se puede utilizar para generar animales de granja con rasgos mejorados o
animales de produccidon. Por ejemplo, los cerdos tienen muchas caracteristicas que los hacen atractivos como
modelos biomédicos, especialmente en medicina regenerativa o xenotrasplante.

Definiciones

Amenos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el significado cominmente entendido por una persona experta en la técnica a la que pertenece esta
invencién. Las siguientes referencias proporcionan a un experto una definicién general de muchos de los
términos utilizados en esta invencion: Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (2nd
Ed. 1994), The Cambridge Dictionary of Science and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics,
5th Ed., R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); and Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of
Biology (1991). Como se utilizan en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados que
se les atribuyen a menos que se especifique lo contrario.

Al introducir elementos de la presente divulgacién o la(s) realizacién(es) preferidas, los articulos "un", "una",
"el' y "dicho" pretenden significar que hay uno o més de los elementos. Los términos "que comprende",
"incluyendo" y "que tiene" pretenden ser inclusivos y significan que puede haber elementos adicionales distintos
de los enumerados.

El término "aproximadamente" cuando se utiliza en relacién con un valor numérico, X, por ejemplo, significa x
+5%.

Como se utilizan en el presente documento, los términos "complementario” o "complementariedad" se refieren
a la asociacién de 4cidos nucleicos de doble cadena mediante emparejamiento de bases mediante enlaces de
hidrégeno especificos. El emparejamiento de bases puede ser el emparejamiento de bases Watson-Crick
estandar (por ejemplo, 5-A G T C-3' se empareja con la secuencia complementaria 3-T C A G-5'). El
emparejamiento de bases también puede ser mediante enlaces de hidrégeno Hoogsteen o Hoogsteen invertido.
La complementariedad se mide por lo general con respecto a una region dlplex y, de este modo, excluye los
voladizos, por ejemplo. La complementariedad entre dos cadenas de la regién duplex puede ser parcial y
expresarse como un porcentaje (por ejemplo, 70 %), si solo algunos (por ejemplo, el 70 %) de las bases son
complementarias. Las bases que no son complementarias estan “en emparejamiento erréneo”. La
complementariedad también puede ser completa (es decir, 100 %), si todas las bases en la regién duplex son
complementarias.

Como se utiliza en el presente documento, el término "sistema CRISPR" se refiere a un complejo que
comprende una proteina CRISPR (es decir, nucleasa, nickasa o proteina cataliticamente muerta) y un ARN
guia.
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El término "secuencia end6gena”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una secuencia
cromosémica que es nativa de la célula.

Como se utiliza en el presente documento, el término "ex6geno” se refiere a una secuencia que no es nativa
de la célula, o una secuencia cromosémica cuya ubicacién nativa en el genoma de la célula estd en una
ubicacién cromosémica diferente.

Un "gen", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una regién de ADN (incluidos exones e
intrones) que codifica un producto génico, asi como a todas las regiones de ADN que regulan la produccién del
producto génico, independientemente de que dichas secuencias reguladoras sean adyacentes 0 no a las
secuencias codificantes y/o transcritas. De acuerdo con lo anterior, un gen incluye, pero no se limita
necesariamente a, secuencias promotoras, terminadores, secuencias reguladoras de la traduccién tales como
sitios de unidén de ribosomas y sitios de entrada interna a ribosomas, potenciadores, silenciadores, aislantes,
elementos limite, origenes de replicacién, sitios de unién a la matriz y regiones de control de locus.

El término "heterdlogo" se refiere a una entidad que no es enddgena ni nativa de la célula de interés. Por
ejemplo, una proteina heterdloga se refiere a una proteina que se deriva o se derivd originalmente de una
fuente exdgena, tal como una secuencia de acido nucleico introducida exdgenamente. En algunos casos, la
proteina heterdloga no es producida normalmente por la célula de interés.

El término "nickasa" se refiere a una enzima que escinde una cadena de una secuencia de acido nucleico de
doble cadena (es decir, corta una secuencia de doble cadena). Por ejemplo, una nucleasa con actividad de
escisién de doble cadena puede modificarse mediante mutacién y/o eliminacién para funcionar como una
nickasa y escindir solo una cadena de una secuencia de doble cadena.

El término "nucleasa”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una enzima que escinde ambas
cadenas de una secuencia de 4cido nucleico de doble cadena.

Los términos "acido nucleico" y "polinucle6tido” se refieren a un polimero desoxirribonucleétido o ribonucleétido,
en conformacién lineal o circular, y en forma ya sea monocatenaria o bicatenaria. A los efectos de la presente
divulgacién, estos términos no deben interpretarse como limitantes con respecto a la longitud de un polimero.
Los términos pueden abarcar anélogos conocidos de nucleétidos naturales, asi como nucleétidos que estén
modificados en las unidades estructurales de base, aztcar y/o fosfato (por ejemplo, cadenas principales de
fosforotioato). En general, un analogo de un nuclebtido particular tiene la misma especificidad de
emparejamiento de bases; es decir, un analogo de A se apareard con T.

El término "nucleétido" se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos. Los nucleétidos pueden ser
nucleétidos estandar (es decir, adenosina, guanosina, citidina, timidina y uridina), isémeros de nucleétidos o
analogos de nucledtidos. Un analogo de nucleétido se refiere a un nucleétido que tiene una base de purina o
pirimidina modificada o una unidad estructural de ribosa modificada. Un analogo de nucleétido puede ser un
nucleétido de origen natural (por ejemplo, inosina, pseudouridina, etc.) o un nucleétido que no se encuentra en
la naturaleza. Los ejemplos no limitantes de modificaciones en las unidades estructurales de azlcar o base de
un nucledtido incluyen la adicién (o eliminacidén) de grupos acetilo, grupos amino, grupos carboxilo, grupos
carboximetilo, grupos hidroxilo, grupos metilo, grupos fosforilo y grupos tiol, asi como la sustitucién de los
atomos de carbono y nitrégeno de las bases con otros atomos (por ejemplo, 7-deaza purinas). Los analogos
de nucleétidos también incluyen nucleétidos didesoxi, nucleétidos 2'-O-metil, 4cidos nucleicos bloqueados
(LNA), acidos nucleicos peptidicos (PNA) y morfolinos.

Los términos "polipéptido" y "proteina” se utilizan indistintamente para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos.

Como se utiliza en el presente documento, el término "proteina de modificacién de ADN programable" se refiere
a una proteina que esté disefiada para unirse a una secuencia diana especifica en el ADN cromosémico y que
modifica el ADN o la(s) proteina(s) asociada(s) con el ADN en o cerca de la secuencia diana.

El término "identidad de secuencia", como se utiliza en el presente documento, indica una medida cuantitativa
del grado de identidad entre dos secuencias de longitud sustancialmente igual. El porcentaje de identidad de
dos secuencias, ya sean secuencias de 4cidos nucleicos o de aminoacidos, es el nimero de coincidencias
exactas entre dos secuencias alineadas dividido por la longitud de la secuencia mas corta y multiplicado por
100. Una alineacién aproximada de las secuencias de acidos nucleicos se proporciona por el algoritmo de
homologia local de Smith and Waterman, Advances en Applied Mathematics 2:482-489 (1981). Este algoritmo
se puede aplicar a secuencias de aminoécidos utilizando la matriz de puntuacién desarrollada por Dayhoff,
Atlas of Protein Sequences and Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 suppl. 3:353-358, National Biomedical Research
Foundation, Washington, D.C., USA, y normalizado por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6):6745-6763 (1986). El
Genetics Computer Group (Madison, Wisconsin) proporciona una implementacién de ejemplo de este algoritmo
para determinar el porcentaje de identidad de una secuencia en la aplicacién de utilidad "BestFit'. En general,
en la técnica se conocen otros programas adecuados para calcular el porcentaje de identidad o similitud entre
secuencias, por ejemplo, otro programa de alineamiento es BLAST, utilizado con pardmetros predeterminados.
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Por ejemplo, BLASTN y BLASTP se pueden utilizar utilizando los siguientes parametros predeterminados:
cédigo genético=estandar; filtro=ninguno; cadena=ambas; corte=60; expectativa=10; Matriz=BLOSUM®62;
Descripciones=50 secuencias; ordenar por=PUNTAJE ALTO; Bases de datos=no redundante,
GenBank+EMB+DDBJ+PDB+GenBank CDS translations+Swiss protein+Spupdate+PIR. Los detalles de estos
programas se pueden encontrar en el sitio web de GenBank. En general, las sustituciones son sustituciones
conservadoras de aminoacidos: limitadas a intercambios dentro de los miembros del grupo 1: glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina; grupo 2: serina, cisteina, treonina y metionina; grupo 3: prolina; grupo 4:
fenilalanina, tirosina y triptéfano; grupo 5: aspartato, glutamato, asparagina y glutamina.

Los términos "secuencia diana", "secuencia cromosémica diana" y "sitio diana" se utilizan indistintamente para
referirse a la secuencia especifica en el ADN cromosémico a la que se dirige la proteina de modificacién de
ADN programable, y al sitio en el que la proteina de modificacién de ADN programable modifica el ADN o las
proteinas asociadas con el ADN.

Se conocen en la técnica técnicas para determinar la identidad de la secuencia de acidos nucleicos y
aminoécidos. Por lo general, tales técnicas incluyen la determinacién de la secuencia de nucleétidos del ARNm
de un gen y/o la determinacién de la secuencia de aminoacidos codificada por el mismo, y la comparacién de
estas secuencias con una segunda secuencia de nuclebtidos o aminoacidos. Las secuencias gendmicas
también se pueden determinar y comparar de esta manera.

En general, la identidad se refiere a una correspondencia exacta de nucleétido a nucleétido o de aminoacido a
aminoécido de dos polinucledtidos o secuencias de polipéptidos, respectivamente. Se pueden comparar dos o
més secuencias (polinucleétidos 0 aminoacidos) determinando su porcentaje de identidad.

Se pretende que todo el material contenido en la descripcién anterior y en los ejemplos que se dan a
continuacién se interprete como ilustrativo y no en sentido limitativo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran determinados aspectos de la divulgacién. En la tabla 1 se enumeran las
secuencias de péptidos de los dominios que interactlian con el nucleosoma y en la tabla 2 se presentan las
secuencias cromosdmicas diana utilizadas en los ejemplos 1-8 que se presentan a continuacion.

iTabla 1. Secuencias peptidicas de dominios que interactiian con el nucleosoma

EDominio de interaccién del{Secuencia (NH>-COOH) SEQ

inucleosoma ID
: NO:

EDominio de la caja A del gen{ MGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNF | 40
‘HMGB1 humano (1-84 aa)

SEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMK
TYIPPKGE

Proteina humana HMGNT | MPKRKVSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKA = 41
| AAKDKS SDKKVQTKGKRGAKGKQAEVANQETKEDLPAE
NGETKTEESPASDEAGEKEAKSD

EProtel’na humana HMGN2 MPKRKAEGDAKGDKAKVKDEPQRRSARLSAKPAPPKPE 42
' PKPKKAPAKKGEKVPKGKKGKADAGKEGNNPAENGDAK
TDQAQKAEGAGDAK

EProteina humana HMGN3a | MPKRKSPENTEGKDGSKVTKQEPTRRSARLSAKPAPPK | 43
| PEPKPRKTSAKKEPGAKISRGAKGKKEEKQEAGKEGTAP
SENGETKAEEAQKTESVDNEGE

19



ES 2997 490 T3

EProtel’na humana HMGN3b MPKRKSPENTEGKDGSKVTKQEPTRRSARLSAKPAPPK 44

: PEPKPRKTSAKKEPGAKISRGAKGKKEEKQEAGKEGTEN

EDominio globular central de & STDHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSROSIQKYIKSHYKVG 45

thistona H1 humana (22-101

Eaa) ENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEP

Dominio de union al ADN de la | LLNPTKRERKENY SIDNYYKDVLNTGRSSTPSHPRMPKP | 46

:ATPasa ISW1 del complejo de

|SWI de levadura AAYGDISDEEEKKQKLELLKLSYNNSQPLTEEEEKMKAD
WESEGFTNWNKLEFRKFITVSGKYGRNSIQAIARELAPGK
TLEEVRAYAKAFWSNIERIEDYEKY LKIIENEEEKIKRYKM
QQEALRRKLSEYKNPFFDLKLKHPPSSNNKRTYSEEEDR
FILLMLFKYGLDRDDVYELVRDEIRDCPLFELDFYFRSRTP
VELARRGNTLLQCLEKEFNAGIVLDDATKDRMKKEDENG
KRIREEFADQTANEKENVDGVESKKAKIEDTSNVGTEQLY
AEKIPENETTH

‘Dominio de unién al ADN de la | DMDSIGESEVRALYKAILKFGNLKEILDELIADGTLPVKSFE | 47

iproteina 1 que contiene el

dominio cromosémico (CHD1). KYGETYDEMMEAAKDCVHEEEKNRKEILEKLEKHATAYR

de levadura AKLKSGEIKAENQPKDNPLTRLSLKKREKKAVLFNFKGVK
SLNAESLLSRVEDLKYLKNLINSNYKDDPLKFSLGNNTPK
PVQNWSSNWTKEEDEKLLIGVFKYGY GSWTQIRDDPFL
GITDKIFLNEVHNPVAKKSASSSDTTPTPSKKGKGITGSSK
KVPGAIHLGRRVYDYLLSFLRGGLNTKSPS

.......................................................................................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................................................................................

POR  #1 /AGCCGTGAGTGGAGGGAGCGTGG 48
POR  #2 éAGAGGGAGGGGTTGGACTACAGG 49
POR ws CATTCGCCAGTACGAGCTTGTGG s0
CAR w1 CTTTAATGCGCTGACTTGTGAGGG | 51 |
e T —
EMX1#2 '''''''''''''''''''''''''' TTCTTCTTCTGCTCGGACTCAGG ! 53 |

EStreptococcus pasteurianus Cas9 (SpaCas9)
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POR #1 TGCTGGAAAGGGGAGACCAAGGGTGA 54

POR §#2 :AGAGCTAC GAGAAC CAGAAGC CGTGA

POR  i#1 - TTCCGGCCTCACCCTTGGTCTCCCC 56
POR  #2 - TTGGTCTCCCCTTTCCAGCATTCGCC 57
POR §#3 5TTCCAGCATTCGCCAGTACGAGCTTG 58

.......................................................................................................................................................................................................................

Ejemplo 1. Mejora de la actividad de Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) utilizando el dominio A de
la caja HMGB1 humano

Un dominio de caja A de HMGB1 humano (SEQ ID NO: 40) se fusioné con SpCas9 (+NLS) en el extremo
carboxilo terminal de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ ID NO: 1) entre Cas9 y el dominio de caja A
de HMGB1. Células humanas K562 (1 x 10°) se transfectaron con ADN plasmidico que codifica la proteina de
fusidn o la proteina SpCas9 de tipo salvaje en cantidades equivalentes molares (5.2 y 5.0 ug para la proteina
de fusién y la proteina Cas9 de tipo salvaje, respectivamente) en combinacién con 3 pg de un plasmido ARNgu
para apuntar a un sitio genémico (#1) en el locus de la oxidorreductasa del citocromo p450 (POR) humano. La
transfeccién se llevé a cabo mediante nucleofeccién en un nucleofector Amaxi. Tres dias después de la
transfeccion, las células se lisaron con una solucion de extraccion de ADN (QuickExtract™) y la region gendémica
diana se amplificé por PCR. Las actividades de escisién de la diana de la nucleasa Cas9 (% de indeles) se
midieron utilizando ensayos Cel-l. Como se muestra en la tabla 3, la fusién del dominio de la caja A de HMGB1
humano con la nucleasa aumenté la eficiencia de escision de SpCas9 en el sitio diana.

%Tabla 3. Eficiencia de escisién

iNucIeasa .Sltlo diana IndeI (%)

Ejemplo 2. Mejora de la Actividad de Streptococcus pyogenes de Cas9 (SpCas9) utilizando HMGN1,
HMGN2, HMGN3a y HMGN3b humanos

Los HMGN1, HMGN2, HMGN3a y HMGN3b humanos (SEQ ID NOS:41-44, respectivamente) se fusionaron
cada uno con SpCas9 (+NLS) en el extremo carboxilo terminal de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ
ID NO: 1) entre Cas9 y cada uno de los péptidos HMGN. Células humanas K562 (1 x 10°) se transfectaron con
ADN plasmidico que codifica cada una de las proteinas de fusién o la proteina SpCas9 de tipo salvaje en
cantidades equivalentes molares (5.2 y 5.0 pg para cada una de las proteinas de fusién y la proteina Cas9 de
tipo salvaje, respectivamente) en combinacién con 3 pg de un plasmido ARNgu para apuntar a un sitio
gendmico (#1) en el locus de la oxidorreductasa del citocromo p450 (POR) humano. La transfeccién se llevé a
cabo mediante nucleofeccién en un nucleofector Amaxi. Tres dias después de la transfeccién, las células se
lisaron con una solucion de extraccion de ADN (QuickExtract™) y la regién genémica diana se amplificé por
PCR. Las actividades de escisiéon de la diana Cas9 (% de indeles) se midieron utilizando ensayos Cel-l. Los
resultados, resumidos en la tabla 4, muestran que la fusién de cada uno de los péptidos HMGN humanos con
la nucleasa aumenté la eficiencia de escisién de SpCas9 en el sitio diana.
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..................................................................................................................................

i Nucleasa

E‘H‘SpCaSQ de tipo salvaje

Fusion SpCas9-HMGN1 { POR/sitio #1

Fusion SpCas9-HMGN2 POR/sitio #1

Fusién SpCas9-HMGN3a POR/sitio #1

Ejemplo 3. Mejora de actividad de Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) utilizando el dominio
globular central de la histona H1 humano

Un dominio globular central de histona H1 humano (SEQ ID NO: 45) se fusioné con SpCas9 (+NLS) en el
extremo carboxilo terminal de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ ID NO: 1) entre Cas9 y el dominio
globular. Células humanas K562 (1 x 10°) se transfectaron con ADN plasmidico que codifica la proteina de
fusidn o la proteina SpCas9 de tipo salvaje en cantidades equivalentes molares (5.2 y 5.0 ug para la proteina
de fusién y la proteina Cas9 de tipo salvaje, respectivamente) en combinacién con 3 pg de un plasmido ARNgu
para apuntar a un sitio genémico (#1) en el locus de la oxidorreductasa del citocromo p450 (POR) humano. La
transfeccién se llevé a cabo mediante nucleofeccién en un nucleofector Amaxi. Tres dias después de la
transfeccion, las células se lisaron con una solucion de extraccion de ADN (QuickExtract™) y la regién genémica
diana se amplificé por PCR. Las actividades de escisién de la diana Cas9 (% de indeles) se midieron utilizando
ensayos Cel-l. Los resultados se presentan en la tabla 5. La fusién del dominio globular central de la histona
H1 humana con la nucleasa aumenté la eficiencia de escisién de SpCas9 en el sitio diana.

..................................................................................................................................................................................

‘Nucleasa éSitio diana \Indel (%)
§Sp0a39 de tipo salvaje éPOR/sitio #1 85
Fusi6n del dominio globular central SpCas9-H1 {PORIsitio #1 - 194

Ejemplo 4. Mejora de la actividad de Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) utilizando un dominio de
unién al ADN de una proteina de remodelacién de cromatina

SpCas9 (+NLS) se fusiond con el dominio de unién al ADN del complejo de remodelacién de cromatina ISWI
de levadura ATPasa ISW1 (SEQ ID NO:46) en el extremo amino de la nucleasa con el enlazante TGSG (SEQ
ID NO:2) entre Cas9 y el dominio de unién al ADN. De forma independiente, el SpCas9 de tipo salvaje se
fusiond con el dominio de unién al ADN de la proteina 1 que contiene el dominio cromosémico de levadura
(CHD1) (SEQ ID NO: 47) en el extremo carboxilo terminal de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ ID
NO: 1) entre Cas9 y el dominio de unién al ADN. Las células humanas K562 (1 x 108) se transfectaron con ADN
plasmidico que codifica cada una de las proteinas de fusién o la proteina SpCas9 de tipo salvaje en cantidades
equivalentes molares (6.0 y 5.0 yg para cada una de las proteinas de fusién y la proteina Cas9 de tipo salvaje,
respectivamente) en combinacién con 3 g de un plasmido ARNgu para apuntar a un sitio genémico (#1) en el
locus de la citocromo p450 oxidorreductasa (POR) humana. La transfeccién se llevd a cabo mediante
nucleofecciéon en un nucleofector Amaxi. Tres dias después de la transfeccién, las células se lisaron con una
solucién de extraccién de ADN (QuickExtract™) y la region genémica diana se amplifico por PCR. Las
actividades de escisién de la diana Cas9 (% de indeles) se midieron utilizando ensayos Cel-l. Los resultados,
resumidos en la tabla 6, muestran que la fusién de cada uno de los dominios de unién del ADN con la nucleasa
aumento la eficiencia de escisién de SpCas9 en el sitio diana.
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iTabla 6. Eficiencia de escision

ENucIeasa Sitio diana

EFusic’)n del dominio de unién al ADN ISW1 con SpCas9 |POR/sitio #1

EFusic’)n del dominio de unién al ADN SpCas9-CHD1 POR/sitio #1 20.8

Ejemplo 5. Mejora de la actividad de Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) utilizando combinaciones
de dominios que interactiian con el nucleosoma

SpCas9 (+NLS) se fusion6 con el HMGN1 humano (SEQ ID N:41) en el extremo amino de la nucleasa con el
enlazante TGSG (SEQ ID NO:2) entre Cas9 y HMGN1 y con el dominio de caja A del HMGB1 humano (SEQ
ID NO:40) o el dominio globular central de la histona H1 humana (SEQ ID NO: 45) o el dominio de unién al
ADN de la proteina 1 que contiene el dominio cromosémico de levadura (CHD1) (SEQ ID NO: 47) en el extremo
carboxilo terminal de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ ID NO: 1) entre Cas9 y cada uno de los
dominios de la proteina. Las células humanas K562 (1 x 108) se transfectaron con ADN plasmidico que codifica
cada una de las proteinas de fusidn o la proteina SpCas9 de tipo salvaje en cantidades equivalentes molares
(5.4 pg para las proteinas de fusién de dominio globular central de la caja A de HMGB1 y H1, 6.0 ug para la
proteina de fusién del dominio de unién al ADN de CHD1 y 5.0 pg para la proteina Cas9 de tipo salvaje) en
combinacidén con 3 pg de un plasmido ARNgu para apuntar a un sitio gendmico (#1, #2, #3) en el locus de la
oxidorreductasa del citocromo p450 (POR) humano, o un sitio genémico (#1) del locus del miembro 3 del grupo
| de la subfamilia 1 del receptor nuclear humano (CAR), o un sitio genémico (#1, #2) del locus de la homeobox
1 de los espiraculos vacios humanos (EMX1). La transfeccién se llevd a cabo mediante nucleofeccién en un
nucleofector Amaxi. Cinco dias después de la transfeccién, las células se lisaron con una solucién de extraccién
de ADN (QuickExtract™) y cada region genémica diana se amplificé mediante PCR. Las actividades de escision
de la diana Cas9 (% de indeles) se midieron utilizando ensayos Cel-l. Los resultados, resumidos en la tabla 7,
muestran que la fusibn combinatoria de estos dominios proteicos con la nucleasa aumenté la eficiencia de
escisién de SpCas9 en los sitios diana.

%Tabla 7. Eficiencia de escisién

‘Nucleasa ‘Sitio diana ~ {Indel (%)§

SpCasOdetiposavae ~  PORIstio# 3.4 |

[EMX1/sitio #1 2.2

EMX1/sitio #2 1.1

iFusic’)n de caja A HMGN1-SpCas9-HMGB1 éPOR/sitio #1 1282

éEMX’I/Sitio #1:29.0
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FuS|on del dominio globular central HMGN1-SpCas9-H1 éPOR/smo #1 §24.3

\POR/sitio #2

\POR/sitio #3 144.2

.CAR/sitio #1 123.9

EEMX’I/Sitio #1 §26.9

\POR/sitio #3 139.8

(CAR/sitio#1 9.0

\EMX1/sitio #1 §23.5

Ejemplo 6. Mejora de la actividad de Streptococcus pasteurianus Cas9 (SpaCas9) utilizando
combinaciones de dominios que interactian con el nucleosoma

Streptococcus pasteurianus Cas9 (SpaCas9) (+NLS) se fusioné con el HMGN1 humano (SEQ ID NO:41) en el
extremo amino de la nucleasa con el enlazante TGSG (SEQ ID NO:2) entre Cas9 y HMGN1 y con el dominio
de caja A HMGB1 humano (SEQ ID NO:41) o el dominio globular central de la histona H1 humana (SEQ ID
NO:45) o el dominio de unién al ADN de la proteina 1 que contiene el dominio cromo de levadura (CHD1) (SEQ
ID NO:47) en el extremo carboxilo de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ ID NO: 1) entre Cas9 y cada
uno de los dominios de la proteina. Las células humanas K562 (1 x 108) se transfectaron con ADN plasmidico
que codifica cada una de las proteinas de fusién o la proteina SpaCas9 de tipo salvaje en cantidades
equivalentes molares (5.4 y 5.0 yg para cada una de las proteinas de fusién y la proteina Cas9 de tipo salvaje,
respectivamente) en combinacién con 3 pg de un pldsmido ARNgu para apuntar a un sitio genémico (#1, #2)
en el locus de la oxidorreductasa del citocromo p450 (POR) humano. La transfeccién se llevé a cabo mediante
nucleofecciéon en un nucleofector Amaxi. Tres dias después de la transfeccién, las células se lisaron con una
solucién de extraccion de ADN (QuickExtract™) y la region genémica diana se amplifico por PCR. Las
actividades de escisién de la diana Cas9 (% de indeles) se midieron utilizando ensayos Cel-l. Como se resume
en la tabla 8, la fusién combinatoria de estos dominios de proteina con la nucleasa aumenté la eficiencia de
escisién de SpaCas9 en los sitios diana.

‘Nucleasa §S|t|o diana IndeI (%)

§T|po salvaje SpaCas9 §POR/3|t|o #1: 16 6

EPOR/sitio #2 12.9
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Fusién del dominio de unién al ADN HMGN1-SpaCas9-CHD1 |

. PORJsitio #2:18.5

Ejemplo 7. Mejora de la actividad de Francisella novicida Cpf1 (FnCpf1) utilizando combinaciones de
dominios que interactian con el nucleosoma

Francisella novicida Cpf1 (FnCpf1) (+NLS) se fusiond con el HMGN1 humano (SEQ ID NO:41) en el extremo

5 amino de la nucleasa con el enlazante TGSG (SEQ ID NO:2) entre Cpf1 y HMGN1 y con el dominio de caja A

HMGB1 humano (SEQ ID NO:40) o el dominio globular central de la histona H1 humana (SEQ ID NO:45) o el

dominio de unién al ADN de la proteina 1 que contiene el dominio cromo de levadura (CHD1) (SEQ ID NO:47)

en el extremo carboxilo de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ ID NO: 1) entre Cpf1 y cada uno de

los dominios de la proteina. Las células humanas K562 (1 x 10°) se transfectaron con ADN plasmidico que

10 codifica cada una de las proteinas de fusién o la proteina FnCpf1 de tipo salvaje en cantidades equivalentes

molares (5.4 y 5.0 pyg para cada una de las proteinas de fusién y la proteina Cas9 de tipo salvaje,

respectivamente) en combinacién con 3 pg de un plasmido ARNgu para apuntar a un sitio genémico (#1, #2,

#3) en el locus de la oxidorreductasa del citocromo p450 (POR) humano. La transfeccién se llevé a cabo

mediante nucleofeccién en un nucleofector Amaxi. Tres dias después de la transfeccidn, las células se lisaron

15 con una solucién de extraccion de ADN (QuickExtract™) y la region gendémica diana se amplificé por PCR. Las

actividades de escisién de la diana Cas9 (% de indeles) se midieron utilizando ensayos Cel-l. Los resultados,

resumidos en la tabla 9, muestran que la fusién combinatoria de estos dominios proteicos con la nucleasa
aumento6 la eficiencia de escisiéon de FnCpf1 en los sitios diana.

iTipo salvaje FnCpf1 POR/sitio #1:12.3

PORYsitio #313.0

Fusion de caja A HMGN1-FnCpf1-HMGB1 PORIsitio #1 8.2

PORYJsitio #2{12.8

§Fusic’)n del dominio globular central HMGN1-FnCpf1-H1 PORYJsitio #1 8.7

§Fusic’)n del dominio de unién al ADN HMGN1-FnCpf1-CHD1 { POR/sitio #1 7.7

PORYJsitio #2 7.5

20 Ejemplo 8. Mejora de eficiencia de la edicidn del gen Campylobacter jejuni Cas9 (CjCas9)
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Campylobacter jejuni Cas9 (CjCas9) (+NLS) se fusioné con el HMGN1 humano (SEQ ID NO:41) en el extremo
amino de la nucleasa con el enlazante TGSG (SEQ ID NO:2) entre Cas9 y HMGN1 y con el dominio de caja A
del HMGB1 humano (SEQ ID NO:40) o el dominio globular central de la histona H1 humana (SEQ ID NO:45)
en el extremo carboxilo de la nucleasa con el enlazante LEGGGS (SEQ ID NO: 1) entre Cas9 y cada uno de
los dominios de la proteina. El CjCas9 gRNA de tipo salvaje se modificé introduciendo una mutacién de U a C
en la regién de repeticion constante del crRNA y una mutaciéon de A a G correspondiente en la regién 5' de la
secuencia del tracrRNA. La secuencia ARNgu modificada es: 5'-

g

La secuencia sgRNA modificads ez 5'-
BERNNNNRENN NN NN NN NN NN NNGUUGUAGUCCCUGAAAAG OBACUIALAALRA
AGAGIRNIGDGEEACLUINUGREEEHUNIAG A IO TUAASACDEUIHANLY,

donde los nucleétidos mutados en las unidades estructurales crRNA y tracrRNA estdn subrayados. Las
secuencias guia dirigidas a dos sitios diferentes (#1, #2) en el gen de la oxidorreductasa del citocromo p450
humano (POR) se clonaron en el tipo salvaje y en el andamio CjCas9 ARNgu modificado, respectivamente. La
expresion de los ARNgu estaba bajo el control de un promotor U6. Las células humanas K562 (1x 10°) se
transfectaron con 4 ug de ADN plasmidico CjCas9 y 3 pyg de un ADN plasmidico ARNgu. La transfeccién se
llevé a cabo mediante nucleofeccion en un nucleofector Amaxi. Tres dias después de la transfeccién, las células
se lisaron con QuickExtract y las regiones gendmicas dirigidas se amplificaron por PCR. Las actividades de
escisién del ADN diana de CjCas9 (% de indeles) se midieron utilizando ensayos Cel-l. Los resultados se
presentan en la figura 1 y muestran que las proteinas de fusién habian aumentado la eficiencia de escisidén en
los sitios diana, y que el andamiaje de CjCas9 ARNgu modificado aument6 efectivamente la eficiencia de
escisién de CjCas9 en los sitios diana.

La tabla 10 presenta las secuencias de aminoacidos de las proteinas de fusién especificas. Los dominios de
proteina que interactlian con el nucleosoma se muestran en negrita, los enlazantes se muestran en cursiva y
el NLS esta subrayado.

ETabIa 10. Proteinas de fusién CRISPR

Fu5|on de la caja A de SpCas9-HMGB1 (SEQ ID NO: 61)

E MDKKYSIGLDIGTNSVGHAVI TDEYKVESKKFKVLGNTDRES TKKNL IGALLFDSGETAER
E TRLERTARRRY TRRENRICYLOEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPTFGNT
E VDEVAYHEKYPTIYHLREKKLVDSTDEADLRLIYLATLAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDK
E LEIQLVOTYNQLFEENPINASGVDAKATILSARLSKSRRLENLTIAQLPGEKKNGLEFGNLIAL
E SLGLTPNFEKSNFDLAEDAKLOLSKDTYDDDLDNLLAQIGDOYADLFLAAKNLSDAILLSDI
; LRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHODLTLLKALVROQLPEKYKEI FEDQSKNGYAGYIDGG
E ASQEEFYKFIKFILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKOQRTEFDNGS IPHOQIHLGELHAI LRROE
E DEYPFLKDNREKIEKILTIFRIPYYVGPLARGNSREAWMTREKSEET ITPWNEFEEVVDKGASA
E QSFIERMTNFDKNLPNEKVLPEKHSLLYEYFTVYNELTKVEKYVTEGMREKPAFLSGEQRKEATV
E DLLEFKTNREYTVRKQLKEDY FKKIECEFDSVEISGYEDRFNASLGTYHDLLKI IKDKDELDNE
E ENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLEFDDKVMEKQLKRRRY TGWGRLSRKLINGIR
E DRKOSGKTILDEFLKSDGEANRNEMOLIHDDSLTEFKEDIOKAQVSGOGDSLHEHIANLAGSEA
E TKKGILOTVKIVDELVEKVMGHKPENIVIEMARENOT TOKGOENSRERMERTIEEGIKELGSQ
E ILKEHPVENTQLONEKLYLYYLONGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSEFIKDDE IDNK
; VLTRSDEKNRGKSDNVPSEEVVERMENYWROLLNAKL I TORKFDNLTKAERGGLSELDKAGE
E TKRQLVETROITKHVAQILDSEMNTKYDENDKLIREVEKY ITLKSKLVSDFRKDEFQEYKVRE
E INNYHHAHDAYTINAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQETGKATAKYFE
E YSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNCETGEIVWDKGRDEFATVRKVLSMPOVNIVEKKTE
E VOTGGEFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPRKKYGGEDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSV
E KELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVEKKDLI IKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQ
E KGNELALPSKYVNEFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKOLEFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVIL
E ADANLDEVLSAYNKHRDKPIREQAENI ITHLETLTNLGAPAAFKY FDTTIDRKRYTSTKEVL
; DATLIHOSITGLYETRIDLSQLGGDPREKKRKV LEGGGGSMGKGD PKKPRGKMSSYAFFVQT
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| CREEHKKKHPDASVNFSE FSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTY I PPKG
‘E

Fusién SpCas9-HMGN1 (SEQ ID NO: 62)

i MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRISIKKNLIGALLEFDSGETAER
| TRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEI FSNEMAKVDDS FFHRLEES FLVEEDKKHIERHPT FGNT
| VDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNS DVDK
| LFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPCEKKNGLFCNLIAL
| SLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDI
| LRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHODLTLLKALVRQQLPEKYKEI FFDOSKNGYAGY IDGG
. ASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRXQRT FDNGSIPEQIHLGELHAI LRROE
| DEYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSREAWMTRKSEET I TPWNFEEVVDKGASA
{ OSFIERMTNFDKNLPNEKVLEPKHSLLYEYEFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKATIV
| DLLFKTNREKVTVKQLEEDY FKKIECFDSVE ISGVEDRFNASLGTYHDLLKI IKDKDFLDNE
{ ENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRY TCWGRLSRKLINGIR
| DKQSCKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPA
| IKKGILQTVKIVDELVKVMGHKFENIVIEMARENQTTQKGOKNSRERMKRIEEGIKELGSC
. ILKEHPVENTQLONEKLYLYYLONGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPCSFIKDDS IDNK
| VLTRSDKNRCKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKL I TQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGE
i IKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDEQFYKVRE
P INNYHHAHDAYTINAVVGTAL TKKY PKLESEFVYGDYKVYDVRKMT AKSEQRTGKATAKYFF
[ YSNTMNFFKTE I TLANGE TREKRPLTIETNGETGE IVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNTVEKTE
L VQTCGFSKESTLPKRNSDKL IARKKDWDPKKYGGFDS PTVAY SVLVVAKVEKGKSKKLKSYV
 KELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVEEDLI IKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELC
. KGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLEVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVIL
i ADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENI IHLFTLTNLGAPARFKYFDTTIDRKRY TSTKEVL
i DATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDPKKKRKV LEGGGGSMPKRKV SSAE GAAKE E PKRRSA
| RLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKS SDKKVQTKGKRGAKGKQAEVANQE TKEDLPAENGE TKT
| EESPASDEAGEKEAKSD

Fusién SpCas9-HMGN2 (SEQ ID NO: 63)
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EMbKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEA
ETRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNI
;VDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDK
ELFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIAL
ESLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDI
ELRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGG
EASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQE
EDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASA
EQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIV
EDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNE
EENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIR
EDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPA
EIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQ
;ILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNK
EVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGF
EIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVRE
EINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFF
EYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTE
EVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSV
EKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQ

| KGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDET IEQISEFSKRVIL
EADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVL
[ DATLTHQSTTGLYETRI DLSQLGGDPKKKRKV LEGGGGSMPKRKAE GDAKGDKAKVKDE PQ
ERRSARLSAKEAPPKPEPKPKKAPAKKGEKVPKGKKGKADAGKEGNNPAENGDAKTDQAQKA
. EGAGDAK

Fusion SpCas9-HMGN3a (SEQ ID NO: 64)
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EMDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEA
;TRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNI
EVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDK
ELFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIAL
ESLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDI
ELRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGG
EASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQE
EDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASA
EQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIV
EDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNE
EENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIR
EDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPA
EIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQ
EILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNK
;VLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGF
EIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVRE
EINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFF
EYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTE
EVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSV
;KELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQ
EKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVIL
EADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVL
EDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDPKKKRKVLEGGGGSMPKRKSPENTEGKDGSKVTKQE
EPTRRSARLSAKPAPPKPEPKPRKTSAKKEPGAKISRGAKGKKEEKQEAGKEGTAPSENGET
EKAEEAQKTESVDNEGE

EFusién SpCas9-HMGN3b (SEQ ID NO: 65)

EMDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEA
ETRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNI
EVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDK
ELFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIAL
ESLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDI
ELRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGG
EASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQE
EDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASA
EQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIV
EDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNE
EENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIR
;DKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPA
EIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQ
EILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNK
EVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGF
EIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVRE
EINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFF
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EYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTE
EVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSV
EKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQ
;KGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVIL
EADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVL
EDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDPKKKRKVLEGGGGSMPKRKSPENTEGKDGSKVTKQE
EPTRRSARLSAKPAPPKPEPKPRKTSAKKEPGAKISRGAKGKKEEKQEAGKEGTEN

EFusién globular SpCas9-Histona H1 (SEQ ID NO:66)

' MDKKYSTGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRES IKKNLIGALLFDSGETARA
| TRLKRTARRRYTRRKNRICYLQE T FSNEMAKVDDS FFHRLEES FLVEEDKKHERHPTFGN T
EVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDK
| LFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLEFGNLIAL
| SLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQTGDCYADLFLAAKNLSDATLLSDT
[ TRVNTETTKAPLSASMIKRYDEHHQDT TTTKATVRQQLPEKYKE TFFDQSKNGYAGY TDGG
| ASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLREQRTFDNGS IPHQIHLGELHATILRROR
' DFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASA
EQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIV
| DLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKI IKDKDFLDNE
{ENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIR
| DKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLTHDDS LT FKEDTIQKAQVS GQGDSTHEH IANLAGS PA
| IKKGILQTVEIVDELVKVMGEKPENIVIEMARENOT TCKGOKNSRERMKR IEEGIKELGSG
| TLKEHPVENTQLONEKLYLYYLONGRIMYVDQELDINRLSDYDVDHIVEQS FIKDDS TDNK
| VLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQOLLNAKLI TOQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGE
EIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVRE
| INNYHHAHIDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQE IGKATAKYFT
| YSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE IVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTE
L VOTGGFSKESTLPKRNS DKL TARKKDWD PKKYGGFDSPTVAY SVIVVAKVEKGKSKKTKS YV
| KELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLITKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELG
| KGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEI IEQISEFSKRVIL
| ADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENI IHLETLTNLGAPAAFKY FDTTIDRKRY TS TKEVL
' DATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDPKKKRKV LEGGGGSS TDHPKY SDMIVAATIQAEKNRA
EGSSRQSIQKYIKSHYKVGENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEP

. Fusién ISWI-SpCas9 (SEQ ID NO:67)

30



ES 2997 490 T3

ELLNPTKRERKENYSIDNYYKDVLNTGRSSTPSHPRMPKPHVFHSHQLQPPQLKVLYEKERM
EWTAKKTGYVPTMDDVKAAYGDISDEEEKKQKLELLKLSVNNSQPLTEEEEKMKADWESEGF
ETNWNKLEFRKFITVSGKYGRNSIQAIARELAPGKTLEEVRAYAKAFWSNIERIEDYEKYLK
EIIENEEEKIKRVKMQQEALRRKLSEYKNPFFDLKLKHPPSSNNKRTYSEEEDRFILLMLFK
EYGLDRDDVYELVRDEIRDCPLFELDFYFRSRTPVELARRGNTLLQCLEKEFNAGIVLDDAT
EKDRMKKEDENGKRIREEFADQTANEKENVDGVESKKAKIEDTSNVGTEQLVAEKIPENETT
EHTGSGMDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSG
EETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHP
EIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDN
ESDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFG
ENLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAI
ELLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAG
EYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAI
ELRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVD
EKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQ
EKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKD

! FLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRY TGHCRLSREL
| INGTRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMOLTHDDS LTFKED I QKAQVSGQGDS LHEHTANL
EAGSPAIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIK
| ELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYLONGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDD
! STDNKVLTRSDKNRGKSDNVESEEVVEKMENYWROTLNAKL T TORKFDNTL TKAFRGGLSEL
| DKAGFIKRCLVETRQITKHVEQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVI TLKSKLVSDFRKDFQOF
| YKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKYYDVRKMIAKSEQELGKAT
EAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNI
| VKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKY GGFDSPTVAY SVLVVAKVEKGKSK
{ KLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLI IKLPKYSLFELENGRKRMLAS
| AGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGS PEDNEQKQLFVEQHKEYLDETITEQISEFS
| KRVILADANLDKVLSAYNKHREDKP IREQAENT IHLFTLTNLGAPAAFKY FDTTIDRKRY TS
;TKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDPKKKRKV

Fusién SpCas9-CHD1 (SEQ ID NO: 68)
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EMDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEA
TRLEKRTARRRY TRRENRICYLOETFENEMAKVDDSFFHRLEES FLVEEDKKHERHPT FGNT
EVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDK
ELFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIAL
ESLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDI
ELRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGG
ASQEEFYREFTIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGS TPHOQTHLGELHATLRRQE
DEYPFLKDNREKTIERKTILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRESERT ITPWNFEEVVDRGASA
§QSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIV
DLLFKTNREKVTVEQLEKEDY FERIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKT TKDKDFLDNE
§ENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIR
EDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPA
EIKKGILQTVKIVDELVKVMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQ
EILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNK
EVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGF
EIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVRE
EINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFF
§YSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTE
§VQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSV
§KELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQ
§KGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVIL
§ADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVL
EDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDPKKKRKVLEGGGGSDMDSIGESEVRALYKAILKFGN
ELKEILDELIADGTLPVKSFEKYGETYDEMMEAAKDCVHEEEKNRKEILEKLEKHATAYRAK
ELKSGEIKAENQPKDNPLTRLSLKKREKKAVLFNFKGVKSLNAESLLSRVEDLKYLKNLINS
ENYKDDPLKFSLGNNTPKPVQNWSSNWTKEEDEKLLIGVFKYGYGSWTQIRDDPFLGITDKI
EFLNEVHNPVAKKSASSSDTTPTPSKKGKGITGSSKKVPGAIHLGRRVDYLLSFLRGGLNTK
: SPS

EFusién de la caja AHMGN1-SpCas9-HMGB1 (SEQ ID NO: 69)

| MPKRKVS SAEGAAKEE PKRRSARLSAKPPAKVE AKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
| QAEVANQE TKEDLPAENGE TKTEESPASDEAGEKEAKSD TG SGMDKKYS IGLDIGTNSVGH
| AVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHS IKKNLIGALLFDSGETARATRLKRTARRRY TRRKNR I
ECYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRK
{ KLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVOTYNQLFEENPI
| NASGVDEKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDA
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EKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIK
ERYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMD
EGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILT
;FRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEK
EVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKED
EYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFED
EREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFA
ENRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKIVDELVKV
EMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLY
ELYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSE
EEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQI
ELDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGT
EALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGE
EIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSD
EKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNP
EIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLA
ESHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDK
EPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRID
ELSQLGGDPKKKRKVLEGGGGSGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEF
ESKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGE

Fusién globular HMGN1-SpCas9-Histona H1 (SEQ ID NO: 70)
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| MPKRKVSSAEGAAKEE PKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
;QAEVANQETKEDLPAENGETKTEESPASDEAGEKEAKSDTGSGMDKKYSIGLDIGTNSVGW
EAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRI
ECYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRK
EKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPI
ENASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDA
EKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIK
ERYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMD
EGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILT
;FRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEK
EVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKED
EYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFED
EREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFA
ENRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKIVDELVKV
EMGHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLY
ELYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFIKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSE
EEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQI
ELDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGT
EALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGE
EIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSD
EKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNP
EIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLA
ESHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDK
EPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRID
;LSQLGGDPKKKRKVLEGGGGSSTDHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYIKSHYKVG
EENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEP

. Fusién HMGN1-SpCas9-CDH1(SEQ ID NO: 71)
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| MPKRKV S SAE GAAKE E PKRRSARLSAKPPAKVE AKPKKAAAKDKS SDKKVQTKGKRGAKGK
| QAEVANQE TKEDLPAENGE TKTEE SPASDEAGEKEAKSD TGSGMDKKYSIGLDIGTNSVGH
| AVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHS IKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRY TRRENR T
L CYLORTFSNEMAKVDDS FFHRLEESFLVEEDKKHERIPIFGNTVDEVAYHEKYPTIYHLRK
| KLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVOTYNOLFEENE T
| NASGVDAKATLSARLSKSRRLENTLTAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDA
| KLOLSKDTYDDDLDNLLAQTGDQYADLFLAAKNLSDATLLSDT LRVNTE T TKAPLSASMTK
| RYDEHHODLTLLKALVRQQLPEKYKE T FFDGSKNGYAGY TDGGASQEEFYKFTKPTLEKMD
. GTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGS I PHQTHLGELHAT LRRQEDFYPFLKDNREKTEKTLT
| FRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEET ITPUNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEK
| VLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKATVDLLFKTNRKVTVKQLKED
| YFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKI IKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFED
| REMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFA
| NRNFMQLIHDDSLIFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQOTVKIVDELVKV
| MGHKPENTVIEMARENQT TOKGCKNSRERMKRIEEGIKELGSQI LKEHPVENTOLONEKLY
| LYYLONGRIMYVDQELDINRLSDYDVDHTI VPGS FTKDDS TDNKVL TRSDKNRGKS DNVESE
| EVVKEMENYWRQLLNAKLITGRKFDNLTKAERGCLSELDKAGFIKRQLVETRQI TKHVAQT
: LDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFREKDFQFYKVRE INNYHHAHDAYLNAVVGT
| ALTKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQETGKATAKY FFYSNTIMNFFKTE T TLANGE
{ IRKRPLIETNGETGE IVWDKGRDFATVREVLSMPQVNIVKKTEVOTGGFSKESILPKRNSD
| KLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAY SVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNP
| IDFLEAKCYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLA
| SHYEKLKGSPEDNEQKQLFVECHKHYLDEI IEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDK
. PIREQAENIIELFTLINLGAPAARFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRID
| LSQLGGDPKKKRKV LEGGGGSDMDSIGESEVRALYKAILKFGNLKE ILDELIADGTLPVKS
. FEKYGE TYDEMMEAAKDCVHEEEKNRKE ILEKLEKHATAYRAKLKSGE IKAENQPKDNPLT
. RLSLKKREKKAVLFNFKGVKSLNAESLLSRVEDLKYLKNLINSNYKDDPLKFSLGNNTPKP
| VONWSSNWTKEEDEKLLIGVFKYGYGSWTQIRDDPFLGI TDKIFLNEVHNPVAKKSASSSD
| TTPTPSKKGKGI TGSSKKVPGAIHLGRRVDY LLSFLRGGLNTKSPS

EFusién de la caja A HMGN1-SpaCas9-HMGB1 (SEQ ID NO: 72)
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EMPKRKVSSAEG&AKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
;QAEVANQETKEDLPAENGETKTEESPASDEAGEKEAKSD' SR {

KGDEKPKLDEFKNNKKPKKKREV LEGGGGSGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDA
| SVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTY IPPKGE

EFusic’)n globular HMGN1-SpaCas9-Histona H1 (SEQ ID NO: 73)

EMPKRKVSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
EQAEVANQETKEDLPAENGETKTEESPASDEAGEKEAKSDTGSGMTNGKILGLDIGIASVGV
EGIIEAKTGKVVHANSRLFSAANAENNAERRGFRGSRRLNRRKKHRVKRVRDLFEKYGIVTD
EFRNLNLNPYELRVKGLTEQLKNEELFAALRTISKRRGISYLDDAEDDSTGSTDYAKSIDEN
ERRLLKNKTPGQIQLERLEKYGQLRGNFTVYDENGEAHRLINVFSTSDYEKEARKILETQAD
EYNKKITAEFIDDYVEILTQKRKYYHGPGNEKSRTDYGRFRTDGTTLENIFGILIGKCNFYP
EDEYRASKASYTAQEYNFLNDLNNLKVSTETGKLSTEQKESLVEFAKNTATLGPAKLLKEIA
EKILDCKVDEIKGYREDDKGKPDLHTFEPYRKLKFNLESINIDDLSREVIDKLADILTLNTE
EREGIEDAIKRNLPNQFTEEQISEIIKVRKSQSTAFNKGWHSFSAKLMNELIPELYATSDEQ
EMTILTRLEKFKVNKKSSKNTKTIDEKEVTDEIYNPVVAKSVRQTIKIINAAVKKYGDFDKI
EVIEMPRDKNADDEKKFIDKRNKENKKEKDDALKRAAYLYNSSDKLPDEVFHGNKQLETKIR
ELWYQQGERCLYSGKPISIQELVHNSNNFEIDHILPLSLSFDDSLANKVLVYAWTNQEKGQK
ETPYQVIDSMDAAWSFREMKDYVLKQKGLGKKKRDYLLTTENIDKIEVKKKFIERNLVDTRY
EASRVVLNSLQSALRELGKDTKVSVVRGQFTSQLRRKWKIDKSRETYHHHAVDALIIAASSQ
ELKLWEKQDNPMFVDYGKNQVVDKQTGEILSVSDDEYKELVFQPPYQGFVNTISSKGFEDEI
ELFSYQVDSKYNRKVSDATIYSTRKAKIGKDKKEETYVLGKIKDIYSQNGFDTFIKKYNKDK
{ TQFLMYQKDSLTWENVIEVILRDYPTTKKSEDGKNDVKCNEFEEYRRENGLICKY SKKGKG
ETPIKSLKYYDKKLGNCIDITPEESRNKVILQSINPWRADVYFNPETLKYELMGLKYSDLSF
EEKGTGNYHISQEKYDAIKEKEGIGKKSEFKFTLYRNDLILIKDIASGEQEIYRFLSRTMPN
EVNHYVELKPYDKEKFDNVQELVEALGEADKVGRCIKGLNKPNISIYKVRTDVLGNKYFVKK
EKGDKPKLDFKNNKKPKKKRKVLEGGGGSSTDHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYI
EKSHYKVGENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEP

EFusic’)n HMGN1-SpaCas9-CHD1 (SEQ ID NO: 74)
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EMPKRKVSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
| QAEVANQE TKEDLPAENGE TKTEESPASDEAGEKEAKSD TGSGMTNGK I LGLDIGIASVGY
EGIIEAKTGKVVHANSRLFSAANAENNAERRGFRGSRRLNRRKKHRVKRVRDLFEKYGIVTD
i FRNLNLNPYELRVKGLTEQLKNEELFAALRTISKRRGISYLDDAEDDSTGSTDYAKSIDEN
ERRLLKNKTPGQIQLERLEKYGQLRGNFTVYDENGEAHRLINVFSTSDYEKEARKILETQAD
| YNKKITAEFIDDYVE I LTQKRKY YHGPGNEKSRTDYGRFRTDGTTLENIFGILIGKCNEYP
| DEYRASKASY TAQEYNFLNDLNNLKVSTETGKLS TEQKESLVE FAKNTATLGPAKLLKRE A
| KILDCKVDEIKGYREDDKGKPDLHTFEPYRKLKFNLES INIDDLSREVIDKLADILTLNTE
| REGIEDAIKRNLPNQFTEEQISEI IKVRKS QS TAFNKGWHS FSAKLMNELI PELYATSDEQ
 MTTILTRILEKFKVNKKSSKNTKTIDEKEVTDEI YNPVVAKSVRQTIKT INAAVKKYGDFDKT
EVIEMPRDKNADDEKKFIDKRNKENKKEKDDALKRAAYLYNSSDKLPDEVFHGNKQLETKIR
| LWYQQGERCLYSGKPISIQELVHNSNNFEIDHILPLSLSFDDS LANKVLVYAWTNQEKGOK
P TPYQVIDSMDAAWS FREMKDYVLEQKGLOKKKRDYLLTTENI DK IEVKKKFIERNLYDTRY
| ASRVVLNSLQOSALRELGKDTKVSVVRGOFTSQLRREKWKIDKSRETYHHHAVDALT IAASSQ
| LKLWEKQDNEMEVDYGKNQVVDKQTGEILSVSDDEYKELVEQPPYQGFVNTISSKGFEDET
| LESYQVDSKYNRKVSDATIYS TRKAKIGKDKKEETYVLGKIKDIYSQNGEDT FIKKYNKDK
ETQFLMYQKDSLTWENVIEVILRDYPTTKKSEDGKNDVKCNPFEEYRRENGLICKYSKKGKG
| TPIKSLKYYDKKLGNCIDITPEESRNKVILOS INPWRADVYENPETLKYELMGLKYSDLSE
| EKGTGNYHISQEKYDATKEKEGIGKKSEFKFTLYRNDLILIKDIASGEQETIYRFLSRTMPN
| VNHYVELKPYDKEKFDNVOELVEALGEADKVGRC IKGLNKPNIS IYKVRTDVLGNKY FVKEK
! KCDKPKLDFKNNKKPKKKRKV LEGCGGSDMDS IGESEVRALYKAI LKFGNLKE ILDELIAD
| GTLPVKSFEKYGE TYDEMMEAAKDCVHEEEKNRKE I LEKLEKHATAYRAKLKSGE IKAENQ
EPKDNPLTRLSLKKREKKAVLFNFKGVKSLNAESLLSRVEDLKYLKNLINSNYKDDPLKFSL

GNNTPKPVONWSSNWTKEEDEKLLIGVEFKYGYGSWTQIRDDPFLGI TDKIFLNEVHNEVAK
KSASSSDTTPTPSKKGKGITGSSKKVPGAIHLGRRVDYLLSFLRGGLNTKSPS

Fusién HMGN1-FnCpf1-HNGB1 (SEQ ID NO: 75)
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EMPKRKVSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
EQAEVANQETKEDLPAENGETKTEESPASDEAGEKEAKSDTGSGMSIYQEFVNKYSLSKTLR
EFELIPQGKTLENIKARGLILDDEKRAKDYKKAKQIIDKYHQFFIEEILSSVCISEDLLQNY
ESDVYFKLKKSDDDNLQKDFKSAKDTIKKQISEYIKDSEKFKNLFNQNLIDAKKGQESDLIL
EWLKQSKDNGIELFKANSDITDIDEALEIIKSFKGWTTYFKGFHENRKNVYSSNDIPTSIIY
ERIVDDNLPKFLENKAKYESLKDKAPEAINYEQIKKDLAEELTFDIDYKTSEVNQRVFSLDE
EVFEIANFNNYLNQSGITKFNTIIGGKFVNGENTKRKGINEYINLYSQQINDKTLKKYKMSV
ELFKQILSDTESKSFVIDKLEDDSDVVTTMQSFYEQIAAFKTVEEKSIKETLSLLFDDLKAQ
EKLDLSKIYFKNDKSLTDLSQQVFDDYSVIGTAVLEYITQQIAPKNLDNPSKKEQELIAKKT
EEKAKYLSLETIKLALEEFNKHRDIDKQCRFEEILANFAAIPMIFDEIAQNKDNLAQISIKY
EQNQGKKDLLQASAEDDVKAIKDLLDQTNNLLHKLKIFHISQSEDKANILDKDEHFYLVFEE
ECYFELANIVPLYNKIRNYITQKPYSDEKFKLNFENSTLANGWDKNKEPDNTAILFIKDDKY
EYLGVMNKKNNKIFDDKAIKENKGEGYKKIVYKLLPGANKMLPKVFFSAKSIKFYNPSEDIL
;RIRNHSTHTKNGSPQKGYEKFEFNIEDCRKFIDFYKQSISKHPEWKDFGFRFSDTQRYNSI
EDEFYREVENQGYKLTFENISESYIDSVVNQGKLYLFQIYNKDFSAYSKGRPNLHTLYWKAL
EFDERNLQDVVYKLNGEAELFYRKQSIPKKITHPAKEAIANKNKDNPKKESVFEYDLIKDKR
EFTEDKFFFHCPITINFKSSGANKFNDEINLLLKEKANDVHILSIDRGERHLAYYTLVDGKG
ENIIKQDTFNIIGNDRMKTNYHDKLAAIEKDRDSARKDWKKINNIKEMKEGYLSQVVHEIAK
ELVIEYNAIVVFEDLNFGFKRGRFKVEKQVYQKLEKMLIEKLNYLVFKDNEFDKTGGVLRAY
EQLTAPFETFKKMGKQTGIIYYVPAGFTSKICPVTGFVNQLYPKYESVSKSQEFFSKFDKIC
EYNLDKGYFEFSFDYKNFGDKAAKGKWTIASFGSRLINFRNSDKNHNWDTREVYPTKELEKL
ELKDYSIEYGHGECIKAAICGESDKKFFAKLTSVLNTILQMRNSKTGTELDYLISPVADVNG
ENFFDSRQAPKNMPQDADANGAYHIGLKGLMLLGRIKNNQEGKKLNLVIKNEEYFEFVQNRN
ENPKKKRKVLEGGGGSGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSE
ERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGE

EFusic’)n globular HMGN1-FnCpf1-Histona H1 (SEQ ID NO: 76)

EMPKRKVSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
EQAEVANQETKEDLPAENGETKTEESPASDEAGEKEAKSDTGSGMSIYQEFVNKYSLSKTLR
EFELIPQGKTLENIKARGLILDDEKRAKDYKKAKQIIDKYHQFFIEEILSSVCISEDLLQNY
ESDVYFKLKKSDDDNLQKDFKSAKDTIKKQISEYIKDSEKFKNLFNQNLIDAKKGQESDLIL
EWLKQSKDNGIELFKANSDITDIDEALEIIKSFKGWTTYFKGFHENRKNVYSSNDIPTSIIY
ERIVDDNLPKFLENKAKYESLKDKAPEAINYEQIKKDLAEELTFDIDYKTSEVNQRVFSLDE
EVFEIANFNNYLNQSGITKFNTIIGGKFVNGENTKRKGINEYINLYSQQINDKTLKKYKMSV
ELFKQILSDTESKSFVIDKLEDDSDVVTTMQSFYEQIAAFKTVEEKSIKETLSLLFDDLKAQ
EKLDLSKIYFKNDKSLTDLSQQVFDDYSVIGTAVLEYITQQIAPKNLDNPSKKEQELIAKKT
EEKAKYLSLETIKLALEEFNKHRDIDKQCRFEEILANFAAIPMIFDEIAQNKDNLAQISIKY
EQNQGKKDLLQASAEDDVKAIKDLLDQTNNLLHKLKIFHISQSEDKANILDKDEHFYLVFEE
;CYFELANIVPLYNKIRNYITQKPYSDEKFKLNFENSTLANGWDKNKEPDNTAILFIKDDKY
EYLGVMNKKNNKIFDDKAIKENKGEGYKKIVYKLLPGANKMLPKVFFSAKSIKFYNPSEDIL
ERIRNHSTHTKNGSPQKGYEKFEFNIEDCRKFIDFYKQSISKHPEWKDFGFRFSDTQRYNSI
EDEFYREVENQGYKLTFENISESYIDSVVNQGKLYLFQIYNKDFSAYSKGRPNLHTLYWKAL
EFDERNLQDVVYKLNGEAELFYRKQSIPKKITHPAKEAIANKNKDNPKKESVFEYDLIKDKR
EFTEDKFFFHCPITINFKSSGANKFNDEINLLLKEKANDVHILSIDRGERHLAYYTLVDGKG
;NIIKQDTFNIIGNDRMKTNYHDKLAAIEKDRDSARKDWKKINNIKEMKEGYLSQVVHEIAK
ELVIEYNAIVVFEDLNFGFKRGRFKVEKQVYQKLEKMLIEKLNYLVFKDNEFDKTGGVLRAY
EQLTAPFETFKKMGKQTGIIYYVPAGFTSKICPVTGFVNQLYPKYESVSKSQEFFSKFDKIC
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{ YNLDKGY FEFSFDYKNFGDKARKGKWT IASFGSRLINFRNSDKNHNWDTREVY PTKELEKL
;LKDYSIEYGHGECIKAAICGESDKKFFAKLTSVLNTILQMRNSKTGTELDYLISPVADVNG
| NFFDSRQAPKNMPQDADENGAYHIGLKGIMLLGRIKNNQEGKKILNLVIKNEREY FEFVGNRN
| NPKKKRKV LEGGGGSS TDHPKY SDMIVAATQAEKNRAGSSRQS IQKY IKSHYKVGENADSQ
EIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEP

Fusién HMGN1-FnCpf1-CHD1 (SEQ ID NO: 77)

EMPKRKVSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
| QAEVANQE TKEDLPAENGE TKTEESPASDEAGEKEAKSD TGSCMS IYQEFVNKYSLSKTLR
| FELIPOGKTLENIKARGLILDDEKRAKDYKKAKQI IDKYHQFFIEEILSSVCISEDLLONY
| SDVYFKLEKKSDDDNLOKDFKSAKDTIKKQISEY IKDSEKFKNLFNQNLIDAKKGOESDLIL
| WLKQSKDNGIELFKANSDITDIDEALEI IKSFKGWTTY FKGFHENRENVYSSNDIPTSITY
| RIVDDNLPKFLENKAKYESLKDKAPEAINYEQIKKDLAEELTFDIDYKTSEVNQRVFSLDE
VFEIANFNNYLNQOSGITKFNTIIGGKFVNGENTKRKGINEY INLYSOQINDKTLKKYKMSV
| LFKQILSDTESKSFVIDKLEDDSDVVTTMQS FYEQIAAFKTVEEKS IKETLSLLFDDLKAQ
| KLDLSKIYFKNDKSLTDLSQQVFDDYSVIGTAVLEY ITQQIAPKNLDNESKKEQEL IAKKT
EEKAKYLSLETIKLALEEFNKHRDIDKQCRFEEILANFAAIPMIFDEIAQNKDNLAQISIKY
| ONOGKXDLLOASAEDDVKAIKDLLDOTNNLLHKLKIFHISQSEDKANILDKDEHFYLYFEER
| CYFELANIVPLYNKIRNYITQKPYSDEKFKLNFENSTLANGWDKNKEPDNTAILFIKDDKY
| YLGVMNKENNKI FDDKAIKENKGEGYKKIVYKLLPGANKMLPKVFFSAKSIKFYNPSEDIL
| RIRNHSTHTKNGSPQKGYEKFEFNIEDCRKFIDFYKQS ISKHPEWKDFGFRFSDTQRYNS T
| DEFYREVENQGYKLTFENISESY IDSVVNQGKLYLFQIYNEDFSAYSKCRPNLHTLYWKAL
! FDERNLODVVYKLNGEAELFYRKOS T PKKI THPAKEATANKNKDNPEKESVFEYDLIKDKR
| FTEDKFFFHCPITINFKSSGANKFNDE INLLLKEKANDVHILS IDRGERHLAYYTLVDGKG
 NIIKQDTFNIIGNDRMKTNYHDKLAAIEKDRDSARKDWEKINNIKEMKEGYLSQVVHEIAK
ELVIEYNAIVVFEDLNFGFKRGRFKVEKQVYQKLEKMLIEKLNYLVFKDNEFDKTGGVLRAY
EQLTAPFETFKKMGKQTGIIYYVPAGFTSKICPVTGFVNQLYPKYESVSKSQEFFSKFDKIC
| YNLDKGYFEFSFDYKNFGDKAAKGKWT IASFGSRLINFRNSDENHNWDTREVYPTKELEKL
[ LKDYSITEYGHGECTKAATCGRESDEKFFAKLTSVLNT I LOMRNSKTGTELDY LT SPVADVNG
| NEFDSRQAPKNMPQDADANGAYHIGLKGLMLLGRIKNNOQEGKKLNLVIKNEEY FEFVONEN
| NPKEKRKV LEGGGGSDMDSIGESEVRALYKATLKFGNLKE ILDELTIADGTLPVKSFEKYGE
! TYDEMMEAAKDCVHEEEKNRKE I LEKLEKHATAYRAKLKSCGE I KAENQPKDNPLTRLSLKK
| REKKAVLFNFKGVKSLNAESLLSRVEDLKY LKNLINSNYKDDPLKFSLGNNTPKPVONWSS
| NWTKEEDEKLLIGVFKYGYGSWTQIRDDPFLGITDKIFLNEVHNPVAKKSASSSDTTPTES
EKKGKGITGSSKKVPGAIHLGRRVDYLLSFLRGGLNTKSPS

Fusién de la caja A HMGN1-CjCas9-HMGB1 (SEQ ID NO: 78)
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EMPKRKVSSAEGAAKEEPKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
| QAEVANQE TKEDLPAENGE TKTEE SPASDEAGEKEAKSD TGSGMARTILAFDIGISS I GWAF
ESENDELKDCGVRIFTKVENPKTGESLALPRRLARSARKRLARRKARLNHLKHLIANEFKLN
| YEDYQSFDESLAKAYKGSLISPYELRFRALNELLSKQDFARVILHIAKRRGYDDIKNSDDK
| EKGATTKATKQNEEKTLANYQSVGEY L YKEY FQRFKENSKEFTNVRNKKESYERCTAQSFIK
| DELELIFKKQREFGFSFSKKFEEEVLSVAFYKRALKDFSHLVGNCSFFTDEKRAPKNSPLA
{ FMEVALTRIINLLNNLKNTEGILY TKDDLNALLNEVLKNGTLT YKQTKKLLGLSDDYREFKG
EEKGTYFIEFKKYKEFIKALGEHNLSQDDLNEIAKDITLIKDEIKLKKALAKYDLNQNQIDS
| LSKLEFKDHLNISFKALKLYTPLMLEGKKYDEACNELNLKVAINEDKKDFLPAFNETYYKD
| EVITNPVVLRATIKEYRKVLNALLKKYGKVHKINTELAREVGKNHSQRAK TEKECNENYKAKK
| DAELECEKLGLKINSKNILKLRLFKEQKEFCAYSGEKIKISDLODEKMLEIDHIYPYSRSE
| DDSYMNKYLVETKQONQEKLNGTPFEAFGNDSAKWQK IEVLAKNLPTKKQKRILDKNYKDKE
| QKNFKDRNLNDTRYIARLVLNYTKDYLDFLPLSDDENTKLNDTQKGSKVHVEAKSGMLTSA
ELRHTWGFSAKDRNNHLHHAIDAVIIAYANNSIVKAFSDFKKEQESNSAELYAKKISELDYK

ENKRKFFEPFSGFRQKVLDKIDEIFVSKPERKKPSGALHEETFRKEEEFYQSYGGKEGVLKA
| LELGKIRKVNGKIVKENGDMFRVDI FKHEKTNKFYAVPTY TMDFALKY LPNKAVARSKKGE I
'KDWIIMDENYEFCFSLYKDSLILIQTKDMOREPEFVYYNAFTSSTVSLIVSKHDNKFETLSK
ENQKILFKNANEKEVIAKSIGIQNLKVFEKYIVSALGEVTKAEFRQREDFKKPKKKRKVLEG
| GGGSGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNESE FSKKCSERWKTMSAKEKG
! KFEDMAKADKARYEREMKTY I PPKGE

EFusic’)n globular HMGN1-CjCas9-Histona H1 (SEQ ID NO: 79)

| MPKRKVSSAEGAAKEE PKRRSARLSAKPPAKVEAKPKKAAAKDKSSDKKVQTKGKRGAKGK
| QARVANQE TKEDLPAENGE TKTEE SPASDEAGEKEAKSD TGSGMARILAFDIGISSIGWAF
| SENDELKDCGVRIFTKVENPKTGESLALPRRLARSARKRLARRKARLNHLKHLIANEFKLN
| YEDYQSFDESLAKAYKGSLISPYELRFRALNELLSKQDFARVILHIAKRRGYDDIKNSDDK
| EKGATLKATKQNEEKLANYQSVGEYLYKEY FOKFKENSKEFTNVRNKKES YERCTAQSFLK
- DELKLIFKKQREFCFSFSKKFEEEVLSVAFYKRALKDFSHLVCNCSFETDEKRAPKNSPLA
| FMEVALTRIINLLNNLKNTEGILYTKDDLNALLNEVLKNGTLT YKQTKKLLGLSDDYEFKG
| EKGTYFIEFKKYKEFIKALGEHNLSQDDLNE IAKDITLIKDEIKLKKALAKYDLNQNQIDS
' LSKLEFKDHLNISFKALKLVTPLMLEGKKYDEACNELNLKVAINEDKKDFLPAFNETY YKD
| EVINPVVLRAIKEYRKVLNALLKKYGKVHKINIELAREVGKNHS QRAKIEKEQNEN Y KAKK
. DAELECEKLGLKINSKNILKLRLFKEQKEFCAYSGEKIKISDLODEKMLEIDHIYPYSRSE
. DDSYMNKVLVFTKQNQEKLNQTPFEAFGNDSAKHQKTEVLAKNLPTKKQKR T LDKNYKDKE
- QKNFKDRNTNDTRY TARLVINYTKDYLDFLPLSDDENTKLNDT QKGSKVHVERKSGML TSR
' LRHTWGFSAKDRNNHLHHATDAVITAYANNS IVKAFSDFKKEQESNSAELYAKKISELDYK
. NKRKFFEPFSGFRQKVLDKIDE IFVSKPERKKPSGALHEETFRKEEEFYQSYGGKEGVLKA
. LELGKIRKVNGKIVKNGDMFRVDIFKHKKTNKFYAVPIYTMDFALKVLPNKAVARSKKGEL
 KDWILMDENYEFCFSLYKDSTILIQTKIMQEPEFVYYNAFTSSTVSTLIVSKHDNKFETLSK
| NQKTLFKNANEKEVIAKS IGTQNLKVFEKY IVSALGEVTKAEFRQREDFKKPKKKRKV LEG
| GGGSSTDHPKY SDMIVAATQAEKNRAGSSROSTOKY TKSHYKVGENADSQIKLSTKRLVTT
| GVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEP
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién que comprende una proteina de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y
regularmente intercaladas (CRISPR) unida a al menos un dominio de proteina que interactia con el
nucleosoma, en la que

la proteina CRISPR es una nucleasa o nickasa CRISPR/Cas9 de tipo Il, o la proteina CRISPR es una nucleasa
o nickasa CRISPR/Cpf1 de tipo V, y en la que

la proteina de fusién comprende ademas al menos una sefial de localizacién nuclear, y en la que

el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma es un dominio de unién a ADN de caja
de grupo de alta movilidad (HMG) (HMGB), una proteina de unidén a nucleosomas HMG (HMGN), un dominio
globular central de una variante de histona H1, un dominio de unién a ADN de una proteina del complejo de
remodelacion de cromatina, o una combinacién de los mismos.

2. La proteina de fusién de la reivindicacién 1, que comprende ademas al menos un dominio de penetracién
celular, al menos un dominio marcador o una combinaciéon de los mismos.

3. La proteina de fusion de la reivindicacidn 1 o la reivindicacién 2, en la que la proteina CRISPR es una proteina
CRISPR/Cas9 de tipo Il modificada para carecer de toda actividad de nucleasa y unida a un dominio no
nucleasa, o una proteina CRISPR/Cpf1 de tipo V modificada para carecer de toda actividad de nucleasa y unida
a un dominio no nucleasa.

4. La proteina de fusién de la reivindicacién 3, en la que el dominio no nucleasa tiene actividad de citosina
desaminasa, actividad de histona acetiltransferasa, actividad de activacién transcripcional o actividad represora
transcripcional.

5. La proteina de fusién de cualquier reivindicacién anterior, en la que al menos un dominio de proteina que
interactia con el nucleosoma es el dominio de caja A de HMGB1, la proteina HMGN1, la proteina HMGN2, la
proteina HMGN3a, la proteina HMGN3b, el dominio globular central de la histona H1, el dominio de unién al
ADN de la proteina de cambio de imitaciéon (ISWI), el dominio de unién al ADN de la proteina 1 de
cromodominio-helicasa-ADN (CHD1), o una combinacién de los mismos.

6. La proteina de fusién de cualquier reivindicacién anterior, en la que el al menos un dominio de proteina que
interactia con el nucleosoma est4 unido a la proteina CRISPR directamente mediante un enlace quimico,
indirectamente mediante un enlazante o una combinacién de los mismos.

7. La proteina de fusidén de cualquier reivindicacién anterior, en la que el al menos un dominio de proteina que
interactlia con el nucleosoma esta unido a la proteina CRISPR en su extremo-N, extremo-C, una ubicacién
interna o una combinacién de los mismos.

8. La proteina de fusién de cualquier reivindicacién anterior, en la que la proteina CRISPR es Streptococcus
pyogenes Cas9 (SpCas9), Streptococcus thermiphilus Cas9 (StCas9), Streptococcus pasteurianus (SpaCas9),
Campylobacter jejuni Cas9 (CjCas9), Staphylococcus aureus (SaCas9), Francisella novicida Cas9 (FnCas9),
Neisseria cinerea Cas9 (NcCas9), Neisseria meningitis Cas9 (NmCas9), Francisella novicida Cpf1 (FnCpf1),
Acidaminococcus sp. Cpf1 (AsCpf1), o bacteria Lachnospiraceae ND2006 Cpf1 (LbCpf1).

9. La proteina de fusién de cualquier reivindicacién anterior, en la que la proteina de fusién tiene una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO:61,
SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68,
SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75,
SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, 0 SEQ ID NO:79.

10. La proteina de fusién de cualquier reivindicacion anterior, en la que la proteina de fusién tiene una secuencia
de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:62, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:64, SEQ ID
NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID NO:70, SEQ ID NO:71, SEQ
ID NO:72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, o
SEQ ID NO:79.

11. Un é&cido nucleico que codifica la proteina de fusién de cualquier reivindicacion anterior.

12. El acido nucleico de la reivindicacién 11, que esta optimizado en codones para su traduccién en una célula
eucariota.

13. El &cido nucleico de la reivindicaciéon 11 o 12, que es parte de un vector viral, un vector plasmidico o un
ARN autorreplicante.
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14. Un complejo que comprende al menos una proteina de fusién de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y
al menos un ARN guia.

15. Un kit que comprende la proteina de fusién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, el &cido
nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-13 o el complejo segun la reivindicacién 14.

16. Una célula eucariota que comprende la proteina de fusién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-
10, el acido nucleico segln una cualquiera de las reivindicaciones 11-13 o el complejo segun la reivindicacion
14.

17. Un método para aumentar la eficiencia de la modificacién genémica o epigenética dirigida en una célula
eucariota, comprendiendo el método la introduccidn en la célula eucariota:

(a) al menos una proteina de fusién o un éacido nucleico que codifica al menos una proteina de fusién,
comprendiendo cada proteina de fusién una proteina CRISPR unida a al menos un dominio de proteina que
interactlia con el nucleosoma, en la que la proteina CRISPR (i) tiene actividad de nucleasa o nickasa o (ii) esta
modificada para carecer de toda actividad de nucleasa y esta unida a un dominio no nucleasa, en la que la
proteina CRISPR es una proteina CRISPR/Cas9 de tipo Il 0 una proteina CRISPR/Cpf1 de tipo V, y en la que
la proteina de fusién comprende ademas al menos una sefial de localizacién nuclear,

(b) al menos un ARN guia o un acido nucleico que codifica al menos un ARN guia;

en el que la proteina CRISPR de la al menos una proteina de fusién esta dirigida a una secuencia cromosémica
diana y el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma de la al menos una proteina de
fusidn altera la estructura nucleosdmica o de cromatina de tal manera que la al menos una proteina de fusién
tiene un mayor acceso a la secuencia cromosdmica diana, aumentando asi la eficiencia de la modificacion
gendmica o epigenética dirigida, y

en el que el al menos un dominio de proteina que interactla con el nucleosoma es un dominio de unién a ADN
de caja de grupo de alta movilidad (HMG) (HMGB), una proteina de unién a nucleosomas HMG (HMGN), un
dominio globular central de una variante de histona H1, un dominio de unién a ADN de una proteina del
complejo de remodelacidén de cromatina, o una combinacién de los mismos,

en el que el método no comprende un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia
o terapia.

18. El método de la reivindicacidén 17, en el que la proteina de fusién comprende ademas al menos un dominio
de penetracidn celular, al menos un dominio marcador o una combinacién de los mismos.

19. El método de la reivindicacién 17 o la reivindicacién 18, en el que el dominio no nucleasa tiene actividad de
citosina desaminasa, actividad de histona acetiltransferasa, actividad de activacion transcripcional o actividad
represora transcripcional.

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-19, en el que el al menos un dominio de proteina que
interactia con el nucleosoma est4 unido a la proteina CRISPR directamente mediante un enlace quimico,
indirectamente mediante un enlazante, o una combinacién de los mismos; y/o

en el que el al menos un dominio de proteina que interactia con el nucleosoma esta unido a la proteina CRISPR
en su extremo-N, extremo-C, una ubicacién interna o una combinacién de los mismos.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en el que el &cido nucleico que codifica la al menos
una proteina de fusién esté optimizado en codones para la traduccién en la célula eucariota, y/o en el que el
acido nucleico que codifica la al menos una proteina de fusién es parte de un vector viral, un vector plasmidico
o un ARN autorreplicante.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-21, en el que el método comprende ademas introducir
en la célula eucariota al menos un polinucleétido donante, comprendiendo el polinucleétido donante al menos
una secuencia donante.

23. El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-22, en el que la célula eucariota es una célula de
mamifero o una célula humana.

24. El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-22, en el que la célula es una célula vegetal.

25. La proteina de fusidén de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o método de cualquiera de las
reivindicaciones 17-24, en el que la proteina CRISPR esta unida a dos dominios de proteina que interactian
con el nucleosoma.
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