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DESCRIPCION
Diagnésticos basados en el sistema efector CRISPR
Campo técnico

El objeto dado a conocer en el presente documento se refiere en general a diagnoésticos rapidos relacionados con el
uso de sistemas efectores CRISPR.

Antecedentes

Los acidos nucleicos son una firma universal de informacion bioldgica. La capacidad de detectar rapidamente acidos
nucleicos con alta sensibilidad y especificidad de base Unica en una plataforma portatil tiene el potencial de
revolucionar el diagndstico y el seguimiento de muchas enfermedades, proporcionar informacion epidemioldgica
valiosa y servir como una herramienta cientifica generalizable. Aunque se han desarrollado muchos métodos para la
deteccion de acidos nucleicos (Du et al., 2017; Green et al., 2014; Kumar et al., 2014; Pardee et al., 2014; Pardee et
al., 2016; Urdea et al., 2006), inevitablemente presentan compensaciones entre sensibilidad, especificidad,
simplicidad y velocidad. Por ejemplo, los enfoques de qPCR son sensibles pero costosos y dependen de una
instrumentacion compleja, lo que limita la usabilidad a operadores altamente capacitados en entornos de laboratorio.
Otros enfoques, tales como los nuevos métodos que combinan la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos con
plataformas portatiles (Du et al.,, 2017; Pardee et al., 2016), ofrecen una alta especificidad de deteccion en un
entorno ambulatorio (POC), pero tienen aplicaciones algo limitadas debido a la baja sensibilidad. A medida que los
diagnosticos de acidos nucleicos se vuelven cada vez mas relevantes para una variedad de aplicaciones de
diagndstico inmediato, las tecnologias de deteccion que brindan alta especificidad y sensibilidad a bajo coste serian
de gran utilidad tanto en entornos de investigacion clinica como basicos.

East-Seletsky et al. (2016), Nature, 538(7624): 270-273 (doi: 10.1038/nature19802) y Abudayyeh et al. (2016),
Science, 353(6299), aaf5573-aaf5573 (doi: 101126/science.aaf5573) describen que las ARNasas guiadas por ARN,
tales como C2c2, permanecen activas después de la escision de su ARN diana, lo que lleva a la escision “colateral”
de los ARN no seleccionados como diana en las proximidades.

Sumario

En un aspecto, la invencién proporciona un sistema de deteccion de acidos nucleicos que comprende: un sistema
CRISPR que comprende una proteina efectora y uno o mas ARN guia disefiados para unirse a las moléculas diana
correspondientes; un constructo de enmascaramiento basado en ARN; y reactivos de amplificacion de acidos
nucleicos para amplificar moléculas de ARN diana en una muestra. También se describe en el presente documento,
pero no segun la invencion, un sistema de deteccidon de polipéptidos que comprende: un sistema CRISPR que
comprende una proteina efectora y uno o mas ARN guia disefiados para unirse a un ARN desencadenante, un
constructo de enmascaramiento basado en ARN; y uno o0 mas aptameros de deteccidon que comprenden un sitio de
union a promotor de la ARN polimerasa enmascarado o un sitio de unién de cebador enmascarado.

Segun la invencion, el sistema comprende reactivos de amplificacion de acidos nucleicos. Los reactivos de
amplificaciéon de acidos nucleicos pueden comprender un cebador que comprende un promotor de la ARN
polimerasa. En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos de muestra se amplifican para obtener un molde de
ADN que comprende un promotor de la ARN polimerasa, mediante lo cual puede generarse una molécula de ARN
diana mediante transcripcion. El acido nucleico puede ser ADN y amplificarse mediante cualquier método descrito en
el presente documento. El acido nucleico puede ser ARN y amplificarse mediante un método de transcripcion
inversa tal como se describe en el presente documento. La secuencia de aptamero puede amplificarse al
desenmascarar el sitio de unién de cebadores, mediante lo cual se transcribe un ARN desencadenante a partir del
producto de ADN amplificado. La molécula diana puede ser un ADN diana y el sistema puede comprender ademas
un cebador que se une al ADN diana y comprende un promotor de la ARN polimerasa.

Segun la invencion, la proteina efectora del sistema CRISPR es una proteina efectora que selecciona como diana
ARN. Los ejemplos de proteinas efectoras que seleccionan como diana ARN incluyen Cas13b y C2c2 (ahora
conocidas como Cas13a). Se entendera que el término “C2c2” en el presente documento se usa de manera
intercambiable con “Cas13a”. En otra realizacion de ejemplo, la proteina efectora que selecciona como diana ARN
es C2c2. En otras realizaciones, la proteina efectora C2c2 es de un organismo de un género seleccionado del grupo
que consiste en: Leptotrichia, Listeria, Corynebacter, Sutterella, Legionella, Treponema, Filifactor, Eubacterium,
Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma, Bacteroides, Flaviivola, Flavobacterium, Sphaerochaeta, Azospirillum,
Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia, Parvibaculum, Staphylococcus, Nitratifractor, Mycoplasma, Campylobacter
y Lachnospira, o la proteina efectora C2c2 es un organismo seleccionado del grupo que consiste en: Leptotrichia
shabhii, Leptotrichia. wadei, Listeria seeligeri, Clostridium aminophilum, Carnobacterium gallinarum, Paludibacter
propionicigenes, Listeria weihenstephanensis o |la proteina efectora C2c2 es una proteina efectora C2c2 de L. wadei
F0279 o L. wadei F0279 (Lw2). En ofra realizacion, el uno o mas ARN guia estan disefiados para detectar un
polimorfismo de un solo nucledétido, una variante de corte y empalme de un transcrito o una mutaciéon de cambio de
marco en un ARN o ADN diana.
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En otras realizaciones, el uno o mas ARN guia estan disefiados para unirse a una o0 mas moléculas diana que son
de diagnodstico para un estado patolégico. En todavia realizaciones adicionales, el estado patoldégico es una
infeccion, una enfermedad de un érgano, una enfermedad de la sangre, una enfermedad del sistema inmunitario, un
cancer, una enfermedad del cerebro y del sistema nervioso, una enfermedad endocrina, una enfermedad
relacionada con el embarazo o el parto, una enfermedad hereditaria o una enfermedad adquirida por el ambiente. En
todavia realizaciones adicionales, el estado patoldgico es cancer o una enfermedad autoinmunitaria o una infeccién.

En realizaciones adicionales, el uno o0 mas ARN guia estan disefiados para unirse a una o mas moléculas diana que
comprenden mutaciones somaticas especificas de cancer. La mutacion especifica de cancer puede conferir
resistencia a los farmacos. La mutacion de resistencia a los farmacos puede ser inducida por el tratamiento con
ibrutinib, erlotinib, imatinib, gefitinib, crizotinib, trastuzumab, vemurafenib, RAF/MEK, terapia de bloqueo de puntos
de control o terapia antiestrogeno. Las mutaciones especificas de cancer pueden estar presentes en uno o mas
genes que codifican para una proteina seleccionada del grupo que consiste en el ligando 1 de muerte programada
(PD-L1), el receptor de andrégenos (AR), la tirosina cinasa de Bruton (BTK), el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), BCR-AbI, c-kit, PIK3CA, HER2, EML4-ALK, KRAS, ALK, ROS1, AKT1, BRAF, MEK1, MEK2,
NRAS, RAC1 y ESR1. La mutacion especifica de cancer puede ser una mutacion en un gen seleccionado del grupo
que consiste en CASP8, B2M, PIK3CA, SMC1A, ARID5B, TET2, ALPK2, COL5A1, TP53, DNER, NCOR1, MORCA4,
CIC, IRF6, MYOCD, ANKLE1, CNKSR1, NF1, SOS1, ARID2, CUL4B, DDX3X, FUBP1, TCP11L2, HLA-A, B o C,
CSNK2A1, MET, ASXL1, PD-L1, PD-L2, IDO1, IDO2, ALOX12B y ALOX15B, o ganancia de numero de copias,
excluyendo acontecimientos de cromosomas completos, que afecten a cualquiera de las siguientes bandas
cromosomicas: 6916.1-921, 6g22.31-g24.1, 6925.1-926, 7p11.2-q11.1, 8p23.1, 8p11.23- p11.21 (que contiene IDO1,
IDO2), 9p24.2-p23 (que contiene PDL1, PDL2), 10p15.3, 10p15.1-p13, 11p14.1, 12p13.32-p13.2, 17p13.1 (que
contiene ALOX12B, ALOX15B) y 22911.1-g11.21.

En realizaciones adicionales, el uno o0 mas ARN guia pueden disefiarse para unirse a una o mas moléculas diana
que comprenden marcadores de pérdida de heterocigosidad (LOH).

En realizaciones adicionales, el uno o0 mas ARN guia pueden disefiarse para unirse a una o mas moléculas diana
que comprenden polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). La enfermedad puede ser una enfermedad cardiaca y
las moléculas diana pueden ser VKORC1, CYP2C9 y CYP2C19.

En realizaciones adicionales, el estado patoldgico puede ser una enfermedad relacionada con el embarazo o el parto
o una enfermedad hereditaria. La muestra puede ser una muestra de sangre o una muestra mucosa. La enfermedad
puede seleccionarse del grupo que consiste en trisomia 13, trisomia 16, trisomia 18, sindrome de Klinefelter (47,
XXY), (47, XYY) y (47, XXX), sindrome de Turner, sindrome de Down (trisomia 21), fibrosis quistica, enfermedad de
Huntington, beta talasemia, distrofia miotonica, anemia de células falciformes, porfiria, sindrome del cromosoma X
fragil, translocacién robertsoniana, sindrome de Angelman, sindrome de DiGeorge y sindrome de Wolf-Hirschhorn.

En realizaciones adicionales, la infeccion esta provocada por un virus, una bacteria o un hongo, o la infeccion es una
infeccion viral. En realizaciones especificas, la infeccion viral esta provocada por un virus de ARN bicatenario, un
virus de ARN de sentido positivo, un virus de ARN de sentido negativo, un retrovirus o una combinacion de los
mismos, o la infeccion viral esta provocada por un virus Coronaviridae, un virus Picornaviridae, un virus Caliciviridae,
un virus Flaviviridae, un virus Togaviridae, un Bornaviridae, un Filoviridae, un Paramyxoviridae, un Pneumoviridae,
un Rhabdoviridae, un Arenaviridae, un Bunyaviridae, un Orthomyxoviridae o un Deltavirus, o la infeccion viral esta
provocada por coronavirus, SARS, virus de la poliomelitis, rhinovirus, hepatitis A, virus de Norwalk, virus de la fiebre
amarilla, virus del Nilo Occidental, virus de la hepatitis C, virus de fiebre del dengue, virus de Zika, virus de la
rubéola, virus del rio Ross, virus Sindbis, virus de Chikungunya, virus de la enfermedad de Borna, virus del ébola,
virus de Marburgo, virus del sarampién, virus de las paperas, virus de Nipah, virus de Hendra, virus de enfermedad
de Newcastle, virus sincicial respiratorio humano, virus de la rabia, virus de Lassa, Hantavirus, virus de la fiebre
hemorragica de Crimea-Congo, gripe o virus de la hepatitis D.

En otras realizaciones de la invencion, el constructo de enmascaramiento basado en ARN suprime la generacién de
una sefal positiva detectable o el constructo de enmascaramiento basado en ARN suprime la generacion de una
sefial positiva detectable enmascarando la sefal positiva detectable, o generando en su lugar una sefal negativa
detectable, o el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende un ARN de silenciamiento que suprime
la generacion de un producto génico codificado por un constructo indicador, en el que el producto génico genera la
sefial positiva detectable cuando se expresa.

En realizaciones adicionales, el constructo de enmascaramiento basado en ARN es una ribozima que genera la
sefial detectable negativa, y en el que la sefial detectable positiva se genera cuando la ribozima se desactiva, o la
ribozima convierte un sustrato en un primer color y en el que el sustrato se convierte en un segundo color cuando la
ribozima esta desactivada.

En otras realizaciones, el agente de enmascaramiento basado en ARN es un aptamero de ARN, o el aptamero
secuestra una enzima, en el que la enzima genera una sefal detectable tras su liberacion del aptamero actuando
sobre un sustrato, o el aptamero secuestra un par de agentes que cuando se liberan de los aptameros se combinan
para generar una sefal detectable.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2927463 T3

En otra realizacion, el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende un oligonucleétido de ARN al que
se unen un ligando detectable y un componente de enmascaramiento. En otra realizacion, el ligando detectable es
un fluordforo y el componente de enmascaramiento es una molécula extintora, o los reactivos para amplificar
moléculas de ARN diana tales como, pero sin limitarse a, reactivos de NASBA o RPA.

En otro aspecto, la invencion proporciona un dispositivo de diagnostico que comprende uno o mas volumenes
discretos individuales, comprendiendo cada volumen discreto individual una proteina efectora CRISPR, uno o mas
ARN guia disefiados para unirse a la molécula diana correspondiente, un constructo de enmascaramiento basado en
ARN y reactivos de amplificacion de acidos nucleicos.

En otro aspecto, la invencion proporciona un dispositivo de diagnostico que comprende uno o mas volumenes
discretos individuales, comprendiendo cada volumen discreto individual una proteina efectora CRISPR, uno o mas
ARN guia disefiados para unirse a un ARN desencadenante, uno o mas aptameros de deteccion que comprenden
un sitio de unién a promotor de la polimerasa ARN enmascarado o un sitio de union de cebador enmascarado, y
reactivos de amplificacién de acidos nucleicos.

En algunas realizaciones, los volumenes discretos individuales son gotas, o los volumenes discretos individuales se
definen sobre un sustrato sélido, o los volumenes discretos individuales son micropocillos, o los volumenes discretos
individuales son puntos definidos sobre un sustrato, tal como un sustrato de papel.

Segun la invencion, la proteina efectora que selecciona como diana ARN es una proteina efectora CRISPR que
selecciona como diana ARN de tipo VI, tal como C2c2 o Cas13b. En determinadas realizaciones de ejemplo, la
proteina efectora C2c2 es de un organismo seleccionado del grupo que consiste en: Leptotrichia, Listeria,
Corynebacter, Sutterella, Legionella, Treponema, Filifactor, Eubacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma,
Bacteroides, Flaviivola, Flavobacterium, Sphaerochaeta, Azospirillum, Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia,
Parvibaculum, Staphylococcus, Nitratifractor, Mycoplasma y Campylobacter, o la proteina efectora C2c2 se
selecciona del grupo que consiste en: Leptotrichia shahii, L. wadei, Listeria seeligeri, Lachnospiraceae bacteria,
Clostridium aminophilum, Carnobacterium gallinarum, Paludibacter propionicigenes, Listeria weihenstephanensis,
bacteria Listeriaceae y Rhodobacter capsulatus, la proteina efectora C2c2 es una proteina efectora C2c2 de L.
wadei F0279 o L. wadei FO279 (Lw2). En ofra realizacion, el uno o mas ARN guia estan disefiados para unirse a una
o0 mas secuencias de ARN diana que son de diagnéstico para un estado patolégico.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento basado en ARN suprime la
generacion de una sefial positiva detectable, o el constructo de enmascaramiento basado en ARN suprime la
generacion de una sefal positiva detectable enmascarando la sefial positiva detectable, o generando en su lugar
una sefal negativa detectable, o el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende un ARN de
silenciamiento que suprime la generacion de un producto génico codificado por un constructo indicador, en el que el
producto génico genera la sefial positiva detectable cuando se expresa.

En otra realizacion de ejemplo, el constructo de enmascaramiento basado en ARN es una ribozima que genera una
sefial detectable negativa, y en el que la sefal detectable positiva se genera cuando la ribozima se desactiva. En
una realizacion de ejemplo, la ribozima convierte un sustrato en un primer color y en el que el sustrato se convierte
en un segundo color cuando la ribozima se desactiva. En otra realizacion de ejemplo, el agente de enmascaramiento
basado en ARN es un aptamero que secuestra una enzima, en el que la enzima genera una sefial detectable tras su
liberacién del aptamero actuando sobre un sustrato, o el aptamero secuestra un par de agentes que cuando se
liberan de los aptameros se combinan para generar una sefial detectable.

En otra realizacién de ejemplo, el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende un oligonucleétido de
ARN al que se unen un oligonucleétido de ligando detectable y un componente de enmascaramiento. En
determinadas realizaciones de ejemplo, el ligando detectable es un fluoréforo y el componente de enmascaramiento
es una molécula extintora.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un método para detectar ARN diana en muestras, que comprende:
distribuir una muestra o conjunto de muestras en uno o mas volumenes discretos individuales, comprendiendo los
volumenes discretos individuales un sistema CRISPR que comprende una proteina efectora, uno o mas ARN guia,
un constructo de enmascaramiento basado en ARN; incubar la muestra o conjunto de muestras en condiciones
suficientes para permitir la union del uno o mas ARN guia a una o mas moléculas diana; activar la proteina efectora
CRISPR mediante la union del uno o mas ARN guia a una o0 mas moléculas diana, en el que la activacién de la
proteina efectora CRISPR da como resultado la modificacion del constructo de enmascaramiento basado en ARN de
manera que se produce una sefial positiva detectable; y detectar la sefal positiva detectable, en el que la deteccién
de la sefial positiva detectable indica la presencia de una o0 mas moléculas diana en la muestra.

También se describe en el presente documento, pero no segun la invencién, un método para detectar péptidos en
muestras, que comprende: distribuir una muestra o conjunto de muestras en un conjunto de volumenes discretos
individuales, comprendiendo los volumenes discretos individuales aptameros de deteccién de péptidos, un sistema
CRISPR que comprende una proteina efectora, uno o mas ARN guia, un constructo de enmascaramiento basado en
ARN, en el que los aptameros de deteccion de péptidos comprenden un sitio de ARN polimerasa enmascarado y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2927463 T3

estan configurados para unirse a una o mas moléculas diana; incubar la muestra o conjunto de muestras en
condiciones suficientes para permitir la uniéon de los aptameros de deteccion de péptidos a una o mas moléculas
diana, en el que la unién del aptdmero a una molécula diana correspondiente expone el sitio de unién de la ARN
polimerasa, lo que da como resultado la sintesis de ARN de un ARN desencadenante; activar la proteina efectora
CRISPR mediante la unién de uno o mas ARN guia al ARN desencadenante, en el que la activacion de la proteina
efectora CRISPR da como resultado la modificacion del constructo de enmascaramiento basado en ARN de manera
que se produce una sefial positiva detectable; y detectar la sefial positiva detectable, en el que la deteccion de la
sefal positiva detectable indica la presencia de una o mas moléculas diana en una muestra.

En determinados ejemplos, dichos métodos comprenden ademas amplificar el ARN de muestra o el ARN
desencadenante. En otros ejemplos, la amplificacion del ARN comprende la amplificacion mediante NASBA o RPA.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora CRISPR es una proteina efectora CRISPR que
selecciona como diana ARN de tipo VI, tal como C2c2 o Cas13b. En otras realizaciones de ejemplo, la proteina
efectora C2c2 es de un organismo seleccionado del grupo que consiste en: Leptotrichia, Listeria, Corynebacter,
Sutterella, Legionella, Treponema, Filifactor, Eubacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma, Bacteroides,
Flaviivola, Flavobacterium, Sphaerochaeta, Azospirillum, Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia, Parvibaculum,
Staphylococcus, Nitratifractor, Mycoplasma y Campylobacter, o la proteina efectora C2c2 se selecciona del grupo
que consiste en: Leptotrichia shahii, L. wadei, Listeria seeligeri, Lachnospiraceae bacteria, Clostridium aminophilum,
Carnobacterium gallinarum, Paludibacter propionicigenes, Listeria weihenstephanensis, bacteria Listeriaceae y
Rhodobacter capsulatus. En una realizacion especifica, la proteina efectora C2c2 es una proteina efectora C2c2 de
L. wadei F0279 o L. wadei F0279 (Lw2).

En determinadas realizaciones de ejemplo, el uno o mas ARN guia estan disefiados para unirse a una o0 mas
moléculas diana que son de diagnostico para un estado patoldgico. En determinadas otras realizaciones de ejemplo,
el estado patoldgico es una infeccion, una enfermedad de un 6rgano, una enfermedad de la sangre, una enfermedad
del sistema inmunitario, un cancer, una enfermedad del cerebro y del sistema nervioso, una enfermedad endocrina,
una enfermedad relacionada con el embarazo o el parto, una enfermedad hereditaria o una enfermedad adquirida
por el ambiente, cancer, o una infeccion fungica, una infeccion bacteriana, una infeccion parasitaria, o una infecciéon
viral.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento basado en ARN suprime la
generacion de una sefial positiva detectable, o el constructo de enmascaramiento basado en ARN suprime la
generacion de una sefal positiva detectable enmascarando la sefial positiva detectable, o generando en su lugar
una sefal negativa detectable, o el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende un ARN de
silenciamiento que suprime la generacion de un producto génico codificado por un constructo indicador, en el que el
producto génico genera la sefal positiva detectable cuando se expresa, o el constructo de enmascaramiento basado
en ARN es una ribozima que genera la sefial detectable negativa, y en el que la sefial detectable positiva se genera
cuando la ribozima se desactiva. En otras realizaciones de ejemplo, la ribozima convierte un sustrato en un primer
estado y en el que el sustrato se convierte en un segundo estado cuando la ribozima se desactiva, o el agente de
enmascaramiento basado en ARN es un aptamero, o el aptamero secuestra una enzima, en el que la enzima genera
una sefial detectable tras su liberacion del aptamero actuando sobre un sustrato, o el aptamero secuestra un par de
agentes que cuando se liberan de los aptdameros se combinan para generar una sefial detectable. En todavia
realizaciones adicionales, el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende un oligonucleétido de ARN
con un ligando detectable en un primer extremo del oligonucleétido de ARN y un componente de enmascaramiento
en un segundo extremo del oligonucleétido de ARN, o el ligando detectable es un fluoréforo y el enmascaramiento
componente es una molécula extintora.

Estos y otros aspectos, objetos, caracteristicas y ventajas de las realizaciones de ejemplo resultaran evidentes para
los expertos en la técnica al considerar la siguiente descripcion detallada de las realizaciones de ejemplo ilustradas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de un sistema efector CRISPR basado en C2c2 de ejemplo.

La figura 2 proporciona (A) un diagrama del locus de CRISPR/C2c2 de Leptotrichia wadei. Se muestran estructuras
representativas de ARNcr de los sistemas LwC2c2 y LshC2c2. (SEQ. ID. NO. 142 y 143) (B) Diagrama del ensayo
bacteriano in vivo para determinar la actividad C2c2. Se clona un protoespaciador en el sentido de 5’ del gen de la
betalactamasa en un plasmido resistente a la ampicilina, y este constructo se transforma en E. coli que expresa
C2c2 junto con un espaciador o bien de direccionamiento o bien de no direccionamiento. Para cuantificar la
actividad, se cuentan las transformantes exitosas. (C) Cuantificacion de la actividad in vivo de LwC2c2 y LshC2c2.
(n=2 réplicas bioldgicas; las barras representan la media + e.e.m.) (D) Filtracion final en gel de exclusién molecular
de LwC2c2. (E) Gel de acrilamida tefido con azul de Coomassie de la purificacion por etapas de LwC2c2. (F)
Actividad de LwC2c2 frente a diferentes dianas de PFS. LwC2c2 se dirigié contra ARN fluorescente con PFS
variable en 3’ flanqueando el espaciador, y los productos de la reaccion se visualizaron en un gel desnaturalizante.
LwC2c2 muestra una ligera preferencia contra SSP G.
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Las figuras 3-6 muestran la deteccion de un constructo de enmascaramiento de ejemplo a diferentes diluciones
usando 1 mg, 100 ng, 10 ng y 1 ng de diana con 4 cantidades diferentes de proteina/ARNcr (1:4, 1:16, 1:32, 1:64)
con 2 agrupaciones de ARNcr, sin condicion de ARNcr, duplicados técnicos, en (96+48)" 2= 288 reacciones,
medidas en intervalos de 5 minutos durante 3 horas.

La figura 7 proporciona un diagrama de un esquema de deteccion de ejemplo usando un constructo de
enmascaramiento y la proteina efectora CRISPR, segun determinadas realizaciones de ejemplo.

La figura 8 proporciona un conjunto de graficos que muestran cambios en la fluorescencia a lo largo del tiempo
cuando se detecta una diana usando diferentes agrupaciones de ARN guia.

La figura 9 proporciona un grafico que muestra la fluorescencia normalizada detectada a través de diferentes
diluciones de ARN diana a concentraciones variables de la proteina efectora CRISPR.

La figura 10 es un diagrama que muestra las etapas generales de una reaccién de amplificacion NASBA.

La figura 11 proporciona un grafico que muestra la deteccion del acido nucleico diana ARNmc 1 amplificado por
NASBA con tres conjuntos diferentes de cebadores y luego sometido a la deteccion colateral con C2¢2 usando una
sonda fluorescente extinguida. (n=2 réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.)

La figura 12 proporciona un grafico que muestra que el efecto colateral puede usarse para detectar la presencia de
un ARN diana lentiviral.

La figura 13 proporciona un grafico que demuestra que el efecto colateral y NASBA pueden detectar especies a
concentraciones aM.

La figura 14 proporciona un grafico que demuestra que el efecto colateral y NASBA discriminan rapidamente las
muestras de baja concentracion.

La figura 15 muestra que la fluorescencia normalizada en puntos de tiempo particulares es predictiva de la
concentracion de entrada de la muestra. Las mediciones de fluorescencia de la deteccion con Cas13a sin
amplificacion estan correlacionadas con la concentracion de ARN de entrada. (n=2 réplicas bioldgicas; las barras
representan la media £ e.e.m.).

La figura 16 proporciona un diagrama de la reaccion de RPA, mostrando los componentes participantes en la
reaccion.

La figura 17 diagrama de SHERLOCK; proporciona un diagrama que muestra la deteccion de las dianas tanto de
ADN como de ARN mediante la incorporacion de una etapa de RPA o RT-RPA debidamente. Tras el reconocimiento
del ARN diana, el efecto colateral provoca que C2c2 corte el indicador de escisidon, generando fluorescencia.
Cantidades de moléculas individuales de ARN o ADN pueden amplificarse a ADN mediante la amplificacion por
recombinasa y polimerasa (RPA) y transcribirse para producir ARN que luego es detectado por C2c2.

La figura 18 proporciona un diagrama de la diana de ARNmc detectada mediante la deteccién colateral con C2c2
(SEQ. ID. NO. 144 y 145).

La figura 19 proporciona un conjunto de graficos que demuestran la deteccién de moléculas individuales de ADN
usando RPA (es decir, en el plazo de 15 minutos tras la adicion de C2c2).

La figura 20 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que mezclar T7 polimerasa en una reaccion de
RPA afecta negativamente a la deteccién de ADN.

La figura 21 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que la mezcla de polimerasa en una reaccion de
RPA no afecta negativamente a la deteccion de ADN.

La figura 22 proporciona un grafico que demuestra que las reacciones de deteccién con C2¢2, transcripcion con T7 y
de RPA son compatibles y logran la deteccién de moléculas individuales cuando se incuban simultaneamente (n=2
réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.).

La figura 23 proporciona un conjunto de graficos que demuestran la eficacia de las incubaciones rapidas de RPA-
ARN.

La figura 24 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que aumentar la cantidad de polimerasa T7
refuerza la sensibilidad para RPA-ARN.

La figura 25 proporciona un conjunto de graficos que muestran los resultados de un ensayo de deteccion de RPA-
ADN usando una reaccion de una sola etapa con enzimas 1,5x. La deteccion de moléculas individuales (2 aM) se
consigue tan pronto como en 30 minutos.

La figura 26 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que una reaccién de RPA-ADN de una sola etapa
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demuestra una disminucién cuantitativa de la fluorescencia en relacién con la concentracién de entrada. La curva
ajustada revela la relacion entre la concentracion de entrada diana y la fluorescencia de salida.

La figura 27 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que (A) la deteccion de ARN con C2¢2 sin
amplificacién puede detectar la diana de ARNmc a concentraciones de hasta 50 fM. (n=2 réplicas técnicas; las
barras representan la media + e.e.m.), y que (B) la reaccion de RPA-C2c2 puede detectar moléculas individuales de
ADN (n=4 réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.).

La figura 28 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que una sefal de C2c2 generada segun
determinadas realizaciones de ejemplo puede detectar una diana de 20 pM en un sustrato de papel.

La figura 29 proporciona un grafico que muestra que un inhibidor de ARNasa especifico puede eliminar la sefal de
fondo en el papel.

La figura 30 es un conjunto de graficos que muestran la deteccion mediante sistemas segun determinadas
realizaciones de ejemplo en sustratos de fibra de vidrio.

La figura 31 proporciona un conjunto de graficos que proporcionan (A) un diagrama de la deteccion de ARN de Zika
segun determinadas realizaciones de ejemplo. Se empaquetaron en el lentivirus el ARN de Zika o los fragmentos
homologos de ARN de dengue seleccionados como diana por la deteccion colateral con C2c2. Los medios se
cosechan después de 48 horas y se someten a lisis térmica, deteccion con C2c2 y RT-RPA. (B) La deteccién con
RT-RAP-C2c2 puede detectar con gran sensibilidad las particulas lentivirales de Zika (n=4 réplicas técnicas, prueba
de la t de Student bilateral; *****, p<0,0001; las barras representan la media + e.e.m.) (C) Un diagrama de la
deteccion de ARN de Zika usando C2c2 secado por congelacion en papel, segun determinadas realizaciones de
ejemplo. (D) El ensayo basado en papel puede detectar con gran sensibilidad las particulas lentivirales de Zika (n-4
réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; ****, p<0,0001; **, p<0,01, las barras representan la media +
e.e.m.).

La figura 32 proporciona un conjunto de graficos que demuestran (A) Un diagrama para la deteccion con C2c2 de
ARN de Zika aislado de suero humano. EI ARN de Zika en el suero se somete a transcripcion inversa, a degradacion
por ARNasa H del ARN, a RPA del ADNc y a deteccion con C2¢c2. (B) C2c2 puede detectar con gran sensibilidad
muestras de suero humano de Zika. Las concentraciones de ARN de Zika mostradas se verificaron mediante gPCR
(n=4 réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; ****, p < 0,0001; las barras representan la media + e.e.m.).

La figura 33 proporciona un conjunto de graficos que demuestran (A) que el C2c2 secado por congelacion puede
detectar sensiblemente el ARNmc 1 en el intervalo femtomolar bajo. C2¢c2 puede detectar rapidamente una diana de
ARNmc 1 de 200 pM en papel en forma liquida (B) o secada por congelacion (C). La reaccion puede detectar con
sensibilidad fragmentos de ARN de Zika sintetizados en disolucién (D) (n=3) y en forma secada por congelacion (E)
(n=3). (F) Curva cuantitativa para la detecciéon de ADNc de Zika humano que muestra una correlacién significativa
entre la concentracion de entrada y la fluorescencia detectada. (G) Deteccion con C2c2 de ARNmc 1 realizada en
presencia de cantidades variables de suero humano (n=2 réplicas técnicas, a menos que se indique lo contrario; las
barras representan la media £ e.e.m.).

La figura 34 proporciona (A) un diagrama de la deteccion con C2c2 del gen ARNr 16S de genomas bacterianos
usando un conjunto de cebadores universales V3 de RPA, y (B) la capacidad de lograr una deteccién sensible y
especifica de ADNg de E. coli o P. aeruginosa usando un ensayo realizado segun determinadas realizaciones de
ejemplo (n=4 réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; ****, p < 0,0001; las barras representan la media +
e.e.m.). Ec, Escherichia coli; Kp, Klebsiella pneumoniae; Pa, Pseudomonas aeruginosa; Mt, Mycobacterium
tuberculosis; Sa, Staphylococcus aureus.

La figura 35 proporciona un conjunto de graficos que demuestran (A) la deteccion de dos genes diferentes de
resistencia a los carbapenémicos (KPC y NDM-1) a partir de cuatro aislados clinicos diferentes de Klebsiella
pneumoniae, y (B) la deteccion de genes de resistencia a los carbapenémicos (parte A) se normaliza como una
relacion de sefial entre los ensayos de ARNcr de KPC y NDM-1 (n=2 repeticiones técnicas, prueba de la t de Student
bilateral; ****, p < 0,0001; las barras representan la media + e.e.m.).

La figura 36 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que (A) C2c2 no es sensible a apareamientos
erroneos individuales, pero puede distinguir entre las diferencias de un solo nucleétido en la diana cuando se carga
con ARNcr con apareamientos erroneos adicionales. Se detectaron las dianas de ARNmc 1-3 con 11 ARNcr, con 10
espaciadores que contenian apareamientos erréneos sintéticos en diversas posiciones en el ARNcr. Los
espaciadores con apareamientos erroneos no mostraron una reduccién de la escision de la diana 1, pero mostraron
una escision inhibida de las dianas 2 y 3 con apareamiento erroneo (SEQ. ID. NO. 146 a 159). (B) Diagrama que
muestra el proceso de disefio racional de espaciadores especificos de una sola base con apareamientos erréneos
sintéticos. Los apareamientos erroneos sintéticos se colocan en la proximidad del SNP o de la base de interés (SEQ.
ID. NO. 160 a 164). (C) La deteccion altamente especifica de los SNP de la cepa permite diferenciar las dianas de
ARN de Zika africano frente al americano que difieren en un solo nucleétido usando la detecciéon con C2c2 con
ARNCcr truncado (23 nucleétidos) (n=2 réplicas técnicas, prueba de la t de Student unilateral; *, p < 0,05; ****, p <
0,0001; las barras representan la media + e.e.m.).
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La figura 37 proporciona un conjunto de graficos que demuestran: (A) Diagrama de las regiones diana de las cepas
de Zika y las secuencias de ARNcr usadas para la deteccion (SEQ. ID. NO. 165 a 170). Los SNP en la diana se
resaltan en rojo o azul y los apareamientos erroneos en la secuencia guia se colorean de rojo. (B) La deteccién
altamente especifica de los SNP de las cepas permite diferenciar las dianas de ARN de Zika africano frente al
americano usando SHERLOCK (n=2 réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; ****, p < 0,0001; las barras
representan la media £+ e.e.m.) (SEQ. ID. NO. 171 a 176). (C) Diagrama de las regiones diana de las cepas del
dengue y las secuencias de ARNcr usadas para la deteccion. Los SNP en la diana se resaltan en rojo o azul y los
apareamientos erréneos sintéticos en la secuencia guia se colorean en rojo. (D) La deteccién altamente especifica
de los SNP de las cepas permite diferenciar las dianas de ARN de la cepa 1 del dengue frente a la cepa 3 usando
SHERLOCK (n=2 réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; ****, p < 0,0001; las barras representan la
media £ e.e.m.).

La figura 38 proporciona un conjunto de graficos que muestran (A) el diagrama Circos que muestra la ubicacion de
los SNP humanos detectados con C2c2. (B) El ensayo realizado segun determinadas realizaciones de ejemplo
puede distinguir entre SNP humanos. SHERLOCK puede genotipar correctamente a cuatro individuos diferentes en
cuatro sitios diferentes de SNP en el genoma humano. Los genotipos de cada individuo y las identidades de los
ARNcr que detectan alelos se anotan debajo de cada grafico (n=4 réplicas técnicas; prueba de la t de Student
bilateral; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001; las barras representan la media + e.e.m.). (C) Un
diagrama del proceso para la deteccion de ADNIc (tal como la deteccion de ADN libre de células de mutaciones de
cancer) segun determinadas realizaciones de ejemplo. (D) Secuencias de ARNcr de ejemplo para la deteccién de
EGFR L858R y BRAF V600E. (SEQ. ID. NO. 177 a 182). Secuencias de dos loci gendmicos sometidos a ensayo
para detectar mutaciones cancerigenas en ADN libre de células. Se muestra la secuencia genémica diana con el
SNP resaltado en azul y las secuencias de ARNcr de deteccion mutantes/silvestres con apareamientos erréneos
sintéticos coloreados en rojo.

La figura 39 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que C2c2 puede detectar el alelo menor mutante
en muestras de ADN libre de células de imitacion del alelo menor EGFR L858R (C) o BRAF V600E (B). (n=4 réplicas
técnicas, prueba de la t de Student bilateral; *, p<0,05; **, p<0,01,”", P<0,0001; las barras representan + e.e.m.)

La figura 40 proporciona un conjunto de graficos que demuestran que (A) el ensayo puede distinguir entre genotipos
en rs5082 (n=4 réplicas técnicas; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001; las barras representan la
media = e.e.m.). (B) el ensayo puede distinguir entre genotipos en rs601338 en ADNg directamente de saliva
centrifugada, desnaturalizada y hervida (n=3 réplicas técnicas; *, p < 0,05; las barras representan la media + e.e.m.).

La figura 41 proporciona (A) un diagrama de una realizacion de ejemplo realizada en ADNmc 1 en el fondo de una
diana que difiere de ADNmc 1 en soélo un unico apareamiento erroneo. (B) El ensayo logra la deteccion de la
especificidad de un solo nucledtido del ADNmc 1 en presencia de un fondo de apareamiento erroneo (diana que
difiere en sélo un uUnico apareamiento erroneo del ADNmc). Se combinaron diversas concentraciones de ADN diana
con un exceso de fondo de ADN con un apareamiento erroneo y se detectaron mediante el ensayo.

La figura 42 es un gréafico que muestra un constructo de enmascaramiento con un colorante diferente Cy5 que
también permite una deteccion eficaz.

La figura 43 es un diagrama de un ensayo basado en nanoparticulas de oro colorimétricas. Las AuNP se agregan
usando una combinacion de ligadores de ADN y un puente de ARN. Al afiadir la actividad ARNasa, el puente de
ARNmMc se escinde y las AuNP se liberan, provocando un cambio de color caracteristico hacia el rojo.

La figura 44 es un grafico que muestra la capacidad de detectar el cambio de color de las nanoparticulas dispersas a
520 nm. Las nanoparticulas se basaron en la realizacion de ejemplo mostrada en la figura 43 y se dispersaron
mediante la adicion de ARNasa A a concentraciones variables.

La figura 45 es un grafico que muestra que la prueba colorimétrica de la ARNasa es cuantitativa.

La figura 46 es una imagen de una placa de micropocillos que muestra que el cambio de color en la nanoparticula
dispersa es detectable visualmente.

La figura 47 es una imagen que demuestra que el cambio colorimétrico es visible en un sustrato de papel. La prueba
se realizé durante 10 minutos a 37°C en la fibra de vidrio 934-AH.

La figura 48 es un diagrama de aptameros de cambio de conformacion segun determinadas realizaciones de
ejemplo para la deteccion de proteinas o pequefias moléculas. El producto ligado (B) se usa como una diana
completa para el efector que selecciona como diana ARN, que no puede detectar el producto de entrada no ligado
(SEQ. ID. NO. 202 y 424).

La figura 49 es una imagen de un gel que muestra que el ligamiento basado en aptameros puede crear sustratos
detectables por RPA. Los aptameros se incubaron con diversos niveles de trombina y luego se ligaron con la sonda.
Los constructos ligados se usaron como moldes para una reaccion de RPA de 3 minutos. La trombina 500 nM tiene
niveles significativamente mas altos de diana amplificada que el fondo.
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La figura 50 muestra la secuencia de aminoacidos de los dominios HEPN de los ortélogos de C2c2 seleccionados
(SEQ. ID. NO. 204-233).

Figura 51. La deteccidon con Cas13a de ARN con amplificacion RPA (SHERLOCK) puede detectar la diana de
ARNmc a concentraciones de hasta ~2 aM, mas sensible que Cas13a solo (n=4 réplicas técnicas; las barras
representan la media £ e.e.m.).

Figura 52. La deteccion con Cas13a puede usarse para detectar patdégenos virales y bacterianos. (A) Diagrama de la
deteccion con SHERLOCK de ARN de ZIKV aislado de muestras clinicas humanas. (B) SHERLOCK puede detectar
con gran sensibilidad muestras de suero (S) u orina (U) positivas para el ZIKV humano. Las concentraciones
aproximadas de ARN de ZIKV mostradas se determinaron mediante gPCR. (n=4 réplicas técnicas, prueba de la t de
Student bilateral; ****, p < 0,0001; las barras representan la media + e.e.m.; n.d., no detectado).

Figura 53. Comparacion de la deteccion de ARNmc 1 mediante NASBA con el conjunto de cebadores 2 (de la figura
11) y SHERLOCK. (n=2 réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.)

Figura 54. Amplificacion de acidos nucleicos con RPA y SHERLOCK de reaccion unica.

(A) Cuantificacién por PCR digital en gotas de ARNmc 1 para las diluciones usadas en la figura 1C. Las
concentraciones ajustadas para las diluciones basadas en los resultados de la ddPCR se muestran encima
de los graficos de barras.

(B) Cuantificacién por PCR digital en gotas de ADNmc 1 para las diluciones usadas en la figura 1D. Las
concentraciones ajustadas para las diluciones basadas en los resultados de la ddPCR se muestran encima
de los graficos de barras.

(C) Las reacciones de deteccion con Cas13a, transcripcion con T7 y de RPA son compatibles y logran la
deteccion de moléculas individuales de ADN 2 cuando se incuban simultaneamente (n=3 réplicas técnicas,
prueba de la t de Student bilateral; n.s., no significativo; **, p < 0,01; ****, p < 0,0001; las barras representan
la media + e.e.m.).

Figura 55. Comparacién de SHERLOCK con otras herramientas sensibles de deteccion de acidos nucleicos. (A)
Analisis de deteccién de series de dilucion de ADNmc 1 con PCR digital en gotas (n=4 réplicas técnicas, prueba de
la t de Student bilateral; n.s., no significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ****, p < 0,0001; las lineas rojas representan la
media, las barras representan la media + e.e.m. No se muestran las muestras con una copia medida/ul por debajo
de 10-1). (B) Analisis de deteccion de series de dilucion de ADNmc 1 con PCR cuantitativa (n=16 réplicas técnicas,
prueba de la t de Student bilateral; n.s., no significativo; **, p < 0,01; ****, p < 0,0001; las lineas rojas representan la
media, las barras representan la media + e.e.m. No se muestran las muestras con sefal relativa inferior a 10-10). (C)
Analisis de deteccién de series de dilucion de ADNmc 1 con RPA con SYBR Green Il (n=4 réplicas técnicas, prueba
de la t de Student bilateral; *, p < 0,05; **, p < 0,01; las lineas rojas representan la media, las barras representan la
media £+ e.e.m. No se muestran las muestras con sefial relativa inferior a 100). (D) Analisis de deteccién de series de
dilucién de ADNmc 1 con SHERLOCK (n=4 réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; **, p < 0,01; ****, p
< 0,0001; las lineas rojas representan la media, las barras representan la media + e.e.m. No se muestran las
muestras con sefal relativa inferior a 100). (E) Coeficiente de variaciéon porcentual para una serie de diluciones de
ADNmc 1 para cuatro tipos de métodos de deteccion. (F) Coeficiente de variacién porcentual medio para las
diluciones de ADNmc 1 de 6e2, 6e1, 6e0 y 6e-1 para cuatro tipos de métodos de deteccion (las barras representan
la media + e.e.m.).

Figura 56. Deteccion de la resistencia a los carbapenémicos en aislados bacterianos clinicos. Deteccion de dos
genes diferentes de resistencia a los carbapenémicos (KPC y NDM-1) en cinco aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae y un control de E. coli (n=4 réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; ****, p < 0,0001; las
barras representan la media + e.e.m.; n.d., no detectado).

Figura 57. Caracterizacion de la sensibilidad de LwCas13a a los espaciadores truncados y a los apareamientos
erroneos individuales en la secuencia diana. (A) Secuencias de ARNcr con espaciador truncado (SEQ. ID. NO. 425-
436) usadas en (B)-(G). También se muestran las secuencias de los ARNmc 1 y 2, que tienen una diferencia de un
solo par de bases resaltada en rojo. Los ARNcr que contienen apareamientos erroneos sintéticos se muestran con
las posiciones de los apareamientos erroneos coloreadas en rojo. (B) Actividad de escision colateral en los ARNmc 1
y 2 para ARNcr con espaciador de 28 nt con apareamientos erroneos sintéticos en las posiciones 1-7 (n=4 réplicas
técnicas; las barras representan la media + e.e.m.). (C) Razones de especificidad de los ARNcr sometidos a prueba
en (B). Las razones de especificidad se calculan como la razén de la escision colateral del ARN especifico (ARNmc
1) con respecto a la escision colateral del ARN inespecifico (ARNmc¢ 2). (n=4 réplicas técnicas; las barras
representan la media + e.e.m.) (D) Actividad de escision colateral en los ARNmc 1y 2 para ARNcr con espaciador
de 23 nt con apareamientos erréneos sintéticos en las posiciones 1-7 (n=4 réplicas técnicas; las barras representan
la media £ e.e.m.). (E) Razones de especificidad de los ARNcr sometidos a prueba en (D). Los coeficientes de
especificidad se calculan como la razdn de la escisién colateral del ARN especifico (ARNmc 1) con respecto a la
escision colateral del ARN inespecifico (ARNmc 2) (n=4 réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.).
(F) Actividad de escisién colateral en los ARNmc 1 y 2 para ARNcr con espaciadores de 20 nt con apareamientos
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erroneos sintéticos en las posiciones 1-7 (n=4 réplicas técnicas; las barras representan la media £ e.e.m.). (G)
Razones de especificidad de los ARNcr sometidos a prueba en (F). Las razones de especificidad se calculan como
la razén de la escision colateral del ARN especifico (ARNmc 1) con respecto a la escision colateral del ARN
inespecifico (ARNmc 2) (n=4 réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.).

Figura 58. Identificacion de la posicién ideal de apareamiento erréneo sintético en relacion con las mutaciones en la
secuencia diana. (A) Secuencias para la evaluacion de la posicion ideal de apareamiento erréneo sintético para
detectar una mutacién entre el ARNmc 1 y el ARNmc (SEQ. ID. NO. 437 - 462). En cada una de las dianas, se
someten a prueba los ARNcr con apareamientos erréneos sintéticos en las ubicaciones coloreadas (en rojo). Cada
conjunto de ARNcr con apareamientos erroneos sintéticos se disefia de manera que la ubicacion de la mutacién se
desplaza en posicion respecto a la secuencia de espaciador. Los espaciadores se disefian de manera que la
mutacion se evalua en las posiciones 3, 4, 5y 6 dentro del espaciador. (B) Actividad de escisiéon colateral en los
ARNmc 1y 2 para ARNcr con apareamientos erroneos sintéticos en distintas posiciones. Hay cuatro conjuntos de
ARNCcr con la mutaciéon en la posicion 3, 4, 5 o 6 dentro de la region duplex espaciador:diana (n=4 réplicas técnicas;
las barras representan la media + e.e.m.). (C) Razones de especificidad del ARNcr sometidos a prueba en (B). Las
razones de especificidad se calculan como la razén de la escision colateral del ARN especifico (ARNmc 1) con
respecto a la escision colateral del ARN inespecifico (ARNmc 2) (n=4 réplicas técnicas; las barras representan la
media £ e.e.m.).

Figura 59. Genotipado con SHERLOCK en un locus adicional y genotipado directo a partir de saliva hervida.
SHERLOCK puede distinguir entre genotipos en el sitio de SNP rs601338 en ADN gendmico directamente de saliva
centrifugada, desnaturalizada y hervida (n=4 réplicas técnicas, prueba de la t de Student bilateral; **, p < 0,01; ****, p
< 0,001; las barras representan la media + e.e.m.).

Figura 60. Desarrollo de patrones sintéticos de genotipado para genotipar con precision SNP humanos. (A)
Genotipado con SHERLOCK en el sitio de SNP rs601338 para cada uno de los cuatro individuos en comparacion
con los patrones de genotipo amplificados por PCR (n=4 réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.).
(B) Genotipado con SHERLOCK en el sitio de SNP rs4363657 para cada uno de los cuatro individuos en
comparacion con patrones de genotipo amplificados por PCR (n=4 réplicas técnicas; las barras representan la media
+ e.e.m.). (C) Mapas de calor de los valores de p calculados entre los resultados de SHERLOCK para cada individuo
y los patrones sintéticos en el sitio de SNP rs601338. Se muestra un mapa de calor para cada uno de los ARNcr que
detectan alelos. El mapa de color del mapa de calor esta escalado de manera que la insignificancia (p > 0,05) es roja
y la significacion (p < 0,05) es azul (n=4 réplicas técnicas, ANOVA unifactorial). (D) Mapas de calor de los valores de
p calculados entre los resultados de SHERLOCK para cada individuo y los patrones sintéticos en el sitio de SNP
rs4363657. Se muestra un mapa de calor para cada uno de los ARNcr que detectan alelos. El mapa de colores del
mapa de calor esta escalado de manera que la insignificancia (p > 0,05) es roja y la significacion (p < 0,05) es azul
(n=4 réplicas técnicas, ANOVA unifactorial). (E) Una guia para entender los resultados del mapa de calor del valor
de p del genotipado SHERLOCK. EI genotipado puede designarse facilmente eligiendo el alelo que corresponde a
un valor de p > 0,05 entre el individuo y los patrones sintéticos alélicos. Los bloques rojos corresponden a
diferencias no significativas entre el patrén sintético y el resultado SHERLOCK del individuo y, por tanto, a un
resultado de genotipo positivo. Los bloques azules corresponden a diferencias significativas entre el patron sintético
y el resultado SHERLOCK del individuo y, por tanto, a un resultado de genotipo negativo.

Figura 61. Deteccion de ADNmc 1 como una pequefia fraccion del objetivo de fondo no coincidente. Deteccion de
SHERLOCK de una serie de diluciones de ADNmc 1 sobre un fondo de ADN gendémico humano. Obsérvese que no
debe haber ninguna similitud de secuencia entre la diana de ADNmc 1 detectada y el ADN gendmico de fondo (n=2
réplicas técnicas; las barras representan la media + e.e.m.).

Figura 62. Muestras de orina (A) o suero (B) de pacientes con el virus de Zika se inactivaron por calor durante 5
minutos a 95°C (orina) o 65°C (suero). Se usd un microlitro de orina o suero inactivado como entrada para una
reaccion de RPA de 2 horas seguida de una reaccion de deteccion con C2c2/Cas13a de 3 horas, segun una
realizacion de ejemplo. Las barras de error indican 1 DE basada en n=4 réplicas técnicas para la reaccion de
deteccion.

Figura 63. Las muestras de orina de pacientes con el virus de Zika se inactivaron por calor durante 5 minutos a
95°C. Se us6 un microlitro de orina inactivada como entrada para una reaccién de RPA de 30 minutos seguida de
una reaccion de deteccién con C2c2/Cas13 de 3 horas (A) o de 1 hora (B), segun las realizaciones de ejemplo. Las
barras de error indican 1 DE basada en n=4 réplicas técnicas para la reaccion de deteccion.

Figura 64. Las muestras de orina de pacientes con el virus de Zika se inactivaron por calor durante 5 minutos a
95°C. Se us6 un microlitro de orina inactivada como entrada para una reaccién de RPA de 20 minutos seguida de
una reaccién de deteccion con C2c2/Cas13a de 1 hora. Se us6 orina de ser humano sano como control negativo.
Las barras de error indican 1 DE basada en n=4 réplicas técnicas o en la reaccion de deteccion.

Figura 65. Las muestras de orina de pacientes con el virus de Zika se inactivaron por calor durante 5 minutos a
95°C. Se us6 un microlitro de orina inactivada como entrada para una reaccion de RPA de 20 minutos seguida de
una reaccion de deteccion con C2c2/Cas13a de 1 hora en presencia o ausencia de ARN guia. Los datos se
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normalizan sustrayendo los valores medios de fluorescencia de las reacciones de deteccién sin guias de las
reacciones de deteccién con guias. La orina de ser humano sano se usé como control negativo. Las barras de error
indican 1 DE basada en n=4 réplicas técnicas para la reaccion de deteccion.

La figura 66 muestra la deteccion de dos dianas especificas de la malaria con cuatro disefios diferentes de ARN
guia, segun las realizaciones de ejemplo (SEQ. ID. NO. 463-474).

La figura 67 proporciona graficos que muestran las preferencias de edicion de los diferentes ortdlogos de Cas13b.
Véase la leyenda en la tabla 3.

La figura 68 proporciona A) un diagrama de un ensayo multiplex usando diferentes ortdlogos de Cas13b con
diferentes preferencias de edicion, y B) datos que demuestran la viabilidad de un ensayo de este tipo usando
Cas13b10 y Cas13bb.

La figura 69 proporciona graficos que muestran el multiplexado dual con los ortélogos de Cas13b5 (Prevotella sp.
MA2106) y Cas13b9 (Prevotella intermedia). Tanto las proteinas efectoras como las secuencias guia estaban
contenidas en la misma reaccion, lo que permitié el multiplexado dual en la misma reaccién usando diferentes
lecturas fluorescentes (poli U a 530 nm y poli A a 485 nm).

La figura 70 proporciona lo mismo que la figura 69 pero en este caso usando ortdlogos de Cas13a (Leptorichia
wadei LwaCas13a) y de Cas13b (Prevotella sp. MA2016, Cas13b5).

La figura 71 proporciona un método para el embaldosado de secuencias diana con multiples secuencias guia con el
fin de determinar la robustez de la orientacion, segun determinadas realizaciones de ejemplo (SEQ. ID. NO. 475y
476).

La figura 72 proporciona geles de reaccion en cadena hibrida (HCR) que muestran que las proteinas efectoras
Cas13 pueden usarse para desbloquear un iniciador, por ejemplo, un iniciador incorporado en un constructo de
enmascaramiento tal como se describe en el presente documento, para activar una reaccion en cadena de
hibridacion.

La figura 73 proporciona datos que muestran la capacidad de detectar Pseudomonas aeruginosa en lisados
complejos.

La figura 74 proporciona datos que muestran las preferencias idnicas de determinados ortélogos de Cas13 segun
determinadas realizaciones de ejemplo. Todas las concentraciones diana fueron 20 nM de entrada con
concentraciones de iones de (1 mMy 10 mM).

La figura 75 proporciona datos que muestran que Cas13b12 tiene una preferencia de sulfato de zinc 1 mM para la
escision.

La figura 76 proporciona datos que demuestran que la optimizaciéon del tampén puede reforzar la relacion sefal/ruido
de Cas13b5 en un indicador de poliA. El antiguo tamp6n comprende Tris-HCI 40 mM, NaCl 60 mM, MgCI2 6 mM, pH
7,3. El nuevo tampén comprende HEPES 20 mM pH 6,8, MgCI2 6 mM y NaCl 60 mM.

La figura 77 proporciona un diagrama de los sistemas Crispr de tipo VI-A/C y de los sistemas de tipo VI-B1 y B2, asi
como un arbol filogenético de ortélogos representativos de Cas13b.

La figura 78 proporciona la actividad de escision relativa en diferentes nucleétidos de diversos ortdlogos de Cas13b
y en relacion con un LwCas13a.

La figura 79 proporciona un grafico que muestra la sensibilidad relativa de diversos ejemplos de ortélogos de Cas13.

La figura 80 proporciona un grafico que muestra la capacidad de lograr niveles zepto molares (zM) de deteccion
usando una realizacion de ejemplo.

La figura 81 proporciona un diagrama de un ensayo multiplex usando ortdlogos de Cas13 con diferentes
preferencias de edicion y constructos de enmascaramiento basados en poli N.

FIG 82 proporciona datos que muestran los resultados de los experimentos de optimizacion de cebadores vy la
deteccion de Pseudomonas a lo largo de una variedad de condiciones.

La figura 83 ilustra la caracterizacion bioquimica de la familia Cas13b de enzimas que seleccionan como diana ARN
guiadas por ARN y sensibilidad aumentada y el SHERLOCK cuantitativo. A) Diagrama de los loci de CRISPR-Cas13
y de la estructura de ARNcr. B) Un mapa de calor de la preferencia de bases de 15 ortélogos de Cas13b que
seleccionan como diana ARNmc 1 con sondas de sensor que consisten en un homopolimero hexamero de bases de
A, C, G o U. C) Diagrama del examen de descubrimiento de la preferencia de motivos de corte y motivos preferidos
de dos bases para LwaCas13a y PsmCas13b. Los valores representados en el mapa de calor son los recuentos de
cada dos bases en todos los motivos agotados. Los motivos se consideran agotados si el valor en -logz
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(especifico/inespecifico) es superior a 1,0 en la condicién de LwaCas13a o a 0,5 en la condicién de PsmCas13b. En
el valor en -logy (especifico/inespecifico), especifico e inespecifico denotan la frecuencia de un motivo en las
condiciones especificas e inespecificas, respectivamente. D) Preferencias de bases ortogonales de PsmCas13b y
LwaCas13a que seleccionan como diana ARNmc 1 con una sonda de sensor o bien Ug 0 bien Ag. E) Deteccion de
SHERLOCK de moléculas individuales con LwaCas13a y PsmCas13b que seleccionan como diana la diana ARNmc
de dengue. F) Deteccién de SHERLOCK de moléculas individuales con LwaCas13a y PsmCas13b en grandes
volumenes de reaccion para seleccionar como diana, con sensibilidad aumentada, la diana ARNmc 1. G)
Cuantificacion del ADN sintético de P. aeruginosa a diversas concentraciones de cebadores de RPA. H) Correlaciéon
de la concentracion de ADN sintético de P. aeruginosa con la fluorescencia detectada.

La figura 84 ilustra la multiplexacion en muestra de SHERLOCK con enzimas Cas13 ortogonales. A) Diagrama de la
multiplexacion en muestra usando enzimas Cas13 ortogonales. B) Deteccién multiplexada en muestra de 20 nM de
ARN sintético de Zika y dengue con actividad colateral de LwaCas13a y PsmCas13b. C) Deteccion multiplexada en
muestra de RPA y colateral a concentraciones decrecientes de dianas sintéticas de termonucleasa de S. aureus y
aciltransferasa de P. aeruginosa con LwaCas13a y PsmCas13b. D) Genotipado multiplexado con muestras humanas
en rs601338 con LwaCas13a y CcaCas13b. E) Diagrama de la linea de tiempo terandstica para la deteccion de los
alelos de la enfermedad, la correccion con REPAIR y la evaluacion de la correccion con REPAIR. F) Deteccion
multiplexada en muestra de alelos APC de muestras sanas y que simulan la enfermedad con LwaCas13a y
PsmCas13b. G) Cuantificacion de la eficacia de la edicion con REPAIR en la mutacion APC seleccionada como
diana. H) Deteccién multiplexada en muestra de alelos APC de muestras de direccionamiento y de no
direccionamiento a REPAIR con LwaCas13a y PsmCas13b.

La figura 85 proporciona un arbol de 15 ortélogos de Cas13b purificados y evaluados para la actividad colateral in
vitro. Se muestran el gen Cas13b (azul), el gen Csx27/Csx28 (rojo/amarillo) y la matriz de CRISPR (gris).

La figura 86 ilustra la purificacion de proteinas de los ortélogos de Cas13. A) Cromatogramas de cromatografia de
exclusién molecular para Cas13b, LwCas13a y LbaCas13a usados en este estudio. Se muestra la absorbancia UV
medida (mUA) frente al volumen de elucion (ml). B) Gel SDS-PAGE de los ortélogos de Cas13b purificados. Catorce
ortélogos de Cas13b se cargan de izquierda a derecha. A la izquierda se muestra un marcador de tamafio molecular
de proteinas. C) Gel final de SDS-PAGE de las diluciones de LbaCasl3a (derecha) y de la valoracidon convencional
de BSA (izquierda). Se muestran cinco diluciones de BSA y dos de LbaCas13.

La figura 87 muestra graficos que ilustran la preferencia de bases de la escision colateral de los ortélogos de
Cas13b. A) Actividad de escision de catorce ortdlogos de Cas13b que seleccionan como diana ARNmc 1 usando un
sensor homopolimérico de adenina de seis nucledtidos de longitud. B) Actividad de escision de catorce ortélogos de
Cas13b que seleccionan como diana ARNmc 1 usando un sensor homopolimérico de uridina de seis nucleétidos de
longitud. C) Actividad de escision de catorce ortélogos de Cas13b que seleccionan como diana ARNmc 1 usando un
sensor homopolimérico de guanina de seis nucleétidos de longitud. D) Actividad de escisién de catorce ortdlogos de
Cas13b que seleccionan como diana ARNmc 1 usando un sensor homopolimérico de citidina de seis nucleétidos de
longitud.

La figura 88 muestra el analisis del tamafio de la biblioteca de motivos aleatorios después de la escision colateral de
Cas13. Trazos del bioanalizador para muestras de bibliotecas tratadas con LwaCas13a-, PsmCas13b-, CcaCas13b-
y ARNasa A que muestran los cambios en el tamafo de la biblioteca tras la actividad ARNasa. Los ortdlogos de
Cas13 seleccionan como diana ARNmc de dengue y escinden la biblioteca de motivos aleatorios debido a la
escision colateral. Los patrones de marcadores se muestran en el primer carril.

La figura 89 muestra una representacién de diversos motivos después de la escision por ARNasas. A) Diagramas de
cajas que muestran la distribucion de motivos de las razones de especifico con respecto a inespecifico para
LwaCas13a, PsmCas13b, CcaCas13b y ARNasa A en puntos de tiempo de 5 y 60 minutos. Las razones de ARNasa
A se compararon con el promedio de las tres condiciones inespecificas de Cas13. Las razones son también un
promedio de dos réplicas de la reaccion de escision. B) Numero de motivos enriquecidos para LwaCas13a,
PsmCas13b, CcaCas13b y ARNasa A en el punto de tiempo de 60 minutos. El motivo de enriquecimiento se calculd
como motivos por encima de umbrales en -log2 (especifico/inespecifico) de 1 (LwaCas13a, CcaCas13b, y ARNasa
A) 0 0,5 (PsmCas13b). Un umbral de 1 corresponde a un agotamiento de al menos el 50%, mientras que un umbral
de 0,5 corresponde a un agotamiento de al menos el 30%. C) Logos de secuencias generados a partir de motivos
enriquecidos para LwaCas13a, PsmCas13b y CcaCas13b. LwaCas13a y CcaCas13b muestran una fuerte
preferencia por las bases U, como cabria esperar, mientras que PsmCas13b muestra una preferencia unica por las
bases A en todo el motivo, lo que es coherente con las preferencias de actividad colateral de los homopolimeros. D)
Mapa de calor que muestra las preferencias de motivos ortogonales de LwaCas13a, PsmCas13b y CcaCas13b. Los
valores representados en el mapa de calor son el valor en -log, (especifico/inespecifico) de cada motivo mostrado.
En el valor en -log, (especifico/inespecifico), especifico e inespecifico denotan la frecuencia de un motivo en las
condiciones especificas e inespecificas, respectivamente.

La figura 90 muestra las preferencias de una sola base y de dos bases de las ARNasas determinadas por el examen
de la biblioteca de motivos aleatorios. A) Mapas de calor que muestran las preferencias de una sola base para
LwaCas13a, PsmCas13b, CcaCas13b y ARNasa A en el punto de tiempo de 60 minutos tal como se determiné por
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el examen de escisién de la biblioteca de motivos aleatorios. Los valores representados en el mapa de calor son los
recuentos de cada base en todos los motivos agotados. Los motivos se consideran agotados si el valor en -log:
(especifico/inespecifico) es superior a 1,0 en las condiciones de LwaCas13a, CcaCas13b y ARNasa Ao a0,5en la
condicion de PsmCas13b. En el valor en -log> (especifico/inespecifico), especifico e inespecifico denotan la
frecuencia de un motivo en las condiciones especificas e inespecificas, respectivamente. B) Mapas de calor que
muestran la preferencia de dos bases para CcaCas13b tal como se determiné por el examen de escision de la
biblioteca de motivos aleatorios. Los valores representados en el mapa de calor son los recuentos de cada dos
bases en todos los motivos agotados. Los motivos se consideran agotados si el valor en -log.
(especifico/inespecifico) es superior a 1,0 en las condiciones de LwaCas13a, CcaCas13b y ARNasa Ao a0,5en la
condicion de PsmCas13b. En el valor en -log> (especifico/inespecifico), especifico e inespecifico denotan la
frecuencia de un motivo en las condiciones especificas e inespecificas, respectivamente. C) Mapas de calor que
muestran la preferencia de dos bases para la ARNasa A tal como se determind en el examen de la biblioteca de
motivos aleatorios. Los valores representados en el mapa de calor son los recuentos de cada dos bases en todos los
motivos agotados. Los motivos se consideran agotados si el valor en -log, (especifico/inespecifico) es superior a 1,0
en las condiciones de LwaCas13a, CcaCas13b y ARNasa A o a 0,5 en la condicién de PsmCas13b. En el valor en -
log> (especifico/inespecifico), especifico e inespecifico denotan la frecuencia de un motivo en las condiciones
especificas e inespecificas, respectivamente.

La figura 91 ilustra las preferencias de tres bases de las ARNasas determinadas por el examen de la biblioteca de
motivos aleatorios. Los mapas de calor muestran las preferencias de tres bases para LwaCas13a, PsmCas13b,
CcaCas13b y ARNasa A en el punto de tiempo de 60 minutos, tal como se determiné en el examen de escision de la
biblioteca de motivos aleatorios. Los valores representados en el mapa de calor son los recuentos de cada 3 bases
en todos los motivos agotados. Los motivos se consideran agotados si el valor en -logz (especifico/inespecifico) es
superior a 1,0 en las condiciones de LwaCas13a, CcaCas13b y ARNasa A o a 0,5 en la condicion de PsmCas13b.
En el valor en -log, (especifico/inespecifico), especifico e inespecifico denotan la frecuencia de un motivo en las
condiciones especificas e inespecificas, respectivamente.

La figura 92 ilustra las preferencias de cuatro bases de las ARNasas determinadas por el examen de la biblioteca de
motivos aleatorios. Los mapas de calor muestran las preferencias de cuatro bases para LwaCas13a, PsmCas13b,
CcaCas13b y ARNasa A en el punto de tiempo de 60 minutos, tal como se determind por el examen de escision de
la biblioteca de motivos aleatorios. Los valores representados en el mapa de calor son los recuentos de cada 4
bases en todos los motivos agotados. Los motivos se consideran agotados si el valor en -log.
(especifico/inespecifico) es superior a 1,0 en las condiciones de LwaCas13a, CcaCas13b y ARNasaAoa0,5en la
condicion de PsmCas13b. En el valor en -log, (especifico/inespecifico), especifico e inespecifico denotan la
frecuencia de un motivo en las condiciones especificas e inespecificas, respectivamente.

La figura 93 muestra los resultados de las pruebas de las preferencias de escisién de bases de los ortélogos de
Cas13 con la escision in vitro de sustratos con poli-X. A) Escisién in vitro con LwaCas13a de dianas con poli-U, C, G
y A incubadas con y sin ARNcr. B) Escisién in vitro con CcaCas13b de dianas con poli-U, C, G y A incubadas con y
sin ARNcr. C) Escision in vitro con PsmCas13b de dianas con poli-U, C, G y A incubadas con y sin ARNcr.

La figura 94 muestra los resultados de la optimizacion del tampoén de la actividad de escision de PsmCas13b. A) Se
someten a prueba varios tampones para determinar su efecto sobre la actividad colateral de PsmCas13b tras
seleccionar como diana ARNmc 1. B) El tampon optimizado se compara con el tampon original a diferentes
concentraciones del complejo PsmCas13b-ARNcr.

La figura 95 ilustra la preferencia de iones de los ortélogos de Cas13 por la escision colateral. A) Actividad de
escision de PsmCas13b con un sensor de poli U fluorescente para cationes divalentes Ca, Co, Cu, Mg, Mn, Niy Zn.
PsmCas13b se incuba con un ARNcr que selecciona como diana un ARNmc sintético de dengue. B) Actividad de
escision de PsmCas13b con un sensor de poli A fluorescente para cationes divalentes Ca, Co, Cu, Mg, Mn, Niy Zn.
PsmCas13b se incuba con un ARNcr que selecciona como diana un ARNmc sintético de dengue. C) Actividad de
escision de Pin2Cas13b con un sensor de poli U fluorescente para cationes divalentes Ca, Co, Cu, Mg, Mn, Niy Zn.
Pin2Cas13b se incuba con un ARNcr que selecciona como diana un ARNmc sintético de dengue. D) Actividad de
escision de Pin2Cas13b con un sensor de poli A fluorescente para cationes divalentes Ca, Co, Cu, Mg, Mn, Niy Zn.
Pin2Cas13b se incuba con un ARNcr que selecciona como diana un ARNmc sintético de dengue. E) Actividad de
escision de CcaCas13b con un sensor de poli U fluorescente para cationes divalentes Ca, Co, Cu, Mg, Mn, Niy Zn.
CcaCas13b se incuba con un ARNcr que selecciona como diana un ARNmc sintético de dengue. F) Actividad de
escision de CcaCas13b con un sensor de poli A fluorescente para cationes divalentes Ca, Co, Cu, Mg, Mn, Niy Zn.
CcaCas13b se incuba con un ARNcr que selecciona como diana un ARNmc sintético de dengue.

La figura 96 muestra la comparacion de la actividad de escision de los ortélogos de Cas13 con preferencia de
escision de adenina. A) Actividad de escision de PsmCas13b y LbaCas13a incubadas con los respectivos ARNcr
que seleccionan como diana una diana sintética de Zika a diferentes concentraciones (n=4 réplicas técnicas, prueba
de la t de Student bilateral; n.s., no significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p<0,0001; las barras
representan la media £ e.e.m.). B) Actividad de escisién de PsmCas13b y LbaCas13a incubadas con los respectivos
ARNcr que seleccionan como diana una diana sintética del dengue a diferentes concentraciones (n=4 réplicas
técnicas, prueba de la t de Student bilateral; n.s., no significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****,
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p<0,0001; las barras representan la media £ e.e.m.).

La figura 97 ilustra la deteccion attomolar de la diana 4 del ARNmc de Zika con SHERLOCK con LwaCas13a y
PsmCas13b. A) Deteccion con SHERLOCK del ARNmc de Zika a diferentes concentraciones con LwaCas13a y el
sensor de poli U. B) Deteccién con SHERLOCK del ARNmc de Zika a diferentes concentraciones con PsmCas13b y
el sensor de poli A.

La figura 98 ilustra la deteccién attomolar del ARNmc del dengue con SHERLOCK a diferentes concentraciones de
CcaCas13b.

La figura 99. Pruebas de reprogramacion del ortdlogo de Cas13 con ARNcr que embaldosan el ARNmc 1. A)
Actividad de escision de LwaCas13a y CcaCas13b con ARNcr embaldosados a lo largo de de ARNmc1. B) Actividad
de escisién de PsmCas13b con ARNcr embaldosados a lo largo de de ARNmc1.

La figura 100 muestra el efecto de la longitud del espaciador del ARNcr en la escisién del ortélogo de Cas13. A)
Actividad de escisién de PsmCas13b con ARNcr que seleccionan como diana ARNmc1 de longitudes de espaciador
variables. B) Actividad de escisién de CcaCas13b con ARNcr que seleccionan como diana ARNmc1 de longitudes
de espaciador variables.

La figura 101 ilustra la optimizacion de la concentracion del cebador para SHERLOCK cuantitativo. A) Curvas
cinéticas de SHERLOCK de LwaCas13a incubada con dianas de ARN de Zika de diferente concentracion y un
ARNcr complementario a una concentraciéon de cebador de RPA de 480 nM. B) Curvas cinéticas de SHERLOCK de
LwaCas13a incubada con dianas de ARN de Zika de diferente concentracion y un ARNcr complementario a una
concentracion de cebador de RPA de 240 nM. C) Curvas cinéticas de SHERLOCK de LwaCas13a incubada con
dianas de ARN de Zika de diferente concentracién y un ARNcr complementario a una concentracion de cebador de
RPA de 120 nM. D) Curvas cinéticas de SHERLOCK de LwaCas13a incubada con dianas de ARN de Zika de
diferente concentracion y un ARNcr complementario a una concentracion de cebador de RPA de 24nM. E) Deteccion
de SHERLOCK de ARN de Zika de diferentes concentraciones con cuatro concentraciones diferentes de cebadores
de RPA: 480 nM, 240 nM, 120 nM, 60 nM y 24 nM. F) La correlacion media R? entre la fluorescencia sustraida de
fondo de SHERLOCK y la concentracion de ARN diana de Zika a diferentes concentraciones de cebadores de RPA.
G) Deteccion cuantitativa de SHERLOCK de las dianas de ARN de Zika a diferentes concentraciones en una serie
de dilucion de 10 veces (puntos negros) y una serie de dilucion de 2 veces (puntos rojos). Se us6 una concentracion
de cebador de RPA de 120 nM.

La figura 102 ilustra la deteccién multiplexada de dianas de Zika y dengue. A) Deteccidon multiplexada en dos colores
usando LwaCas13a que selecciona como diana una diana de ARNmc de Zika y PsmCas13b que selecciona como
diana una diana de ARNmc del dengue. Ambas dianas estan en 20 nM de entrada. Todos los datos mostrados
representan un punto de tiempo de reaccion de 180 minutos. B) Deteccion multiplexada en dos colores usando
LwaCas13a que selecciona como diana una diana de ARNmc de Zika y PsmCas13b que selecciona como diana una
diana de ARNmc del dengue. Ambas dianas estan a 200 pM de entrada. C) Deteccion multiplexada en muestra de
20 pM de ARN sintético de Zika y dengue con actividad colateral de CcaCas13a y PsmCas13b.

La figura 103 ilustra la deteccion de ARN multiplexada en muestra de ARNmc de Zika y dengue. Deteccion
multiplexada en muestra de RPA y colateral a concentraciones decrecientes de dianas sintéticas de Zika y dengue
con PsmCas13b y CcaCas13b.

La figura 104 ilustra la deteccion terandstica no multiplexada de mutaciones y la edicion con REPAIR. A) Deteccion
de alelos APC de muestras sanas y simuladas de enfermedad con LwaCas13a. B) Deteccién con LwaCas13a de la
correccion de la edicion en los alelos APC de muestras de direccionamiento y de no direccionamiento a REPAIR.

La figura 105 ilustra la deteccion colorimétrica de la actividad ARNasa con agregaciéon de nanoparticulas de oro. A)
Diagrama de la lectura colorimétrica basada en nanoparticulas de oro para la actividad ARNasa. En ausencia de
actividad ARNasa, los ligadores de ARN agregan las nanoparticulas de oro, lo que provoca la pérdida de color rojo.
La escision de los ligadores de ARN libera las nanoparticulas y da como resultado un cambio de color rojo. B)
Imagen de los indicadores colorimétricos después de 120 minutos de digestion con ARNasa a diversas unidades de
ARNasa A. C) Cinética a 520 nM de absorbancia de los indicadores colorimétricos de AuNP con la digestiéon a
diversas concentraciones unitarias de ARNasa A. D) Absorbancia a 520 nM de los indicadores colorimétricos de
AuNP después de 120 minutos de digestion a diversas concentraciones unitarias de ARNasa A. E) Tiempo hasta
As2o semimaxima de los indicadores colorimétricos de AuNP con la digestion a diversas concentraciones unitarias de
ARNasa A.

La figura 106 ilustra la detecciéon cuantitativa del gen CP4-EPSPS del ADN gendmico de sojas. A) La correlacion
media R? de la fluorescencia sustraida de fondo SHERLOCK y el porcentaje de sojas de CP4-EPSPS en diferentes
puntos de tiempo de la deteccion. El porcentaje de sojas representa la cantidad de sojas “round-up ready” en una
mezcla de sojas “round-up ready” y silvestres. El gen CP4-EPSPS sélo esta presente en las sojas round-up ready.
B) Deteccién de SHERLOCK del gen de resistencia CP4-EPSPS en diferentes porcentajes de sojas que muestran la
naturaleza cuantitativa de la deteccién de SHERLOCK a los 30 minutos de incubacién. C) Deteccion de SHERLOCK
del gen de la lectina en diferentes porcentajes de sojas. El porcentaje de sojas representa la cantidad de sojas
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“round-up ready” en una mezcla de sojas “round-up ready” y silvestres. El gen de la lectina esta presente en ambos
tipos de sojas y, por tanto, no muestra ninguna correlacion con el porcentaje de sojas round-up ready.

Descripcion detallada de las realizaciones de ejemplo

Definiciones generales

A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta divulgacion.
Pueden encontrarse definiciones de términos y técnicas comunes en biologia molecular en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 edicion (1989) (Sambrook, Fritsch, y Maniatis); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 42
edicion (2012) (Green y Sambrook); Current Protocols in Molecular Biology (1987) (F.M. Ausubel et al. eds.); las
series Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.): PCR 2: A Practical Approach (1995) (M.J. MacPherson, B.D.
Hames, y G.R. Tailor eds.): Antibodies, A Laboratory Manual (1988) (Harlow y Lane, eds.): Antibodies A Laboratory
Manual, 22 edicién 2013 (E.A. Greenfield ed.); Animal Cell Culture (1987) (R.l. Freshney, ed.); Benjamin Lewin,
Genes IX, publicado por Jones y Bartlet, 2008 (ISBN 0763752223); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of
Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0632021829); Robert A. Meyers (ed.),
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995
(ISBN 9780471185710); Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 22 ed., J. Wiley & Sons
(New York, N.Y. 1994), March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 42 ed., John
Wiley & Sons (New York, N.Y. 1992); y Marten H. Hofker y Jan van Deursen, Transgenic Mouse Methods and
Protocols, 22 edicion (2011).

Tal como se usa en el presente documento, las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen los referentes tanto en
singular como en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

El término “opcional” u “opcionalmente” significa que el acontecimiento, circunstancia o sustituyente descrito
posterior puede producirse 0 no, y que la descripcién incluye casos en los que el acontecimiento o la circunstancia
se produce y casos en los que no se produce.

La enumeracion de intervalos numéricos por los puntos finales incluye todos los niumeros y fracciones integrados
dentro de los intervalos respectivos, asi como los puntos finales enumerados

Se pretende que los términos “aproximadamente” o “alrededor de” tal como se usa en el presente documento
cuando se hace referencia a un valor medible tal como un pardmetro, una cantidad, una duracién temporal, y
similares, abarquen variaciones de y a partir del valor especificado, tal como variaciones de +/-10% o menos, +/-5%
o0 menos, +/-1% o menos, y +/-0,1% o menos de y a partir del valor especificado, siempre que tales variaciones sean
apropiadas para realizar en la invencion dada a conocer. Debe entenderse que el valor al que se refiere el
modificador “aproximadamente” o “alrededor de” en si mismo también se da a conocer especifica y preferiblemente.

“C2c2” se denomina ahora “Cas13a”, y los términos se usan de manera intercambiable en el presente documento a
menos que se indique lo contrario.

Resumen

Los sistemas inmunitarios adaptativos microbianos de repeticiones palindréomicas cortas regularmente espaciadas
(CRISPR) y asociados a CRISPR (CRISPR-Cas) contienen endonucleasas programables, tales como Cas9 y Cpf1
(Shmakov et al., 2017; Zetsche et al., 2015). Aunque tanto Cas9 como Cpf1 seleccionan como diana ADN,
recientemente se han descubierto (Shmakov et al., 2015) y caracterizado (Abudayyeh et al., 2016; Smargon et al.,
2017) ARNasas guiadas por ARN efectoras unicas, incluyendo C2¢c2, lo que proporciona una plataforma para la
deteccion especifica de ARN. Las ARNasas guiadas por ARN pueden ser facil y convenientemente reprogramadas
usando ARN de CRISPR (ARNCcr) para escindir ARN diana. A diferencia de las endonucleasas de ADN Cas9 y Cpf1,
que solo escinden su diana de ADN, las ARNasas guiadas por ARN, tales como C2c2, permanecen activas después
de la escisién de su diana de ARN, lo que lleva a la escision “colateral” de los ARN no seleccionados como diana en
la proximidad (Abudayyeh et al., 2016). Esta actividad de escision colateral de ARN programada por ARNcr presenta
la oportunidad de usar las ARNasas guiadas por ARN para detectar la presencia de un ARN especifico
desencadenando la muerte celular programada in vivo o la degradacion de ARN inespecifica in vitro que puede
servir como lectura (Abudayyeh et al., 2016; East-Seletsky et al., 2016).

Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento utilizaron efectores que seleccionan como diana ARN
para proporcionar un diagnéstico robusto basado en CRISPR con sensibilidad attomolar. Las realizaciones dadas a
conocer en el presente documento pueden detectar tanto el ADN como el ARN con niveles comparables de
sensibilidad y pueden diferenciar las dianas de las no dianas basandose en diferencias de un solo par de bases.
Ademas, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden prepararse en formato secado por
congelacion para una distribucién conveniente y aplicaciones de diagndstico inmediato (POC). Tales realizaciones
son Utiles en multiples escenarios de la salud humana, incluyendo, por ejemplo, la deteccién viral, la tipificacion de
cepas bacterianas, el genotipado sensible y la deteccién de ADN libre de células asociado a la enfermedad. Para
facilitar la referencia, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden denominarse
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SHERLOCK (desbloqueo del indicador enzimatico especifico de alta sensibilidad).

En un aspecto, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento se refieren a un sistema de deteccion
de acidos nucleicos que comprende un sistema CRISPR, uno o mas ARN guia disefiados para unirse a las
moléculas diana correspondientes, un constructo de enmascaramiento y reactivos de amplificacion para amplificar
las moléculas de acido nucleico diana en una muestra. En determinadas realizaciones de ejemplo, el sistema puede
comprender ademas uno o mas aptameros de deteccién. Los uno o mas aptameros de deteccion pueden
comprender un sitio de ARN polimerasa o un sitio de union de cebadores. Los uno 0 mas aptameros de deteccion se
unen especificamente a uno o mas polipéptidos diana y estan configurados de tal manera que el sitio de ARN
polimerasa o el sitio de unidon de cebadores se exponen solo al unirse el aptamero de deteccion a un péptido diana.
La exposicion del sitio de ARN polimerasa facilita la generacién de un oligonucledtido de ARN desencadenante
usando la secuencia del aptamero como molde. Por consiguiente, en tales realizaciones, el uno o mas ARN guia
esta configurado para unirse a un ARN desencadenante.

En otro aspecto, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento se refieren a un dispositivo de
diagndstico que comprende una pluralidad de volumenes discretos individuales. Cada volumen discreto individual
comprende una proteina efectora CRISPR, uno o0 mas ARN guia disefiados para unirse a una molécula diana
correspondiente, y un constructo de enmascaramiento. En determinadas realizaciones de ejemplo, los reactivos de
amplificacion de ARN pueden cargarse previamente en los volumenes discretos individuales o afadirse a los
volumenes discretos individuales simultdneamente o después de la adiciéon de una muestra a cada volumen discreto
individual. El dispositivo puede ser un dispositivo basado en microfluidos, un dispositivo portatil o un dispositivo que
comprende un sustrato de material flexible en el que se definen los volumenes discretos individuales.

En otro aspecto, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento se refieren a un método para detectar
acidos nucleicos diana en una muestra que comprende la distribucién de una muestra o conjunto de muestras en un
conjunto de volumenes discretos individuales, comprendiendo cada volumen discreto individual una proteina
efectora CRISPR, uno o mas ARN guia disefiados para unirse a uno de los oligonucledétidos diana, y un constructo
de enmascaramiento. Luego el conjunto de muestras se mantiene en condiciones suficientes para permitir la unién
de uno o mas ARN guia a una o mas moléculas diana. La union de uno o mas ARN guia a un acido nucleico diana
activa a su vez la proteina efectora CRISPR. Una vez activada, la proteina efectora CRISPR desactiva el constructo
de enmascaramiento, por ejemplo, escindiendo el constructo de enmascaramiento de manera que se
desenmascara, libera o genera una sefal positiva detectable. La deteccion de la sefal positiva detectable en un
volumen individual discreto indica la presencia de las moléculas diana.

También se describe en el presente documento, pero no segun la invencién, un método para detectar polipéptidos.
El método para detectar polipéptidos es similar al método para detectar acidos nucleicos diana descrito
anteriormente. Sin embargo, también se incluye un aptamero de deteccion de péptidos. Los aptameros de deteccion
de péptidos actuan tal como se describid anteriormente y facilitan la generaciéon de un oligonucleétido
desencadenante al unirse a un polipéptido diana. Los ARN guia estan disefiados para reconocer los oligonucleétidos
desencadenantes, activando asi la proteina efectora CRISPR. La desactivaciéon del constructo de enmascaramiento
por parte de la proteina efectora CRISPR activada conduce al desenmascaramiento, la liberacion o la generacion de
una sefal positiva detectable.

Proteinas efectoras de CRISPR

En general, un sistema CRISPR-Cas o CRISPR, tal como se usa en el presente documento y en documentos tales
como WO 2014/093622 (documento PCT/US2013/074667), se refiere en conjunto a los transcritos y otros elementos
que intervienen en la expresion o dirigen la actividad de los genes asociados a CRISPR (“Cas”), incluyendo las
secuencias que codifican para un gen Cas, una secuencia tracr (CRISPR transactivante) (por ejemplo, ARNtracr o
un ARNtracr parcial activo), una secuencia tracr-mate (que abarca una “repeticion directa” y una repeticion directa
parcial procesada por ARNtracr en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno), una secuencia guia (también
denominada “espaciador” en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno), o “ARN” tal como se usa este término
en el presente documento (por ejemplo, ARN para guiar a Cas, tal como Cas9, por ejemplo, ARN de CRISPR y ARN
transactivante (tracr) o un ARN guia unico (ARNgu) (ARN quimérico)) u otras secuencias y transcritos de un locus de
CRISPR. En general, un sistema CRISPR se caracteriza por tener elementos que promueven la formacion de un
complejo de CRISPR en el sitio de una secuencia diana (también denominado protoespaciador en el contexto de un
sistema CRISPR endégeno). Cuando la proteina CRISPR es una proteina C2c2, no se requiere un ARNtracr. C2c2
se ha descrito en Abudayyeh et al. (2016) “C2c2 is a single-component programmable RNA-guided RNA-targeting
CRISPR effector’; Science; DOI: 10.1126/science.aaf5573; y Shmakov et al. (2015) “Discovery and Functional
Characterization of Diverse Class 2 CRISPR-Cas Systems”, Molecular Cell, DOI:
dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2015.10.008. Cas13b se ha descrito en Smargon et al. (2017) “Cas13b Is a Type VI-B
CRISPR-Associated RNA-Guided RNases Differentially Regulated by Accessory Proteins Csx27 and Csx28”,
Molecular Cell. 65, 1-13; dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2016.12.023.

En determinadas realizaciones, un motivo adyacente al protoespaciador (PAM) o un motivo similar al PAM dirige la
union del complejo de la proteina efectora tal como se da a conocer en el presente documento al locus diana de
interés. En algunas realizaciones, el PAM puede ser un PAM en 5’ (es decir, situado en el sentido de 5’ del extremo
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5’ del protoespaciador). En otras realizaciones, el PAM puede ser un PAM en 3’ (es decir, situado en el sentido de 3’
del extremo 5’ del protoespaciador). El término “PAM” puede usarse de manera intercambiable con el término “PFS”
o “sitio de flanqueo del protoespaciador” o “secuencia de flanqueo del protoespaciador”.

En una realizaciéon preferida, la proteina efectora CRISPR puede reconocer un PAM en 3’. En determinadas
realizaciones, la proteina efectora CRISPR puede reconocer un PAM en 3’ quees Hen 5, enelque Hes A, Co U.
En determinadas realizaciones, la proteina efectora puede ser C2c2p de Leptotrichia shahii, mas preferiblemente
C2c2 de Leptotrichia shahiiDSM 19757,y el PAMen 3 esunHen 5.

En el contexto de la formacion de un complejo de CRISPR, “secuencia diana” se refiere a una secuencia con
respecto a la cual una secuencia guia esté disefiada para tener complementariedad, donde la hibridacién entre una
secuencia diana y una secuencia guia promueve la formaciéon de un complejo de CRISPR. Una secuencia diana
puede comprender polinucleétidos de ARN. El término “ARN diana” se refiere a un polinucleétido de ARN que es o
comprende la secuencia diana. En otras palabras, el ARN diana puede ser un polinucleétido de ARN o una parte de
un polinucledtido de ARN con el que una parte del ARNg, es decir, la secuencia guia, esta disefiada para tener
complementariedad y al que debe dirigirse la funcion efectora mediada por el complejo que comprende la proteina
efectora CRISPR y un ARNg. En algunas realizaciones, una secuencia diana se encuentra en el nucleo o en el
citoplasma de una célula.

La molécula de &acido nucleico que codifica para una proteina efectora CRISPR, en particular C2c2, es
ventajosamente una proteina efectora CRISPR con codones optimizados. Un ejemplo de secuencia con codones
optimizados es, en este caso, una secuencia optimizada para la expresion en eucariotas, por ejemplo, en humanos
(es decir, optimizada para la expresion en humanos), o para otro eucariota, animal o0 mamifero, tal como se comenta
en el presente documento; véase, por ejemplo, la secuencia con codones optimizados de SaCas9 humana en el
documento WO 2014/093622 (documento PCT/US2013/074667). Aunque se prefiere esto, se apreciara que son
posibles otros ejemplos y se conoce la optimizacion de codones para una especie huésped distinta de la humana, o
para la optimizacion de codones para 6rganos especificos. En algunas realizaciones, una secuencia de codificacion
de enzimas que codifica para una proteina efectora CRISPR es un codén optimizado para la expresion en células
particulares, tales como células eucariotas. Las células eucariotas pueden ser aquellas de o derivadas de un
organismo particular, tal como una planta o un mamifero, incluyendo pero no limitdndose al humano, o al eucariota
no humano o animal o mamifero tal como se comenta, por ejemplo, raton, rata, conejo, perro, ganado, o mamifero o
primate no humano. En algunas realizaciones, pueden excluirse los procesos para modificar la identidad genética de
la linea germinal de los seres humanos y/o los procesos para modificar la identidad genética de los animales que
puedan provocarles sufrimiento sin ningun beneficio médico sustancial para el hombre o el animal, y también los
animales resultantes de tales procesos. En general, la optimizacién de codones se refiere a un proceso de
modificacion de una secuencia de acido nucleico para mejorar su expresion en las células huésped de interés
mediante la sustitucion de al menos un codon (por ejemplo, alrededor de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50 o mas
codones) de la secuencia nativa por codones que se usan con mayor frecuencia o0 mas frecuentemente en los genes
de esa célula huésped, manteniendo al mismo tiempo la secuencia nativa de aminoacidos. Diversas especies
muestran un sesgo particular para determinados codones de un aminoacido en particular. El sesgo de los codones
(las diferencias en el uso de los codones entre los organismos) a menudo se correlaciona con la eficiencia de la
traduccion del ARN mensajero (ARNm), que a su vez se cree que depende, entre otras cosas, de las propiedades
de los codones que se traducen y de la disponibilidad de determinadas moléculas de ARN de transferencia (ARNt).
El predominio de determinados ARNt en una célula suele ser un reflejo de los codones usados mas frecuentemente
en la sintesis de péptidos. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para una expresion genética dptima en un
organismo determinado, basandose en la optimizacion de codones. Las tablas de uso de codones estan facilmente
disponibles, por ejemplo, en la “Base de datos de uso de codones” disponible en kazusa.orjp/codon/ y estas tablas
pueden adaptarse de varias maneras. Véase Nakamura, Y., et al. “Codon usage tabulated from the international
DNA sequence databases: status for the year 2000” Nucl. Acids Res. 28:292 (2000). También se dispone de
algoritmos informaticos para la optimizacién de codones de una secuencia particular para la expresion en una célula
huésped particular, tal como Gene Forge (Aptagen; Jacobus, PA). En algunas realizaciones, uno 0 mas codones
(por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50, o mas, o todos los codones) en una secuencia que codifica para una
Cas corresponden al codon mas frecuentemente usado para un aminoacido particular.

En determinadas realizaciones, los métodos tal como se describen en el presente documento pueden comprender la
provision de una célula transgénica con Cas, en particular una célula transgénica con C2c2, en la que se
proporcionan o introducen uno o mas acidos nucleicos que codifican para uno o mas ARN guia operablemente
conectados en la célula con un elemento regulador que comprende un promotor de uno 0 mas genes de interés. Tal
como se usa en el presente documento, el término “célula transgénica con Cas” se refiere a una célula, tal como una
célula eucariota, en la que se ha integrado gendémicamente un gen Cas. La naturaleza, el tipo o el origen de la célula
no son particularmente limitativos segun la presente invencién. Ademas, la forma en que se introduce el transgén de
Cas en la célula puede variar y puede ser cualquier método conocido en la técnica. En determinadas realizaciones,
la célula transgénica con Cas se obtiene introduciendo el transgén Cas en una célula aislada. En otras realizaciones,
la célula transgénica con Cas se obtiene aislando células de un organismo transgénico con Cas. A modo de ejemplo,
y sin limitacion, la célula transgénica con Cas a la que se hace referencia en el presente documento puede derivarse
de un eucariota transgénico con Cas, tal como un eucariota con inserciéon de Cas. Se hace referencia al documento
WO 2014/093622 (documento PCT/US13/74667). Los métodos de la publicacién de patente estadounidense n.°
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20120017290 y 201165198 asignados a Sangamo BioSciences, Inc. que se refieren a la seleccion como diana del
locus Rosa pueden modificarse para utilizar el sistema CRISPR Cas de la presente invencién. Los métodos de la
publicacion de patente estadounidense n.° 20130236946 asignada a Cellectis que se refieren a la seleccién como
diana del locus Rosa también pueden modificarse para utilizar el sistema CRISPR Cas de la presente invencion. A
modo de ejemplo adicional se hace referencia a Platt ef. al. (Cell; 159(2):440-455 (2014)), que describen un raton
con insercion de Cas9. El transgén Cas puede incluir ademas un casete Lox-Stop-polyA-Lox(LSL) que hace que la
expresion de Cas sea inducible por la recombinasa Cre. Alternativamente, la célula transgénica con Cas puede
obtenerse introduciendo el transgén Cas en una célula aislada. Los sistemas de administracion de transgenes son
bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el transgén Cas puede administrarse, por ejemplo, en una célula
eucariota mediante un vector (por ejemplo, AAV, adenovirus, lentivirus) y/o administracion de particulas y/o
nanoparticulas, tal como también se describe en el presente documento.

El experto entendera que la célula, tal como la célula transgénica con Cas, a la que se hace referencia en el
presente documento, puede comprender otras alteraciones gendémicas ademas de tener un gen Cas integrado o las
mutaciones que surgen de la accion especifica de la secuencia de Cas cuando se complejiza con el ARN que puede
guiar a Cas a un locus diana.

En determinados aspectos, la invencién implica vectores, por ejemplo, para administrar o introducir en una célula
Cas y/o ARN que puede guiar Cas a un locus diana (es decir, ARN guia), pero también para propagar estos
componentes (por ejemplo, en células procariotas). Un “vector”, tal como se usa el presente documento, es una
herramienta que permite o facilita la transferencia de una entidad de un entorno a otro. Es un replicén, tal como un
plasmido, un fago o un césmido, en el que puede insertarse otro segmento de ADN para provocar la replicacion del
segmento insertado. Generalmente, un vector puede replicarse cuando esta asociado con los elementos de control
adecuados. En general, el término “vector’ se refiere a una molécula de acido nucleico que puede transportar otro
acido nucleico al que se ha unido. Los vectores incluyen, pero no se limitan a, moléculas de acido nucleico que son
monocatenarias, bicatenarias o parcialmente bicatenarias; moléculas de acido nucleico que comprenden uno o mas
extremos libres, sin extremos libres (por ejemplo, circulares); moléculas de acido nucleico que comprenden ADN,
ARN o ambos; y otras variedades de polinucleétidos conocidas en la técnica. Un tipo de vector es un “plasmido”, que
se refiere a un bucle circular de ADN bicatenario en el que pueden insertarse segmentos adicionales de ADN, por
ejemplo, mediante técnicas convencionales de clonacidon molecular. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que
las secuencias de ADN o ARN derivadas del virus estan presentes en el vector para su empaqguetamiento en un
virus (por ejemplo, retrovirus, retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus, adenovirus de replicacion defectuosa
y virus adenoasociados (AAV)). Los vectores virales también incluyen polinucledtidos transportados por un virus
para su transfeccion en una célula huésped. Algunos vectores pueden replicarse de manera autbnoma en una célula
huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicaciéon bacteriano y
vectores episomales de mamiferos). Otros vectores (por ejemplo, los vectores de mamiferos no episomales) se
integran en el genoma de una célula huésped al ser introducidos en la célula huésped, y por tanto se replican junto
con el genoma del huésped. Ademas, determinados vectores pueden dirigir la expresion de los genes a los que
estan unidos operativamente. Tales vectores se denominan en el presente documento “vectores de expresion”. Los
vectores de expresién comunes de utilidad en las técnicas de ADN recombinante a menudo estan en forma de
plasmidos.

Los vectores de expresion recombinantes pueden comprender un acido nucleico de la invenciéon en una forma
adecuada para la expresion del acido nucleico en una célula huésped, lo que significa que los vectores de expresion
recombinantes incluyen uno o mas elementos reguladores, que pueden seleccionarse en funcion de las células
huésped que van a usarse para la expresion, que esta operativamente unido a la secuencia de acido nucleico que
va a expresarse. Dentro de un vector de expresion recombinante, por “operativamente unido” se entiende que la
secuencia de nucledtidos de interés esta unida al/a los elemento(s) regulador(es) de manera que permite la
expresion de la secuencia de nucleétidos (por ejemplo, en un sistema de transcripcion/traduccion in vitro o en una
célula huésped cuando el vector se introduce en la célula huésped). Con respecto a los métodos de recombinacion y
clonacion, se menciona la solicitud de patente estadounidense 10/815.730, publicada el 2 de septiembre de 2004
como US 2004-0171156 A1. Por tanto, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden
comprender también células transgénicas que comprenden el sistema efector CRISPR. En determinadas
realizaciones de ejemplo, la célula transgénica puede funcionar como un volumen individual discreto. En otras
palabras, las muestras que comprenden un constructo de enmascaramiento pueden administrarse a una célula, por
ejemplo, en una vesicula de administracion adecuada y si la diana esta presente en la vesicula de administracion, el
efector CRISPR se activa y se genera una sefial detectable.

El/los vector(es) puede(n) incluir el/los elemento(s) regulador(es), por ejemplo, el/los promotor(es). El/los vector(es)
puede(n) comprender secuencias de codificacion de Cas, y/o un solo, pero posiblemente también puede(n)
comprender al menos 3 u 8 0 16 0 32 0 48 o 50, ARN guia (por ejemplo, ARNgu) que codifican para secuencias,
tales como 1-2, 1-3, 1-4 1-5, 3-6, 3-7, 3-8, 3-9, 3-10, 3-8, 3-16, 3-30, 3-32, 3-48, 3-50 ARN (por ejemplo, ARNgu). En
un unico vector puede haber un promotor para cada ARN (por ejemplo, ARNgu), ventajosamente cuando hay hasta
aproximadamente 16 ARN; y, cuando un unico vector proporciona mas de 16 ARN, uno o mas promotores pueden
impulsar la expresion de mas de uno de los ARN, por ejemplo cuando hay 32 ARN, cada promotor puede impulsar la
expresion de dos ARN, y cuando hay 48 ARN, cada promotor puede impulsar la expresion de tres ARN. Por simple
aritmética y protocolos de clonacién bien establecidos y las ensefianzas de esta divulgacion, un experto en la técnica

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2927463 T3

puede practicar facilmente la invencion en cuanto a los ARN para un vector a modo de ejemplo adecuado tal como
AAV, y un promotor adecuado tal como el promotor U6. Por ejemplo, el limite de empaquetamiento de AAV es de
~4,7 kb. La longitud de un unico ARNg-U6 (mas los sitios de restriccidon para la clonacion) es de 361 pb. Por tanto, el
experto puede ajustar facilmente aproximadamente 12-16, por ejemplo, 13 casetes de U6-ARNg en un unico vector.
Esto puede ensamblarse por cualquier medio adecuado, tal como la estrategia Golden Gate utilizada para el
ensamblaje de TALE (genome-engineering.org/taleffectors/). El experto también puede usar una estrategia de guia
en tdndem para aumentar el numero de U6-ARNg en aproximadamente 1,5 veces, por ejemplo, para aumentar
desde 12-16, por ejemplo, desde 13 hasta aproximadamente 18-24, por ejemplo, aproximadamente 19 U6-ARNGg.
Por tanto, un experto en la técnica puede alcanzar facilmente aproximadamente 18-24, por ejemplo,
aproximadamente 19 promotor-ARN, por ejemplo, U6-ARNg en un unico vector, por ejemplo, un vector AAV. Otro
medio para aumentar el numero de promotores y ARN en un vector es usar un unico promotor (por ejemplo, U6)
para expresar un conjunto de ARN separados por secuencias escindibles. Y un medio incluso adicional para
aumentar el numero de promotores-ARN en un vector es expresar un conjunto de promotores-ARN separados por
secuencias escindibles en el intron de una secuencia o gen codificante; y, en este caso, es ventajoso usar un
promotor de la polimerasa Il, que puede tener una expresion aumentada y permitir la transcripcién de ARN largos de
manera especifica del tejido. (véase, por ejemplo, nar.oxfordjournals.org/content/34/7/e53.short vy
nature.com/mt/journal/v16/n9/abs/mt2008144a.html). En una realizacién ventajosa, el AAV puede empaquetar ARNg
en tandem U6 que selecciona como diana hasta aproximadamente 50 genes. Por consiguiente, a partir de los
conocimientos de la técnica y de las ensefianzas de la presente divulgacién, el experto puede elaborar y usar
facilmente vector(es), por ejemplo, un unico vector, que exprese multiples ARN o guias bajo el control o unido
operativa o funcionalmente a uno o mas promotores, especialmente en lo que respecta al numero de ARN o guias
comentado en el presente documento, sin ninguna experimentacion indebida.

Las secuencias codificadoras de ARN guia y/o las secuencias codificadoras de Cas pueden estar unidas funcional u
operativamente a elemento(s) regulador(es) y, por tanto, el/los elemento(s) regulador(es) impulsa(n) la expresion.
El/los promotor(es) puede(n) ser constitutivo(s) y/o condicional(es) y/o inducible(s) y/o especifico(s) de tejido. El
promotor puede seleccionarse del grupo que consiste en las ARN polimerasas, pol |, pol Il, pol Ill, T7, U6, HI, el
promotor LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV) retroviral, el promotor del citomegalovirus (CMV), el promotor del
SV40, el promotor de la dihidrofolato reductasa, el promotor de la pB-actina, el promotor de la fosfoglicerol cinasa
(PGK) y el promotor de EF1a.. Un promotor ventajoso es el promotor U6.

En algunas realizaciones, uno o mas elementos de un sistema de seleccion como diana de acidos nucleicos se
deriva de un organismo particular que comprende un sistema de seleccién como diana de ARN de CRISPR
endogeno. En determinadas realizaciones de ejemplo, el sistema que selecciona como diana ARN de CRISPR de la
proteina efectora comprende al menos un dominio HEPN, incluyendo pero sin limitarse a los dominios HEPN
descritos en el presente documento, dominios HEPN conocidos en la técnica, y dominios reconocidos como
dominios HEPN por comparacién con motivos de secuencia de consenso. En el presente documento, se
proporcionan varios de estos dominios. En un ejemplo no limitativo, una secuencia de consenso puede derivarse de
las secuencias de C2c2 u ortélogos de Cas13b proporcionados en el presente documento. En determinadas
realizaciones de ejemplo, la proteina efectora comprende un uUnico dominio HEPN. En otras determinadas
realizaciones de ejemplo, la proteina efectora comprende dos dominios HEPN.

En una realizacion de ejemplo, la proteina efectora comprende uno o mas dominios HEPN que comprenden una
secuencia de motivo RxxxxH. La secuencia de motivo RxxxxH puede ser, sin limitacion, de un dominio HEPN
descrito en el presente documento o un dominio HEPN conocido en la técnica. Las secuencias de motivos RxxxxH
incluyen ademas secuencias de motivos creadas mediante la combinacion de porciones de dos o mas dominios
HEPN. Tal como se indica, las secuencias de consenso pueden derivarse de las secuencias de los ortdlogos dados
a conocer en la solicitud de patente provisional estadounidense 62/432.240 titulada “Novel CRISPR Enzymes and
Systems”, la solicitud de patente provisional estadounidense 62/471,710 titulada “Novel Type VI CRISPR Orthologs
and Systems” presentada el 15 de marzo de 2017, y la solicitud de patente provisional estadounidense titulada
“Novel Type VI CRISPR Orthologs and Systems,” clasificada con el n.° de expediente 47627-05-2133 y presentada
el 12 de abril de 2017.

En una realizacion de la invencién, un dominio HEPN comprende al menos un motivo RxxxxH que comprende la
secuencia de R{N/H/K}X1X2X3H. En una realizaciéon de la invencion, un dominio HEPN comprende un motivo
RxxxxH que comprende la secuencia de R{N/H}X1X2X3H. En una realizaciéon de la invencion, un dominio HEPN
comprende la secuencia de R{N/K}X1X2X3H. En determinadas realizaciones, X1 es R, S, D, E, Q, N, G, Y, o H. En
determinadas realizaciones, X2 es |, S, T, V, o L. En determinadas realizaciones, X3 esL,F,N, Y, V, |, S, D, E, o A.

Los efectores adicionales para su uso segun la invencion pueden identificarse por su proximidad a los genes cas1,
por ejemplo, aunque sin limitarse a ello, dentro de la region a 20 kb del inicio del gen cas1 y a 20 kb del final del gen
cas1. En determinadas realizaciones, la proteina efectora comprende al menos un dominio HEPN y al menos 500
aminoacidos, y en las que la proteina efectora C2c2 esta presente de manera natural en un genoma procariota
dentro de 20 kb en el sentido de 5’ 0 en el sentido de 3’ de un gen Cas o de un conjunto CRISPR. Los ejemplos no
limitativos de proteinas Cas incluyen Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Casb5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (también
conocidas como Csn1 y Csx12), Cas10, Csy1, Csy2, Csy3, Cse1, Cse2, Csc1, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2, Csm3,
Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX,
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Csx3, Csx1, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4, homdlogos de las mismas o versiones modificadas de las mismas. En
determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora C2c2 esta presente de manera natural en un genoma
procariota dentro de 20 kb en el sentido de 5 o en el sentido de 3’ de un gen Cas 1. Los términos “ortlogo” y
“homdlogo” son bien conocidos en la técnica. A modo de orientacion adicional, un “homdlogo” de una proteina, tal
como se usa en el presente documento, es una proteina de la misma especie que realiza la misma o similar funcion
que la proteina de la que es homodlogo. Las proteinas homologas pueden estar relacionadas estructuralmente, pero
no es necesario que lo estén, o sélo parcialmente. Un “ortélogo” de una proteina, tal como se usa en el presente
documento, es una proteina de una especie diferente que realiza una funcion igual o similar a la de la proteina de la
que es ortdlogo. Las proteinas ortélogas pueden estar relacionadas estructuralmente, pero no es necesario que lo
estén, o solo parcialmente.

En realizaciones particulares, la enzima Cas que selecciona como diana ARN de tipo VI es C2c2. En otras
realizaciones de ejemplo, la enzima Cas que selecciona como diana ARN de tipo VI es Cas 13b. En realizaciones
particulares, el homdlogo u ortélogo de una proteina de tipo VI tal como C2c2, tal como se menciona en el presente
documento, tiene una homologia o identidad de secuencia de al menos el 30%, o al menos el 40%, o al menos el
50%, o al menos el 60%, o al menos el 70%, o al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, incluso mas
preferiblemente al menos el 90%, tal como por ejemplo al menos el 95% con una proteina de tipo VI tal como C2c2
(por ejemplo, basada en la secuencia silvestre de cualquiera de C2c2 de Leptotrichia shahii, C2c2 de
Lachnospiraceae bacterium MA2020, C2c2 de Lachnospiraceae bacterium NK4A179, C2c2 de Clostridium
aminophilum (DSM 10710), C2c2 de Carnobacterium gallinarum (DSM 4847), C2c2 de Paludibacter propionicigenes
(WB4), C2c2 de Listeria weihenstephanensis (FSL R9-0317), C2c2 de Listeriaceae bacterium (FSL M6-0635), C2c2
de Listeria newyorkensis (FSL M6-0635), C2c2 de Leptotrichia wadei (F0279), C2c2 de Rhodobacter capsulatus (SB
1003), C2c2 de Rhodobacter capsulatus (R121), C2c2 de Rhodobacter capsulatus (DE442), C2c2 de Leptotrichia
wadei (Lw2), o C2c2 de Listeria seeligeri). En otras realizaciones, el homélogo u ortélogo de una proteina de tipo VI,
tal como C2c2, tal como se menciona en el presente documento, tiene una identidad de secuencia de al menos el
30%, o al menos el 40%, o al menos el 50%, o al menos el 60%, o al menos el 70%, o al menos el 80%, mas
preferiblemente al menos el 85%, incluso mas preferiblemente al menos el 90%, tal como por ejemplo al menos el
95% con la C2c2 silvestre (por ejemplo, basado en la secuencia silvestre de cualquiera de C2c2 de Leptotrichia
shahii, C2c2 de Lachnospiraceae bacterium MA2020, C2c2 de Lachnospiraceae bacterium NK4A179, C2c2 de
Clostridium aminophilum (DSM 10710), C2c2 de Carnobacterium gallinarum (DSM 4847), C2c2 de Paludibacter
propionicigenes (WB4), C2¢c2 de Listeria weihenstephanensis (FSL R9-0317), C2c2 de Listeriaceae bacterium (FSL
M6-0635), C2c2 de Listeria newyorkensis (FSL M6-0635), C2c2 de Leptotrichia wadei (F0279), C2c2 de
Rhodobacter capsulatus (SB 1003), C2c2 de Rhodobacter capsulatus (R121), C2c2 de Rhodobacter capsulatus
(DE442), C2c2 de Leptotrichia wadei (Lw2), o C2¢2 de Listeria seeligeri).

En otras determinadas realizaciones de ejemplo, el sistema CRISPR la proteina efectora es una nucleasa C2c2. La
actividad de C2c2 puede depender de la presencia de dos dominios HEPN. Se ha demostrado que estos son
dominios de ARNasa, es decir, una nucleasa (en particular una endonucleasa) que corta el ARN. HEPN de C2c2
también puede seleccionar como diana ADN, o potencialmente ADN y/o ARN. Basandose en que los dominios
HEPN de C2c2 pueden al menos unirse a ARN y, en su forma silvestre, cortar el ARN, entonces se prefiere que la
proteina efectora de C2c2 tenga funcién de ARNasa. En cuanto a los sistemas CRISPR C2c2, se hace referencia a
la provisional estadounidense 62/351,662 presentada el 17 de junio de 2016 y la provisional estadounidense
62/376.377 presentada el 17 de agosto de 2016. También se hace referencia a la provisional estadounidense
62/351.803 presentada el 17 de junio de 2016. También se hace referencia a la provisional estadounidense titulada
“Novel Crispr Enzymes and Systems” presentada el 8 de diciembre de 2016 con el niumero 10035.PA4 del Broad
Institute y el nimero de expediente 47627.03.2133. Se hace referencia ademas a East-Seletsky et al. “Two distinct
RNase activities of CRISPR-C2c2 enable guide-RNA processing and RNA detection” Nature
doi:10/1038/nature19802 y Abudayyeh et al. “C2c2 is a single-component programmable RNA-guided RNA targeting
CRISPR effector” bioRxiv doi:10.1101/054742.

La funcién de las ARNasas en los sistemas CRISPR es conocida, por ejemplo, se ha informado de la selecciéon
como diana de ARNm en determinados sistemas CRISPR-Cas de tipo Il (Hale et al., 2014, Genes Dev, vol. 28,
2432-2443; Hale et al., 2009, Cell, vol. 139, 945-956; Peng et al., 2015, Nucleic acids research, vol. 43, 406-417) y
proporciona importantes ventajas. En el sistema de tipo IlI-A de Staphylococcus epidermis, la transcripcion a través
de las dianas da lugar a la escisiéon del ADN diana y sus transcritos, mediada por sitios activos independientes
dentro del complejo de proteinas efectoras de ribonucleoproteinas Cas10-Csm (véase, Samai et al., 2015, Cell, vol.
151, 1164-1174). Por tanto, se proporciona un sistema, composicion o método CRISPR-Cas que selecciona como
diana ARN a través de las presentes proteinas efectoras.

En una realizacion, la proteina Cas puede ser un ortélogo de C2¢c2 de un organismo de un género que incluye pero
no se limita a Leptotrichia, Listeria, Corynebacter, Sutterella, Legionella, Treponema, Filifactor, Eubacterium,
Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma, Bacteroides, Flaviivola, Flavobacterium, Sphaerochaeta, Azospirillum,
Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia, Parvibaculum, Staphylococcus, Nitratifractor, Mycoplasma vy
Campylobacter. Las especies de organismos de un género de este tipo pueden ser tal como se indica de otro modo
en el presente documento.

Algunos métodos de identificacion de ortélogos de las enzimas del sistema CRISPR-Cas pueden implicar la
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identificacion de secuencias tracr en los genomas de interés. La identificacion de secuencias tracr puede referirse a
las siguientes etapas: buscar las repeticiones directas o secuencias tracr apareadas en una base de datos para
identificar una region CRISPR que comprenda una enzima CRISPR. Buscar secuencias homdlogas en la region
CRISPR que flanquean la enzima CRISPR tanto en la direccién sentido con antisentido. Buscar terminadores
transcripcionales y estructuras secundarias. Identificar cualquier secuencia que no sea una repeticion directa o una
secuencia tracr apareada pero que tenga mas del 50% de identidad con la repeticion directa o la secuencia tracr
apareada como una secuencia tracr potencial. Tomar la secuencia tracr potencial y analizar para detectar
secuencias terminadoras transcripcionales asociadas con la misma.

Se apreciara que cualquiera de las funcionalidades descritas en el presente documento puede modificarse por
ingenieria para dar enzimas CRISPR a partir de otros ortélogos, incluyendo enzimas quiméricas que comprenden
fragmentos de multiples ortdlogos. Los ejemplos de tales ortélogos se describen en otra parte del presente
documento. Por tanto, las enzimas quiméricas pueden comprender fragmentos de ortélogos de enzimas CRISPR de
un organismo que incluye, pero no se limita a, Leptotrichia, Listeria, Corynebacter, Sutterella, Legionella,
Treponema, Filifactor, Eubacterium Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma, Bacteroides, Flaviivola,
Flavobacterium, Sphaerochaeta, Azospirillum, Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia, Parvibaculum,
Staphylococcus, Nitratifractor, Mycoplasma y Campylobacter. Una enzima quimérica puede comprender un primer
fragmento y un segundo fragmento, y los fragmentos pueden ser de ortélogos de enzimas CRISPR de organismos
de los géneros mencionados en el presente documento o de las especies mencionadas en el presente documento;
ventajosamente los fragmentos son de ortélogos de enzimas CRISPR de diferentes especies.

En las realizaciones, la proteina C2c2 a la que se hace referencia en el presente documento también abarca una
variante funcional de C2c2 o un homologo o un ortélogo de la misma. Una “variante funcional” de una proteina, tal
como se usa en el presente documento, se refiere a una variante de tal proteina que conserva al menos
parcialmente la actividad de esa proteina. Las variantes funcionales pueden incluir mutantes (que pueden ser
mutantes de insercion, delecién o sustitucion), incluyendo polimorfos, etc. También se incluyen dentro de las
variantes funcionales los productos de fusion de tal proteina con otro acido nucleico, proteina, polipéptido o péptido,
habitualmente no relacionado. Las variantes funcionales pueden producirse de manera natural o ser creadas por el
hombre. Las realizaciones ventajosas pueden incluir proteinas efectoras que seleccionan como diana ARN de tipo VI
obtenidas por ingenieria o que no se producen de manera natural.

En una realizacion, la(s) molécula(s) de acido nucleico que codifica(n) para C2c2 o un ortélogo u homélogo de la
misma, puede(n) tener codones optimizados para su expresiéon en una célula eucariota. Una célula eucariota puede
ser tal como se comenta en el presente documento. La(s) molécula(s) de acido nucleico puede(n) obtenerse por
ingenieria o no producirse de manera natural.

En una realizacion, la C2¢2 o un ortélogo u homélogo de la misma, puede comprender una o0 mas mutaciones (y por
tanto la(s) molécula(s) de acido nucleico que lo codifica(n) puede(n) tener mutacién/mutaciones). Las mutaciones
pueden ser mutaciones introducidas artificialmente y pueden incluir, pero no se limitan a, una o mas mutaciones en
un dominio catalitico. Los ejemplos de dominios cataliticos con referencia a una enzima Cas9 pueden incluir, pero no
se limitan a, los dominios RuvC |, RuvC Il, RuvC Ill y HNH.

En una realizacién, la C2c2 o un ortélogo u homélogo de la misma, puede comprender una o mas mutaciones. Las
mutaciones pueden ser mutaciones introducidas artificialmente y pueden incluir, pero no se limitan a, una o mas
mutaciones en un dominio catalitico. Los ejemplos de dominios cataliticos con referencia a una enzima Cas pueden
incluir, pero no se limitan, a los dominios HEPN.

En una realizacién, la C2¢2 o un ortdlogo u homoélogo de la misma, puede usarse como una proteina genérica de
unién a acidos nucleicos con fusion a un dominio funcional o estando operativamente unida a él. Los dominios
funcionales a modo de ejemplo pueden incluir, pero no se limitan a, un iniciador de la traduccién, un activador de la
traduccion, un represor de la traduccion, nucleasas, en particular ribonucleasas, un empalmosoma, perlas, un
dominio inducible/controlable por luz o un dominio inducible/controlable quimicamente.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora C2c2 puede ser de un organismo seleccionado del
grupo que consiste en; Leptotrichia, Listeria, Corynebacter, Sutterella, Legionella, Treponema, Filifactor,
Eubacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma, Bacteroides, Flaviivola Flavobacterium, Sphaerochaeta,
Azospirillum, Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia, Parvibaculum, Staphylococcus, Nitratifractor, Mycoplasma y
Campylobacter.

En determinadas realizaciones, la proteina efectora puede ser una C2c2p de Listeria sp., preferiblemente C2c2p de
Listeria seeligeria, mas preferiblemente C2c2p de Listeria seeligeria serovar 1/2b cepa SLCC3954 y la secuencia de
ARNcr puede tener una longitud de 44 a 47 nucledtidos, con una repeticion directa (DR) en 5’ de 29 nt y un
espaciador de 15 nt a 18 nt.

En determinadas realizaciones, la proteina efectora puede ser C2c2p de Leptotrichia sp., preferiblemente C2c2p de
Leptotrichia shahii, mas preferiblemente C2c2p de Leptotrichia shahii DSM 19757 y la secuencia de ARNcr puede
tener una longitud de 42 a 58 nucledtidos, con una repeticion directa en 5’ de al menos 24 nt, como una repeticion
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directa (DR) en 5 de 24-28 nt y un espaciador de al menos 14 nt, tal como un espaciador de 14 nt a 28 nt, 0 un
espaciador de al menos 18 nt, tal como 19, 20, 21, 22, o mas nt, tal como 18-28, 19-28, 20-28, 21-28, 0 22-28 nt.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora puede ser una Leptotrichia sp., Leptotrichia wadei
F0279, o una Listeria sp., preferiblemente Listeria newyorkensis FSL M6-0635.

En determinadas realizaciones de ejemplo, las proteinas efectoras C2c2 de la invencion incluyen, sin limitacion, las
siguientes 21 especies ortdlogas (incluyendo multiples loci de CRISPR: Leptotrichia shahii;, Leptotrichia wadei (Lw2);
Listeria seeligeri, Lachnospiraceae bacterium MA2020; Lachnospiraceae bacterium NK4A179; [Clostridium]
aminophilum DSM 10710; Carnobacterium gallinarum DSM 4847; Carnobacterium gallinarum DSM 4847 (segundo
loci de CRISPR); Paludibacter propionicigenes WB4; Listeria weihenstephanensis FSL R9-0317; Listeriaceae
bacterium FSL M6-0635; Leptotrichia wadei F0279; Rhodobacter capsulatus SB 1003; Rhodobacter capsulatus
R121; Rhodobacter capsulatus DE442; Leptotrichia buccalis C-1013-b; Herbinix hemicellulosilytica; [Eubacterium]
rectale; Eubacteriaceae bacterium CHKCI004; Blautia sp. Marseille-P2398; y Leptotrichia sp. taxén oral 879 cepa
F0557. Otros doce (12) ejemplos no limitativos son: Lachnospiraceae bacterium NK4A144; Chloroflexus aggregans;
Demequina aurantiaca; Thalassospira sp. TSL5-1; Pseudobutyrivibrio sp. OR37; Butyrivibrio sp. YAB3001; Blautia
sp. Marseille-P2398; Leptotrichia sp. Marseille-P3007; Bacteroides ihuae; Porphyromonadaceae bacterium
KH3CP3RA,; Listeria riparia; e Insolitispirillum peregrinum.

En determinadas realizaciones, la proteina C2¢c2 segun la invencién es o se deriva de uno de los ortélogos tal como
se describe en la tabla a continuacion, o es una proteina quimérica de dos 0 mas de los ortélogos tal como se
describe en la tabla a continuacion, o es un mutante o variante de uno de los ortélogos tal como se describe en la
tabla a continuacion (o un mutante o variante quimérico), incluyendo C2c2 desactivada, C2c2 dividida, C2c2
desestabilizada, etc. tal como se define en el presente documento, con o sin fusion con un dominio
heterdlogo/funcional.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora C2¢c2 se selecciona de la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
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Ortélogo de C2c2 Codigo Muiltiples letras
Leptotrichia shahii c2-2 Lsh

L. wadei FO279 (Lw2) Cc2-3 Lw2
Listeria seeligeti Cc2-4 Lse
Lachnospiraceae bacterium MA2020 Cc2-5 LbM
Lachnospiraceae bacterium NK4A179 C2-6 LbNK179
Clostridium aminophilum DSM 10710 c2-7 Ca
Carnobacterium gallinarum DSM 4847 Cc2-8 Cg
Carnobacterium gallinarum DSM 4847 Cc2-9 Cg2
Paludibacter propionicigenes \WB4 C2-10 Pp
Listeria weihenstephanensis FSL R9-0317 C2-11 Lwei
Listeriaceae bacterium FSL M6-0635 c2-12 LbFSL
Leptotrichia wadei FO279 C2-13 Lw
Rhodobacter capsulatus SB 1003 C2-14 Rc
Rhodobacter capsulatus R121 C2-15 Re
Rhodobacter capsulatus DE442 C2-16 Re
Leptotrichia buccalis C-1013-b Cc2-17 LbuC2c2
Herbinix hemicellulosilytics Cc2-18 HheC2e2
Eubacterium rectale C2-19 EreC2c2
Eubacteriaceae bacterium CHKC1004 C2-20 EbaC2c2
Elautia sp. Marseille-P2398 c2-21 BsmC2c2
Leptotrichia sp. taxon oral 879 cepa FO557 C2-22 LspC2c2
Lachnospiraceae bacterium NK4a144

Cloroflexus aggregans

Demequina aurantiaca

Thalassospira sp. TSL5-1

Pseudobutyrivibrio sp. OR37

Butyrivibrio sp. YAB3001
Blautia sp. Marseille-P2398
Leptotrichia sp. Marseille-P300
Bacteroides ihuae
Porphyromonadaceae bacterium KH3CP3RA
Listeria riparia
Insolitispirillum peregrinum

Las secuencias de las proteinas silvestres de las especies anteriores se enumeran en la tabla 2 a continuacion. En
determinadas realizaciones, se proporciona una secuencia de acido nucleico que codifica para la proteina C2c2.

5 Tabla 2
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C2c2-2 L. shahii (Lsh) (SEQ. ID. NO. 1)

C2c2-2 L. shahii (Lsh) (SEQ. ID. NO. 477) WP_018451595 1

c2c2-3 L. wadei (Lw2) (SEQ. ID. NO. 2)

c2c2-4 Listeria seeligeri (SEQ. ID. NO. 3)

c2c2-5 1 |Lachnospiraceae bacterium MA2020 (SEQ. ID. NO. 4)

c2c2-6 2 |Lachnospiraceae bacterium NK4A179 (SEQ. ID. NO. 5)

c2c2-7 3 | Clostridium aminophifum DSM 10710 (SEQ. ID. NO. 6)

c2c2-8 5 | Carnobacterium gallinarum DSM 4847 (SEQ. ID. NO. 7)

c2c2-9 6 |Carnobacterium gallinarum DSM 4847 (SEQ. ID. NO. 8)

c2¢2-10 7 |Paludibacter propionicigenes WB4 (SEQ. ID. NO. 9)

c2¢2-11 9 E{Bs)teria weihenstephanensis FSL R9-0317 (SEQ. ID. NO.

c2c2-12 10| Listeriaceae  bacterium FSL M6-0635 = Listeria
newyorkensis FSL M6-0635 (SEQ. ID. NO. 11)

c2c2-13 12 | Leptotrichia wadei FO279 (SEQ. ID. NO. 12)

c2c2-14 15| Rhodobacter capsulatus SB 1003 (SEQ. ID. NO. 13)

c2c2-15 16 | Rhodobacter capsulatus R121 (SEQ. ID. NO. 14)

c2¢c2-16 17 | Rhodobacter capsulatus DE442 (SEQ. ID. NO. 15)

LbuC2¢c2 (C2-17) Leptorichia buccalis C-1013-b (SEQ ID NO: 309)

HheC2c2 (C2-18) Herbinix hemicellulosilytica (SEQ 1D NO:310)

EreC2c2 (C2-19) Eubacterium rectale (SEQ ID NO: 311)

EbaC2C2 (C2-20) Eubacteriaceae bacterium CHKCI004 (SEQ ID NO: 312)

C2c2 (C2-21) Blautia sp. Marseille-P2398 (SEQ. I.D. No 319

C2c2 (C2-22) Leptotrichia sp. taxon oral 879 cepa F0557 (SEQ. ID. NO.
579)

C2c2 NK4A144 (C2-23) Lachnospiraceae bacterium NK4A144 (SEQ. ID. NO. 313)

CZ2c2 Cloro_agg (C2-24) Proteina S1 de unién a ARN de Cloroflexus aggregans
(SEQ. ID. NO. 314)

C2c2 Dem_Aur (C2-25) Demequina aurantiaca (SEQ. ID. NO. 315)

C2c2 Thal_Sp_TSL5 (C2-26) Thalassospira sp. TSL5-1 (SEQ. I.D. No 316)

C2¢2 Pseudo_sp (C2-27) Pseudobutyrivibrio sp. OR37 (SEQ. ID. NO. 317)

C2¢2_Buty_sp (C2-28) Butyrivibrio sp. YAB3001 (SEQ. ID. NO. 318)

C2c2_Blautia_sp (C2-29) Blautia sp. Marseille-P2398(SEQ. ID. NO. 478)

C2c2_Lepto_sp_Marseille Leptotrichia sp. Marseille-P3007 (SEQ. ID No. 320)

(C2-30)

3(?12;:2_Bacteroides_ihuae (C2- Bacteroides ihuae (SEQ. 1.D. No 321)

C2c2_Porph_bacteria (C2-32) SPZ?;;)Jhyromonadaceae bacterium KH3CP3RA(SEQ. ID. NO.

C2c2_Listeria_riparia (C2-33) Listeria riparia (SEQ. ID. NO. 323)

%;%Zi)nsolitis_peregrinum Insolitispirillum peregrinum (SEQ. ID. NO. 324)

En una realizacion de la invencion, se proporciona una proteina efectora que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80% de homologia de secuencia con la secuencia silvestre de cualquiera de
C2c2 de Leptotrichia shahii, C2c2 de Lachnospiraceae bacterium MA2020, C2c2 de Lachnospiraceae bacterium
NK4A179, C2c2 de Clostridium aminophilum (DSM 10710), C2c2 de Carnobacterium gallinarum (DSM4847), C2c2
de Paludibacter propionicigenes (WB4), C2c2 de Listeria weihenstephanensis (FSL R9-0317), C2c2 de Listeriaceae
bacterium (FSL M6-0635), C2c2 de Listeria newyorkensis (FSL M6-0635), C2c2 de Leptotrichia wadei (F0279), C2¢c2
de Rhodobacter capsulatus (SB 1003), C2¢2 de Rhodobacter capsulatus (R121), C2c2 de Rhodobacter capsulatus
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(DE442), C2c2 de Leptotrichia wadei (Lw2), o C2c2 de Listeria seeligeri.

En una realizaciéon de la invencion, la proteina efectora comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos el 80% de homologia de secuencia con una secuencia consenso de proteina efectora de tipo VI que incluye,
pero no se limita a, una secuencia consenso descrita en el presente documento.

Segun la invencidn, una secuencia consenso puede generarse a partir de multiples ortélogos de C2¢c2, que pueden
asistir en la ubicacién de residuos de aminoacido conservados, y motivos, que incluyen pero no se limitan a residuos
cataliticos y motivos de HEPN en ortélogos de C2c2 que median en la funcion de C2c2. Una secuencia consenso de
este tipo, generada a partir de los 33 ortélogos mencionados anteriormente usando la alineacién Geneious es:

MKISKVXXXVXKKXXXGKLXKXVNERNRXAKRLSNXLBKYIXXIDKIXKKEXX
KKFXAXEEITLKLNQXXXBXLXKAXXDLRKDNXYSXJKKILHNEDINXEEXELLI
NDXLEKLXKIESXKYSYQKXXXNYXMSVQEHSKKSIXRIXESAKRNKEALDKFL
KEYAXLDPRMEXLAKLRKLLELYFYFKNDXIXXEEEXNVXXHKXLKENHPDFV
EXXXNKENAELNXYAIEXKKJLKY YFPXKXAKNSNDKIFEKQELKKXWIHQJEN
AVERILLXXGKVXYKLQXGYLAELWKIRINEIFIKYIXVGKAVAXFALRNXXKBE
NDILGGKIXKKLNGITSFXYEKIKAEEILQREXAVEVAFAANXLYAXDLXXIRXSI
LQFFGGASNWDXFLFFHFATSXISDKKWNAELIXXKKJGLVIREKLY SNNVAMFY
SKDDLEKLLNXLXXFXLRASQVPSFKKVYVRXBFPONLLKKFNDEKDDEAYSAX
YYLLKEIY YNXFLPYFSANNXFFFXVKNLVLKANKDKFXXAFXDIREMNXGSPIE
YLXXTQXNXXNEGRKKEEKEXDFIKFLLQIFXKGFDDYLKNNXXFILKFIPEPTEX
IEIXXELQAWYIVGKFLNARKXNLLGXFXSYLKLLDDIELRALRNENIKYQSSNX
EKEVLEXCLELIGLLSLDLNDYFBDEXDFAXYJGKXLDFEKKXMKDLAELXPYD
QNDGENPIVNRNIXLAKKYGTLNLLEKJXDKVSEKEIKEYYELKKEIEEYXXKGE
ELHEEWXQXKNRVEXRDILEYXEELXGQIINYNXLXNKVLLYFQLGLHYLLLDIL
GRLVGYTGIWERD AXLYQIAAMYXNGLPEYIXXKKNDKYKDGQIVGXKINXFK
XDKKXLYNAGLELFENXNEHKNIXIRNYIAHFNYLSKAESSLLXYSENLRXLFSY
DRKLKNAVXKSLINILLRHGMVLKFKFGTDKKSVXIRSXKKIXHLKSIAKKLYYP
EVXVSKEYCKLVKXLLKYK (SEQ ID NO: 325)

En otro ejemplo no limitativo, una herramienta de alineacion de secuencia para asistir en la generacion de una
secuencia consenso e identificacion de residuos conservados es la herramienta de alineacion MUSCLE
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Por ejemplo, usando MUSCLE, pueden identificarse las siguientes ubicaciones
de aminoacido conservadas entre ortélogos de C2c2 en C2¢2 de Leptotrichia wadei: K2; K5; V6; E301; L331; 1335;
N341; G351; K352; E375; L392; L396; D403; F446; 1466; 1470; R474 (HEPN); H475; H479 (HEPN), E508; P556;
L561; 1595; Y596; F600; Y669; 1673; F681; L685; Y761; L676; L779; Y782; L836; D847; Y863; L869; 1872; K879;
1933; L954; 1958; R961; Y965; E970; R971; D972; R1046 (HEPN), H1051 (HEPN), Y1075; D1076; K1078; K1080;
11083; 11090.

En la figura 50 se muestra una alineaciéon de secuencia de los dominios HEPN a modo de ejemplo que muestra los
residuos altamente conservados.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora que selecciona como diana ARN es una proteina
efectora de tipo VI-B, tal como Cas13b y las proteinas del grupo 29 o del grupo 30. En determinadas realizaciones
de ejemplo, la proteina efectora que selecciona como diana ARN comprende uno o0 mas dominios HEPN. En
determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora que selecciona como diana ARN comprende un dominio
HEPN C-terminal, un dominio HEPN N-terminal, o ambos. En cuanto a las proteinas efectoras de tipo VI-B de
ejemplo que pueden usarse en el contexto de la presente invencion, se hace referencia a la solicitud estadounidense
n.° 15/331.792 titulada “Novel CRISPR Enzymes and Systems” y presentada el 21 de octubre de 2016, la solicitud
internacional de patente n.° PCT/US2016/058302 titulada “Novel CRISPR Enzymes and Systems”, y presentada el
21 de octubre de 2016, y Smargon et al. “Cas13b is a Type VI-B CRISPR-associated RNA-Guided RNase
differentially regulated by accessory proteins Csx27 and Csx28” Molecular Cell, 65, 1-13 (2017);
dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2016.12.023, y la solicitud provisional estadounidense n.° aun por asignar, titulada “Novel
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Cas13b Orthologues CRISPR Enzymes and System” presentada el 15 de marzo de 2017. En determinadas
realizaciones, la enzima Cas13b se deriva de Bergeyella zoohelcum. En otras determinadas realizaciones de
ejemplo, la proteina efectora es o comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de
homologia de secuencia con cualquiera de las secuencias enumeradas en la tabla 3.

Tabla 3
B-01 Bergeyella zoohelcum
B-02 Prevotella intermedia
B-03 Prevotella buccae
B-04 Alistipes sp. ZOR0009
B-05 Prevotella sp. MA2016
B-06 Riemerella anatipestifer
B-07 Prevotella aurantiaca
B-08 Prevotella saccharolytica
B-09 Prevotella intermedia
B-10 Capnocytophaga canimorsus
B-11 Porphyromonas gulae
B-12 Prevotella sp. P5-125
B-13 Flavobacterium branchiophilum
B-14 Porphyromonas gingivalis
B-15 Prevotella intermedia

En determinadas realizaciones de ejemplo, la secuencia silvestre del ortdlogo de Cas13b se encuentra en la tabla 4a
0 4b a continuacion.

Tabla 4a

Bergeyella zoohelcum (SEQ. ID. NO. 326)
Prevotella intermedia (SEQ. ID. NO. 327)
Prevotella buccae (SEQ. ID. NO. 328)
Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 329)
Bacteroides pyogenes (SEQ. ID. NO. 330)
Alistipes sp. ZOR0009 (SEQ. ID. NO. 331)
Prevotella sp. MA2016 (SEQ. ID. NO. 332) 7a
Prevotella sp. MA2016 (SEQ. ID. NO. 333) 7b

(o> &) B = RV B O
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Riemerella anatipestifer (SEQ. ID. NO. 334)

Prevotella aurantiaca (SEQ. ID. NO. 335)

Prevotella saccharolytica (SEQ. ID. NO. 336) 10
HMPREF9712_03108 [Myrcides odoratimimus CCUG 10230](11

(SEQ. ID. NO. 337)

Prevotella intermedia (SEQ. ID. NO. 338) 12
Capnocytophaga canimorsus (SEQ. ID. NO. 339) 13
Porphyromonas gulae (SEQ. ID. NO. 340) 14
Prevotella sp. P5-125 (SEQ. ID. NO. 341) 15
Flavobacterium branchiophilum (SEQ. ID. NO. 342) 16
Myroides odoratimimus (SEQ. ID. NO. 343) 17
Flavobacterium columnare (SEQ. ID. NO. 344) 18
Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 345) 19
Porphyromonas sp. COT-052 OH4946 (SEQ. ID. NO. 346) 20
Prevotella intermedia (SEQ. ID. NO. 347) 21

PIN17 0200 [Prevotella intermedia 17] (SEQ. ID. NO. 348) AFJ07523
Prevotella intermedia (SEQ. ID. NO. 349) BAU18623
HMPREF6485_0083 [Prevotella buccae ATCC 33574] (SEQ. ID.|EFU31981
NO. 350)

HMPREF9144_1146 [Prevotella pallens ATCC 700821] (SEQ. ID.|EGQ18444
NO. 351)

HMPREF9714_02132 [Myroides odoratimimus CCUG 12901]|EH008761
(SEQ. ID. NO. 352)

HMPREF9711_00870 [Myroides odoratimimus CCUG 3837] (SEQ. [EKB06014
ID. NO. 353)

HMPREF9699_02005 [Bergeyella zoohelcum ATCC 43767] (SEQ. [EKB54193
ID. NO. 354)

HMPREF9151_01387 [Prevotella saccharolytica FO055] (SEQ. ID. [EKY00089
NO. 355)

A343_1752 [Porphyromonas gingivalis JCVI SC001] (SEQ. ID. NO.|EQA10535
356)

HMPREF1981_03090 [Bacteroides pyogenes F0041] (SEQ. ID.|ERI81700
NO. 357)

HMPREF1553_02065 [Porphyromonas gingivalis F0568] (SEQ. ID. |ERJ65637
NO. 358)

HMPREF1988_01768 [Porphyromonas gingivalis F0185] (SEQ. ID. |ERJ819887
NO. 359)

HMPREF1990 01800 [Porphyromonas gingivalis W4087] (SEQ. ID. |ERJ87335
NO. 360)

M573_117042 [Prevotella intermedia ZT] (SEQ. ID. NO. 361) KJJ86756
A2033_10205 [Bacteroidetes bacterium GWA2_31_9] (SEQ. ID.{OFX18020.1
NO. 362)

SAMNO5421542_0666 [Chryseobacteria jejuense] (SEQ. ID. NO.|SDI27289.1
363)

SAMNO05444360_11366 [Chryseobacteria carnipullorum] (SEQ. ID. | SHM52812.1
NO. 364)

SAMNO05421786_1011119 [Chryseobacteria ureilyticum] (SEQ. ID. [SIS70481.1

NO. 365)
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Prevotella buccae (SEQ. ID. NO. 366)

WP_004343581

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 367)

WP_005873511

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 368)

WP_005874195

Prevotella pallens (SEQ. ID. NO. 369)

WP_006044833

Myroides odoratimimus (SEQ. ID. NO. 370)

WP_006261414

Myroides odoratimimus (SEQ. ID. NO. 371)

WP_006265509

Prevotella sp. MSX73 (SEQ. ID. NO. 372)

WP_007412163

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 373)

WP_012458414

Paludibacter propionicigenes (SEQ. ID. NO. 374)

WP_013446107

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 375)

WP_013816155

Flavobacterium columnare (SEQ. ID. NO. 376)

WP_014165541

Psychroflexus torquis (SEQ. ID. NO. 377)

WP_015024765

Riemerella anatipestifer (SEQ. ID. NO. 378)

WP_015345620

Prevotella pleuritidis (SEQ. ID. NO. 379)

WP_021584635

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 380)

WP_021663197

WP_021665475

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 382)

WP_021677657

(

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 381)
(
(

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 383)

WP_021680012

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 384)

WP_023846767

Prevotella falsenii (SEQ. ID. NO. 385)

WP_036884929

Prevotella pleuritidis (SEQ. ID. NO. 386)

WP_036931485

[Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 387)

WP_039417390

Porphyromonas gulae (SEQ. ID. NO. 388) WP_039418912
Porphyromonas gulas (SEQ. ID. NO. 389) WP_039419792
Porphyromonas gulae (SEQ. ID. NO. 390) WP_039426176
Porphyromonas gulae (SEQ. ID. NO. 391) WP_039431778
Porphyromonas gulae (SEQ. ID. NO. 392) WP_039437199
Porphyromonas gulae (SEQ. ID. NO. 393) WP_039442171

Porphyromonas gulas (SEQ. ID. NO. 394)

WP_039445055

Capnocytophaga cynodegmi (SEQ. ID. NO. 395)

WP_041989581

Prevotella sp. P5-119 (SEQ. ID. NO. 396)

WP_042518169

Prevotella sp. P4-76 (SEQ. ID. NO. 397)

WP_044072147

Prevotella sp. P5-60 (SEQ. ID. NO. 398)

WP_044074780

Phaeodactilibacter xiamenensis (SEQ. ID. NO. 399)

WP_044218239

Flavobacterium sp. 316 (SEQ. ID. NO. 400)

WP_045968377

Porphyromonas gulae (SEQ. ID. NO. 401)

WP_046201018

WP_047431796 (SEQ. ID. NO. 402)

Chryseobacterium
YR4T7

sp.

Riemerella anatipestifer (SEQ. ID. NO. 403)

WP_049354263

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 404)

WP_052912312

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 405)

WP_058019250

Flavobacterium columnare (SEQ. ID. NO. 406)

WP_060381855

Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 407)

WP_061156470
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Porphyromonas gingivalis (SEQ. ID. NO. 408)

WP_061156637

Riemerella anatipestifer (SEQ. ID. NO. 409)

WP_061710138

Flavobacterium columnare (SEQ. ID. NO. 410)

WP_063744070

Riemerella anatipestifer (SEQ. ID. NO. 411)

WP_064970887

Sinomicrobium oceani (SEQ. ID. NO. 412)

WP_072319476.1

Reichenbachiella agariperforans (SEQ. ID. NO. 413)

WP_0731244411

Nombre o n.° de registro

WP_015345620 (SEQ. ID. NO. 479)

WP_049354263 (SEQ. ID. NO. 480)

WP_061710138 (SEQ. ID. NO. 481)

6 (SEQ. ID. NO. 482) Alistipes sp. ZOR0009

SIS70481.1

15 Prevotella sp. (SEQ. ID. NO. 484)

WP_042518169 (SEQ. ID. NO. 485)

WP_044072147 (SEQ. ID. NO. 486)

WP_044074780 (SEQ. ID. NO. 487)

8_(modificado) (SEQ. ID. NO. 488)

WP_064970887 (SEQ. ID. NO. 489)

5 (SEQ. ID. NO. 490)

ERI81700 (SEQ. ID. NO. 491)

WP_036931485 (SEQ. ID. NO. 492)

19 (SEQ. ID. NO. 493)

WP_012458414 (SEQ.

D. NO. 494

WP_013816155 (SEQ.

D. NO. 495

WP_039417390 (SEQ.

D. NO. 496

WP_039419792 (SEQ.

WP_039426176 (SEQ. ID. NO. 498

WP_039437199 (SEQ. ID. NO. 499

)
)
)
D. NO. 497)
)
)
)

WP_061156470 (SEQ. ID. NO. 500

12 (SEQ. ID. NO. 501)

9 (SEQ. ID. NO. 502)

EGQ18444 (SEQ. ID. NO. 503)

KJJ86756 (SEQ. ID. NO. 504)

WP_006044833 (SEQ. ID. NO. 505)

2 (SEQ. ID. NO. 506)

3 (SEQ. ID. NO. 507)

EFU31981 (SEQ. ID. NO. 508)

WP_004343581 (SEQ. ID. NO. 509)

WP_007412163 (SEQ. ID. NO. 510)

WP_044218239 (SEQ. ID. NO. 511)

21 (SEQ. ID. NO. 512)
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BAU18623 (SEQ. ID. NO. 513)

WP_036884929 (SEQ. ID. NO. 514)

WP_073124441.1 (SEQ. ID. NO. 515)

AFJ07523 (SEQ. ID. NO. 516)

4 (SEQ. ID. NO. 517)

ERJ65637 (SEQ. ID. NO. 518

)
ERJ819887 (SEQ. ID. NO. 519)
ERJ87335 (SEQ. ID. NO. 520)

WP_005873511 (SEQ. ID. NO. 521

WP_021663197 (SEQ. ID. NO. 522

WP_021665475 (SEQ. ID. NO. 523

WP_021677657 (SEQ. ID. NO. 524

WP_021680012 (SEQ. ID. NO. 525

WP_039445055 (SEQ. ID. NO. 527

WP_061156637 (SEQ. ID. NO. 528

WP_021584635 (SEQ. ID. NO. 529

)
)
)
)
)
WP_023846767 (SEQ. ID. NO. 526)
)
)
)
)

WP_015024765 (SEQ. ID. NO. 530

WP_047431796 (SEQ. ID. NO. 531)

WP_072319476,1 (SEQ. ID. NO. 532)

16 (SEQ. ID. NO. 533)

EKY00089 (SEQ. ID. NO. 534)

10 (SEQ. ID. NO. 535)

WP_013446107 (SEQ. ID. NO. 536)

WP_045968377 (SEQ. ID. NO. 537)

SHM52812.1 (SEQ. ID. NO. 538)

EHOO08761 (SEQ. ID. NO. 539)

EKB06014 (SEQ. ID. NO. 540)

WP_006261414 (SEQ. ID. NO. 541)

WP_006265509 (SEQ. ID. NO. 542)

11 (SEQ. ID. NO. 543)

17 (SEQ. ID. NO. 544)

OFX18020.1 (SEQ. ID. NO. 545)

SDI27288.1 (SEQ. ID. NO. 546)

WP_039442171 (SEQ. ID. NO. 547)

14 (SEQ. ID. NO. 548)

20 (SEQ. ID. NO. 549)

EOA10535 (SEQ. ID. NO. 550)

WP_005874195 (SEQ. ID. NO. 551

WP_039418912 (SEQ. ID. NO. 552

WP_046201018 (SEQ. ID. NO. 554

)
)
WP_039431778 (SEQ. ID. NO. 553)
)
)

WP_052912312 (SEQ. ID. NO. 555
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WP_058019250 (SEQ. ID. NO. 558)
WP_014165541 (SEQ. ID. NO. 557)
13 (SEQ. ID. NO. 558)
WP_060381855 (SEQ. ID. NO. 559)
WP_063744070 (SEQ. ID. NO. 560)
18 (SEQ. ID. NO. 561)
WP_041989581 (SEQ. ID. NO. 562)
1(SEQ. ID. NO. 563)

EKB54193 (SEQ. ID. NO. 564)
7_(modificado) (SEQ. ID. NO. 565)
7_(modificado)_-_sélo_residuos (SEQ. ID. NO. 566)

En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina efectora que selecciona como diana ARN es una proteina
efectora Cas13c tal como se da a conocer en la solicitud de patente provisional estadounidense n.° 62/525.165
presentada el 26 de junio de 2017, y la solicitud PCT n.° US 2017/047193 presentada el 16 de agosto de 2017. Se
proporcionan secuencias de ortélogos silvestres de Cas13c en la tabla 5 a continuacién.

Tabla 5

Nombre
EHO19081 (SEQ. ID. NO. 567)
WP_094899336 (SEQ. ID. NO. 568)
WP_040490876 (SEQ. ID. NO. 569)
WP_047396607 (SEQ. ID. NO. 570)
WP_035935671 (SEQ. ID. NO. 571)
WP_035906563 (SEQ. ID. NO. 572)
)
)
)

WP_042678931 (SEQ. ID. NO. 573
WP_062627846 (SEQ. ID. NO. 574
WP_005959231 (SEQ. ID. NO. 575
WP_027128616 (SEQ. I.D. N. 576)
WP_062624740 (SEQ. ID. NO. 577)
WP_096402050 (SEQ. ID. NO. 578)

En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina Cas13 puede seleccionarse de cualquiera de lo siguiente.

Tabla 6
ID Especie SEQ. ID.

NO.:
Cas13al Leptotrichia shahii 580
Cas13a2 Leptotrichia wadei (Lw2) 581
Cas13a3 Listeria seeligeri 582
Cas13ad Lachnospiraceae bacterium MA2020 583
Cas13ab Lachnospiraceae bacterium NK4A179 584
Cas13a6 [Clostridium] aminophilum DSM 10710 585
Cas13a7 Carnobacterium gallinarum DSM 4847 586
Cas13a8 Carnobacterium gallinarum DSM 4847 587
Cas13a9 Paludibacter propionicigenes \WB4 588
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Cas13a10 Listeria weihenstephanensis FSL R9-0317 589
Cas13al1 Listeriaceae bacterium FSL M6-0635 590
Cas13a12 Leptotrichia wadei FO279 591
Cas13a13 Rhodobacter capsulatus SB 1003 592
Cas13a14 Rhodobacter capsulatus R121 593
Cas13a15 Rhodobacter capsulatus DE442 594
Cas13a16 Leptotrichia buccalis C-1013-b 595
Cas13a17 Herbinix hemicellulosilytica 596
Cas13a18 [Eubacterium] rectale 597
Cas13a19 Eubacteriaceas bacterium CHKCI004 598
Cas13a20 Blautia sp. Marseille-P2398 599
Cas13a21 Leptotrichia sp. taxdn oral 879 cepa F0557 600
Cas13b1 Bergeyella zoohelcum 601
Cas13b2 Prevotella intermedia 602
Cas13b3 Prevotella buccae 603
Cas13b4 Alistipes sp. ZOR0009 604
Cas13b5 Prevotella sp. MA2016 605
Cas13b6 Riemerella anatipestifer 606
Cas13b7 Prevotella aurantiaca 607
Cas13b8 Prevotella saccharolytica 608
Cas13b9 Prevotella intermedia 609
Cas13b10 Capnocytophaga canimorsus 610
Cas13b11 Porphyromonas gulae 611
Cas13h12 Prevotella sp. P5-125 612
Cas13b13 Flavobacterium branchiophilum 613
Cas13b14 Porphyromonas gingivalis 614
Cas13h15 Prevotella intermedia 615
Cas13ct Fusobacterium necrophorum subsp. funduliforme ATCC 51357 616
contig00003
Cas13c2 Fusobacterium necrophorum DJ-2 contig0065, secuencia 617
indiscriminada de genoma completo

Cas13c3 Fusobacterium necrophorum BFTR-1 contig0068 618

Cal3c4 Fusobacterium necrophorum subsp. funduliforme 1_1_36S cont1.14 619
Cas13ch Fusobacterium perfoetens ATCC 29250 620

T364DRAFT_scaffold00009.9_C

Cas13c6 Fusobacterium ulcerans ATCC 49185 cont2.38 621

Cas13c7 Anaerosalibacter sp. Ensamblaje de genoma ND1 622
Anaerosalibacter massiliensis ND 1

SECUENCIAS GUIA

Tal como se usa en el presente documento, el término “secuencia guia”, “ARNcr”, “ARN guia” o “ARN de guia unico”
o0 “ARNg” se refiere a un polinucleétido que comprende cualquier secuencia de polinucleétido que tiene suficiente
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complementariedad con una secuencia de acido nucleico diana como para hibridarse con la secuencia de acido
nucleico diana y dirigir la union especifica de secuencia de un complejo que selecciona como diana un ARN que
comprende la secuencia guia y una proteina efectora CRISPR a la secuencia de acido nucleico diana. En algunas
realizaciones de ejemplo, el grado de complementariedad, cuando se alinea optimamente usando un algoritmo de
alineacion adecuado, es de aproximadamente o mas de aproximadamente el 50%, el 60%, el 75%, el 80%, el 85%,
el 90%, el 95%, el 97,5%, el 99%, o mas. La alineacion optima puede determinarse con el uso de cualquier algoritmo
adecuado para alinear secuencias, entre los que se incluyen, a modo de ejemplo no limitativo, el algoritmo de Smith-
Waterman, el algoritmo de Needleman-Wunsch, los algoritmos basados en la transformada de Burrows-Wheeler (por
ejemplo, el alineador de Burrows Wheeler), ClustalW, Clustal X, BLAT, Novoalign (Novocraft Technologies;
disponible en www.novocraft.com), ELAND (lllumina, San Diego, CA), SOAP (disponible en soap.genomics.org.cn),
y Maqg (disponible en mag.sourceforge.net). La capacidad de una secuencia guia (dentro de un ARN guia que
selecciona como diana un acido nucleico) para dirigir la unién especifica de secuencia de un complejo que
selecciona como diana un acido nucleico a una secuencia de acido nucleico diana puede evaluarse mediante
cualquier ensayo adecuado. Por ejemplo, los componentes de un sistema CRISPR que selecciona como diana un
acido nucleico suficientes para formar un complejo que selecciona como diana un acido nucleico, incluyendo la
secuencia guia que va a someterse a prueba, pueden proporcionarse a una célula huésped que tenga la secuencia
de acido nucleico diana correspondiente, tal como, por ejemplo, mediante transfeccién con vectores que codifican
para los componentes del complejo que selecciona como diana un acido nucleico, seguida de una evaluacién del
direccionamiento preferente (por ejemplo, escision) dentro de la secuencia de acido nucleico diana, tal como por
ejemplo mediante el ensayo Surveyor tal como se describe en el presente documento. Del mismo modo, la escision
de una secuencia de acido nucleico diana puede evaluarse en un tubo de ensayo proporcionando la secuencia de
acido nucleico diana, los componentes de un complejo que selecciona como diana un acido nucleico, incluyendo la
secuencia guia que va a someterse a prueba y una secuencia guia de control distinta de la secuencia guia de
prueba, y comparando la unién o la tasa de escision en la secuencia diana entre las reacciones de la secuencia guia
de prueba y de control. Son posibles otros ensayos, y se les ocurriran a los expertos en la técnica. Una secuencia
guia, y por tanto una guia que selecciona como diana un &cido nucleico, puede seleccionarse para seleccionar como
diana cualquier secuencia de acido nucleico diana. La secuencia diana puede ser ADN. La secuencia diana puede
ser cualquier secuencia de ARN. En algunas realizaciones, la secuencia diana puede ser una secuencia dentro de
una molécula de ARN seleccionada del grupo que consiste en ARN mensajero (ARNm), pre-ARNm, ARN ribosémico
(ARNr), ARN de transferencia (ARNt), micro-ARN (miARN), ARN interferente pequefio (ARNip), ARN nuclear
pequefo (ARNNnp), ARN nucleolar pequefio (ARNnop), ARN bicatenario (ARNbc), ARN no codificante (ARNnc), ARN
no codificante largo (ARNncl) y ARN citoplasmatico pequefio (ARNcp). En algunas realizaciones preferidas, la
secuencia diana puede ser una secuencia dentro de una molécula de ARN seleccionada del grupo que consiste en
ARNm, pre-ARNm y ARNFr. En algunas realizaciones preferidas, la secuencia diana puede ser una secuencia dentro
de una molécula de ARN seleccionada del grupo que consiste en ARNnc y ARNncl. En algunas realizaciones mas
preferidas, la secuencia diana puede ser una secuencia dentro de una molécula de ARNm o una molécula de pre-
ARNm.

En algunas realizaciones, una guia que selecciona como diana un acido nucleico se selecciona para reducir el grado
de estructura secundaria dentro de la guia que selecciona como diana un acido nucleico. En algunas realizaciones,
aproximadamente o menos de aproximadamente el 75%, el 50%, el 40%, el 30%, el 25%, el 20%, el 15%, el 10%, el
5%, el 1% o menos de los nucledtidos de la guia que selecciona como diana un &cido nucleico participan en el
apareamiento de bases autocomplementarias cuando se pliegan de manera optima. El plegado 6ptimo puede
determinarse mediante cualquier algoritmo de plegado de polinucleétidos adecuado. Algunos programas se basan
en el calculo de la energia libre de Gibbs minima. Un ejemplo de uno de estos algoritmos es mFold, tal como se
describié Zuker y Stiegler (Nucleic Acids Res. 9 (1981), 133-148). Otro ejemplo de algoritmo de plegado es el
servidor web en linea RNAfold, desarrollado en el Instituto de Quimica Tedrica de la Universidad de Viena, usando el
algoritmo de prediccion de estructura centroide (véase, por ejemplo, A.R. Gruber et al., 2008, Cell 106(1): 23-24; y
PA Carr y GM Church, 2009, Nature Biotechnology 27(12): 1151-62).

En determinadas realizaciones, un ARNcr o ARN guia puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en
una secuencia de repeticion directa (DR) y una secuencia guia o secuencia de espaciador. En determinadas
realizaciones, el ARNcr o ARN guia puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en una secuencia de
repeticion directa fusionada o unida a una secuencia guia o secuencia de espaciador. En determinadas
realizaciones, la secuencia de repeticion directa puede estar situada en el sentido de 5’ (es decir, 5’) de la secuencia
guia o secuencia de espaciador. En otras realizaciones, la secuencia de repeticion directa puede estar situada en el
sentido de 3’ (es decir, 3’) de la secuencia guia o secuencia de espaciador.

En determinadas realizaciones, el ARNcr comprende un tallo-bucle, preferiblemente un tallo-bucle unico. En
determinadas realizaciones, la secuencia de repeticion directa forma un tallo-bucle, preferiblemente un unico tallo-
bucle.

En determinadas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia es de desde 15 hasta 35 nt. En
determinadas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia es de al menos 15 nucleétidos. En
determinadas realizaciones, la longitud del espaciador es de desde 15 hasta 17 nt, por ejemplo, 15, 16 0 17 nt, de
desde 17 hasta 20 nt, por ejemplo, 17, 18, 19 0 20 nt, de desde 20 hasta 24 nt, por ejemplo, 20, 21, 22, 23 0 24 nt,
de desde 23 hasta 25 nt, por ejemplo, 23, 24 o 25 nt, de desde 24 hasta 27 nt, por ejemplo, 24, 25, 26 o 27 nt, de
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desde 27 hasta 30 nt, por ejemplo, 27, 28, 29 o 30 nt, de desde 30 hasta 35 nt, por ejemplo, 30, 31, 32, 33, 34 0 35
nt, 0 35 nt o mas.

En general, el sistema CRISPR-Cas, CRISPR-Cas9 o CRISPR puede ser tal como se usa en los documentos
anteriores, tales como el documento WO 2014/093622 (documento PCT/US2013/074667) y se refiere en conjunto a
los transcritos y otros elementos que intervienen en la expresion o dirigen la actividad de los genes asociados a
CRISPR (“Cas”), incluyendo las secuencias que codifican para un gen Cas, en particular un gen Cas9 en el caso de
CRISPR-Cas9, un secuencia tracr (CRISPR transactivante) (por ejemplo, ARNtracr o un ARNtracr parcial activo),
una secuencia tracr-mate (que abarca una “repeticion directa” y una repeticién directa parcial procesada por
ARNtracr en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno), una secuencia guia (también denominada “espaciador”
en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno), o “ARN” tal como se usa ese término en el presente documento
(por ejemplo, ARN para guiar a Cas9, por ejemplo, ARN de CRISPR y ARN transactivante (tracr) o ARN de guia
unico (ARNgu) (ARN quimérico)) u otras secuencias y transcritos de un locus de CRISPR. En general, un sistema
CRISPR se caracteriza por elementos que promueven la formacion de un complejo de CRISPR en el sitio de una
secuencia diana (también denominado protoespaciador en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno). En el
contexto de la formacién de un complejo de CRISPR, “secuencia diana” se refiere a una secuencia con respecto a la
cual una secuencia guia esté disefiada para tener complementariedad, donde la hibridacién entre una secuencia
diana y una secuencia guia promueve la formacion de un complejo de CRISPR. La seccién de la secuencia guia a
través de la cual la complementariedad con la secuencia diana es importante para la actividad de escision se
denomina en el presente documento secuencia semilla. Una secuencia diana puede comprender cualquier
polinucleétido, tal como polinucledtidos de ADN o ARN. En algunas realizaciones, una secuencia diana esta ubicada
en el nucleo o citoplasma de una célula y puede incluir acidos nucleicos en o a partir de mitocondrias, organulos,
vesiculas, liposomas o particulas presentes dentro de la célula. En algunas realizaciones, especialmente para usos
no nucleares, no se prefieren los NLS. En algunas realizaciones, un sistema CRISPR comprende una o mas sefiales
de exportacion nuclear (NES). En algunas realizaciones, un sistema CRISPR comprende uno o mas NLS y uno o
mas NES. En algunas realizaciones, pueden identificarse repeticiones directas in silico mediante la busqueda de
motivos repetitivos que cumplan alguno o todos los siguientes criterios: 1. encontrados en una ventana de 2 kb de
secuencia genémica que flanquea el locus de CRISPR de tipo II; 2. van desde 20 a 50 pb; y 3. se separan unos de
otros por de 20 a 50 pb. En algunas realizaciones, pueden usarse 2 de estos criterios, por ejemplo, 1y2,2y3 01y
3. En algunas realizaciones, pueden usarse los 3 criterios.

En realizaciones de la invencion, los términos secuencia guia y ARN guia, es decir, ARN que puede guiar a Cas a
un locus gendmico diana, se usan manera intercambiable tal como en los documentos citados anteriormente, tales
como el documento WO 2014/093622 (documento PCT/US2013/074667). En general, una secuencia guia es
cualquier secuencia de polinucleétido que tenga suficiente complementariedad con una secuencia de polinucledtido
diana para hibridarse con la secuencia diana y dirigir la union especifica de secuencia de un complejo de CRISPR a
la secuencia diana. En algunas realizaciones, el grado de complementariedad entre una secuencia guia y su
correspondiente secuencia diana, cuando se alinea de manera 6ptima usando un algoritmo de alineacién adecuado,
es de aproximadamente o superior a aproximadamente el 50%, el 60%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el
97,5%, el 99% o mas. La alineacién optima puede determinarse con el uso de cualquier algoritmo adecuado para
alinear secuencias, cuyo ejemplo no limitativo incluye el algoritmo de Smith-Waterman, el algoritmo de Needleman-
Wunsch, algoritmos basados en la transformada de Burrows-Wheeler (por ejemplo, el alineador de Burrows
Wheeler), ClustalW, Clustal X, BLAT, Novoalign (Novocraft Technologies; disponible en www.novocraft.com),
ELAND (lllumina, San Diego, CA), SOAP (disponible en soap.genomics.org.cn) y Maq (disponible en
mag.sourceforge.net). En algunas realizaciones, una secuencia guia tiene una longitud de aproximadamente o mas
de aproximadamente 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50, 75 o mas nucledtidos. En algunas realizaciones, una secuencia guia tiene una longitud de menos de
aproximadamente 75, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12 nucledtidos o menos. Preferiblemente, la secuencia guia
tiene una longitud de 10-30 nucledtidos. La capacidad de una secuencia guia para dirigir la union especifica de
secuencia de un complejo de CRISPR a una secuencia diana puede evaluarse mediante cualquier ensayo
adecuado. Por ejemplo, los componentes de un sistema CRISPR suficientes para formar un complejo de CRISPR,
incluyendo la secuencia guia que va a someterse a prueba, pueden proporcionarse a una célula huésped que tenga
la secuencia diana correspondiente, tal como mediante transfeccidon con vectores que codifican para los
componentes de la secuencia CRISPR, seguida de una evaluacion de la escision preferencial dentro de la secuencia
diana, tal como mediante el ensayo Surveyor tal como se describe en el presente documento. Del mismo modo, la
escision de una secuencia de polinucledtido diana puede evaluarse en un tubo de ensayo proporcionando la
secuencia diana, los componentes de un complejo de CRISPR, incluyendo la secuencia guia que va a someterse a
prueba y una secuencia guia de control distinta de la secuencia guia de prueba, y comparando la unién o la tasa de
escision en la secuencia diana entre las reacciones de la secuencia guia de prueba y de control. Son posibles otros
ensayos, y se les ocurriran a los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones de los sistemas CRISPR-Cas, el grado de complementariedad entre una secuencia guia y
su correspondiente secuencia diana puede ser de aproximadamente o mas de aproximadamente el 50%, el 60%, el
75%, €l 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97,5%, el 99% o el 100%; una guia o ARN o ARNgu puede tener una
longitud de aproximadamente o mas de aproximadamente 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 75 o mas nucledtidos; o una guia o0 ARN o ARNgu puede tener una
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longitud de menos de aproximadamente 75, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12 nucleétidos o0 menos; y
ventajosamente, el ARN tracr tiene una longitud de 30 o 50 nucledtidos. Sin embargo, un aspecto de la invencion es
reducir las interacciones inespecificas, por ejemplo, reducir la interaccidon de la guia con una secuencia diana que
tiene una baja complementariedad. De hecho, en los ejemplos, se muestra que la invencion implica mutaciones que
dan como resultado que el sistema CRISPR-Cas pueda distinguir entre secuencias diana y no diana que tienen una
complementariedad de mas del 80% a aproximadamente el 95%, por ejemplo, una complementariedad del 83%-
84% o el 88-89% o el 94-95% (por ejemplo, distinguir entre una secuencia diana que tiene 18 nucleétidos de una
secuencia no diana de 18 nucledtidos que tiene 1, 2 o 3 apareamientos erréneos). Por consiguiente, en el contexto
de la presente invencion el grado de complementariedad entre una secuencia guia y su correspondiente secuencia
diana es de mas del 94,5% o el 95% o el 95,5% o el 96% o el 96,5% o el 97% o el 97,5% o el 98% o el 98,5% o el
99% o el 99,5% o el 99,9% o el 100%. La secuencia no diana presenta una complementariedad de menos del 100%
o el 99,9% o el 99,5% o el 99% 0 99% o el 98,5% o el 98% o el 97,5% o el 97% o el 96,5% o el 96% o el 95,5% o el
95% o0 el 94,5% o el 94% o el 93% o el 92% o el 91% o el 90% o el 89% o el 88% o0 el 87% o el 86% o el 85% o el
84% o el 83% o el 82% o el 81% o el 80% entre la secuencia y la guia, con es ventajoso que la secuencia no diana
tiene una complementariedad del 100% o el 99,9% o el 99,5% o el 99% o el 99% o el 98,5% o el 98% o el 97,5% o
el 97% o el 96,5% o el 96% o el 95,5% o el 95% o el 94,5% entre el secuencia y la guia.

Modificaciones de la guia

En determinadas realizaciones, las guias de la invencion comprenden acidos nucleicos que no se producen de
manera natural y/o nucleétidos y/o analogos de nucledtidos que no se producen de manera natural y/o
modificaciones quimicas. Los acidos nucleicos que no se producen de manera natural pueden incluir, por ejemplo,
mezclas de nucledtidos que se producen de manera natural y que no se producen de manera natural. Los
nucledtidos y/o analogos de nucledtidos que no se producen de manera natural pueden modificarse en el resto de
ribosa, fosfato y/o base. En una realizacion de la invencion, un acido nucleico guia comprende ribonucledtidos y no
ribonucledtidos. En una realizacion de este tipo, una guia comprende uno o mas ribonucleétidos y uno o mas
desoxirribonucledtidos. En una realizaciéon de la invencion, la guia comprende uno o mas nucleétidos o analogos de
nucleétidos que no se producen de manera natural, tales como un nucleétido con enlace fosforotioato, enlace
boranofosfato, nucleétidos de acido nucleico bloqueado (LNA) que comprenden un puente de metileno entre los
carbonos 2’ y 4’ del anillo de ribosa, o acidos nucleicos en puente (BNA). Otros ejemplos de nucleétidos modificados
incluyen analogos de 2’-O-metilo, analogos de 2’-desoxilo, analogos de 2-tiouridina, analogos de N6-metiladenosina
0 analogos de 2’-fluoro. Ejemplos adicionales de bases modificadas incluyen, pero no se limitan a, 2-aminopurina, 5-
bromo-uridina, pseudouridina (y), N'-metilpseudouridina (me'y), 5-metoxiuridina (5moU), inosina, 7-metilguanosina.
Los ejemplos de modificaciones quimicas del ARN guia incluyen, sin limitacion, la incorporaciéon de 2’-O-metilo (M),
2’-O-metil-3’-fosforotioato (MS), fosforotioato (PS), etilo restringido en S (cEt), o 2’-O-metil-3’-tioPACE (MSP) en uno
0 mas nucledtidos terminales. Tales guias modificadas quimicamente pueden comprender una mayor estabilidad y
una mayor actividad en comparacion con las guias no modificadas, aunque la especificidad especifica frente a la
inespecifica no es predecible. (Véase, Hendel, 2015, Nat Biotechnol. 33(9):985-9, doi: 10.1038/nbt.3290, publicado
en linea el 29 de junio de 2015; Ragdarm et al., 0215, PNAS, E7110-E7111; Allerson et al., J. Med. Chemistry 2005,
48:901-904; Bramsen et al., Front. Genet., 2012, 3:154; Deng et al., PNAS, 2015, 112:11870-11875; Sharma et al.,
MedChemComm., 2014, 5:1454-1471; Hendel et al., Nat. Biotechnology. (2015) 33(9): 985-989; Li et al., Nature
Biomedical Engineering, 2017, 1, 0066 DOI:10.1038/s41551-017-0066). En algunas realizaciones, el extremo 5’ y/o
3’ de un ARN guia se modifica mediante una variedad de restos funcionales que incluyen colorantes fluorescentes,
polietilenglicol, colesterol, proteinas o marcadores de deteccion. (Véase Kelly et al., 2016, J. Biotech. 233:74-83). En
determinadas realizaciones, una guia comprende ribonucleétidos en una regiéon que se une a un ADN diana y uno o
mas desoxirribonucledtidos y/o analogos de nucleétidos en una regién que se une a Cas9, Cpf1 o C2¢1. En una
realizacion de la invencion, los desoxirribonucleétidos y/o los analogos de nucledtidos se incorporan en estructuras
guia obtenidas por ingenieria, tales como, sin limitacion, el extremo 5’ y/o 3’, las regiones de tallo-bucle y la region
semilla. En determinadas realizaciones, la modificacién no esta en el asidero 5’ de las regiones de tallo-bucle. La
modificacion quimica en el asidero 5’ de la regién del tallo-bucle de una guia puede abolir su funcién (véase Li, et al.,
Nature Biomedical Engineering, 2017, 1:0066). En determinadas realizaciones, se modifican quimicamente al menos
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50
0 75 nucledtidos de una guia. En algunas realizaciones, se modifican quimicamente 3-5 nucleétidos en el extremo 3’
0 5 de una guia. En algunas realizaciones, solo se introducen modificaciones menores en la region semilla, tales
como modificaciones 2’-F. En algunas realizaciones, la modificacion 2’-F se introduce en el extremo 3’ de una guia.
En determinadas realizaciones, se modifican quimicamente de tres a cinco nucleétidos en el extremo 5’ y/o 3’ de la
guia con 2’-O-metilo (M), 2’-O-metil-3’-fosforotioato (MS), S-etilo restringido (cEt), o 2°-O-metil-3’-tioPACE (MSP). Tal
modificacion puede mejorar la eficiencia de edicion del genoma (véase Hendel et al., Nat. Biotechnology. (2015)
33(9): 985-989). En determinadas realizaciones, todos los enlaces fosfodiéster de una guia se sustituyen con
fosforotioatos (PS) para mejorar los niveles de alteracion génica. En determinadas realizaciones, se modifican
quimicamente mas de cinco nucleétidos en el extremo 5’ y/o 3’ de la guia con 2’-O-Me, 2’-F o etilo restringido en S
(cEt). Tal guia modificada quimicamente puede mediar en niveles mejorados de interrupcion de genes (véase
Ragdarm et al., 0215, PNAS, E7110-E7111). En una realizacién de la invencion, se modifica una guia para que
comprenda un resto quimico en su extremo 3’ y/o 5. Tales restos incluyen, pero no se limitan a, amina, azida,
alquino, tio, dibenzociclooctino (DBCO) o rodamina. En determinada realizacion, el resto quimico se conjuga con la
guia mediante un ligador, tal como una cadena de alquilo. En determinadas realizaciones, el resto quimico de la guia
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modificada puede usarse para unir la guia a otra molécula, tal como ADN, ARN, proteina o nanoparticulas. Tal guia
modificada quimicamente puede usarse para identificar o enriquecer células editadas genéricamente mediante un
sistema CRISPR (véase Lee et al., elife, 2017, 6:€25312, DOI:10.7554).

En determinadas realizaciones, el sistema CRISPR tal como se proporciona en el presente documento puede hacer
uso de ARNcr o polinucleétido analogo que comprende una secuencia guia, en el que el polinucleétido es un ARN,
un ADN o una mezcla de ARN y ADN, y/o en el que el polinucledtido comprende uno o mas analogos de
nucledtidos. La secuencia puede comprender cualquier estructura incluyendo, pero sin limitarse a, una estructura de
un ARNcr nativo, tal como una estructura de protuberancia, horquilla o tallo-bucle. En determinadas realizaciones, el
polinucleétido que comprende la secuencia guia forma un duplex con una segunda secuencia de polinucleétido que
puede ser una secuencia de ARN o ADN.

En determinadas realizaciones, se hace uso de ARN guia modificados quimicamente. Los ejemplos de
modificaciones quimicas del ARN guia incluyen, sin limitacién, la incorporacion de 2’-O-metilo (M), 2’-O-metil-
J’fosforotioato (MS) o 2°-O-metil-3'tioPACE (MSP) en uno o mas nucleétidos terminales. Tales ARN guia modificados
quimicamente pueden comprender una mayor estabilidad y una mayor actividad en comparacion con los ARN guia
no modificados, aunque la especificidad especifica frente a inespecifica no es predecible. (Véase, Hendel, 2015, Nat
Biotechnol. 33(9):985-9, doi: 10.1038/nbt.3290, publicado en linea el 29 de junio de 2015). Los ARN guia
modificados quimicamente incluyen ademas, sin limitacion, ARN con enlaces fosforotioato y nucledtidos de acido
nucleico bloqueado (LNA) que comprenden un puente de metileno entre los carbonos 2’ y 4’ del anillo de ribosa.

En algunas realizaciones, una secuencia guia tiene una longitud de aproximadamente o mas de aproximadamente
5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 75 o mas
nucledtidos. En algunas realizaciones, una secuencia guia tiene una longitud de menos de aproximadamente 75, 50,
45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12 nucledtidos o menos. Preferiblemente, la secuencia guia tiene una longitud de 10 a 30
nucledtidos. La capacidad de una secuencia guia para dirigir la unién especifica de secuencia de un complejo de
CRISPR a una secuencia diana puede evaluarse mediante cualquier ensayo adecuado. Por ejemplo, los
componentes de un sistema CRISPR suficientes para formar un complejo de CRISPR, incluyendo la secuencia guia
que va a someterse a prueba, pueden proporcionarse a una célula huésped que tenga la secuencia diana
correspondiente, tal como mediante transfeccion con vectores que codifican para los componentes de la secuencia
CRISPR, seguida de una evaluacion de la escision preferencial dentro de la secuencia diana, tal como por ejemplo
mediante el ensayo Surveyor. Del mismo modo, la escisién de un ARN diana puede evaluarse en un tubo de ensayo
proporcionando la secuencia diana, los componentes de un complejo de CRISPR, incluyendo la secuencia guia que
va a someterse a prueba y una secuencia guia de control distinta de la secuencia guia de prueba, y comparando la
union o la tasa de escision en la secuencia diana entre las reacciones de la secuencia guia de prueba y de control.
Son posibles otros ensayos, y se les ocurriran a los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones, la modificacion de la guia es una modificacién quimica, una insercion, una deleciéon o una
division. En algunas realizaciones, la modificacion quimica incluye, pero no se limita a, la incorporacion de analogos
de 2’-O-metilo (M), analogos de 2’-desoxilo, analogos de 2-tiouridina, analogos de N6-metiladenosina, analogos de
2'-fluoro, 2-aminopurina, 5-bromo-uridina, pseudouridina (), N'-metilpseudouridina (me'y), 5-metoxiuridina (5moU),
inosina, 7-metilguanosina, 2’-O-metil-3’-fosforotioato (MS), etilo restringido en S (cEt), fosforotioato (PS) o 2’-O-metil-
3’-tioPACE (MSP). En algunas realizaciones, la guia comprende una o mas modificaciones de fosforotioato. En
determinadas realizaciones, se modifican quimicamente al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20 o 25 nucledtidos de la guia. En determinadas realizaciones, se modifican quimicamente uno o mas
nucledtidos en la region semilla. En determinadas realizaciones, se modifican quimicamente uno o mas nucleétidos
en el extremo 3’-terminal. En determinadas realizaciones, no se modifica quimicamente ninguno de los nucledtidos
en el asidero 5. En algunas realizaciones, la modificacion quimica en la region semilla es una modificacién menor,
tal como la incorporacion de un analogo de 2’-fluoro. En una realizacion especifica, un nucleétido de la region
semilla se reemplaza con un analogo de 2’-fluoro. En algunas realizaciones, se modifican quimicamente 5 o 10
nucledtidos en el extremo 3’-terminal. Tales modificaciones quimicas en el extremo 3'-terminal del ARNcr de Cpf1
mejoran la eficiencia de corte de genes (véase Li, et al., Nature Biomedical Engineering, 2017, 1:0066). En una
realizacion especifica, 5 nucledtidos en el extremo 3’-terminal se reemplazan con andlogos de 2’-fluoro. En una
realizacion especifica, 10 nucleotidos en el extremo 3’-terminal se reemplazan con analogos de 2’-fluoro. En una
realizacion especifica, 5 nucleétidos en el extremo 3’-terminal se reemplazan con analogos de 2°-O-metilo (M).

En algunas realizaciones, se modifica el bucle del asidero 5 de la guia. En algunas realizaciones, el bucle del
asidero 5’ de la guia se modifica para tener una delecion, una insercion, una division o modificaciones quimicas. En
determinadas realizaciones, el bucle comprende 3, 4 o 5 nucledtidos. En determinadas realizaciones, el bucle
comprende la secuencia de UCUU, UUUU, UAUU o UGUU.

Puede seleccionarse una secuencia guia y, por tanto, un ARN guia que selecciona como diana un acido nucleico
para seleccionar como diana cualquier secuencia de acido nucleico diana. En el contexto de la formaciéon de un
complejo de CRISPR, “secuencia diana” se refiere a una secuencia con respecto a la cual una secuencia guia esté
disefiada para tener complementariedad, donde la hibridacion entre una secuencia diana y una secuencia guia
promueve la formacion de un complejo de CRISPR. Una secuencia diana puede comprender polinuclestidos de
ARN. El término “ARN diana” se refiere a un polinucleétido de ARN que es o comprende la secuencia diana. En
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otras palabras, el ARN diana puede ser un polinucleétido de ARN o una parte de un polinucleétido de ARN con
respecto al cual una parte del ARNg, es decir, la secuencia guia, esté disefiada para tener complementariedad y con
respecto al cual va a dirigirse la funcion efectora mediada por el complejo que comprende la proteina efectora
CRISPR y un ARNg. En algunas realizaciones, una secuencia diana esta ubicada en el nucleo o citoplasma de una
célula. La secuencia diana puede ser ADN. La secuencia diana puede ser cualquier secuencia de ARN. En algunas
realizaciones, la secuencia diana puede ser una secuencia dentro de una molécula de ARN seleccionada del grupo
que consiste en ARN mensajero (ARNm), pre-ARNm, ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt), micro-
ARN (miARN), ARN interferente pequefio (ARNip), ARN nuclear pequefio (ARNnp), ARN nuclear pequefio
(ARNnop), ARN bicatenario (ARNbc), ARN no codificante (ARNnc), ARN no codificante largo (ARNncl) y ARN
citoplasmatico pequefio (ARNcp). En algunas realizaciones preferidas, la secuencia diana puede ser una secuencia
dentro de una molécula de ARN seleccionada del grupo que consiste en ARNm, pre-ARNm y ARNr. En algunas
realizaciones preferidas, la secuencia diana puede ser una secuencia dentro de una molécula de ARN seleccionada
del grupo que consiste en ARNnc y ARNncl. En algunas realizaciones mas preferidas, la secuencia diana puede ser
una secuencia dentro de una molécula de ARNm o una molécula de pre-ARNm.

En determinadas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia es menos de 28 nucledtidos. En
determinadas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia es de al menos 18 nucledtidos y menos de 28
nucledtidos. En determinadas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia esta entre 19 y 28 nucleétidos.
En determinadas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia esta entre 19 y 25 nucledtidos. En
determinadas realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia es de 20 nucleétidos. En determinadas
realizaciones, la longitud del espaciador del ARN guia es de 23 nucledtidos. En determinadas realizaciones, la
longitud del espaciador del ARN guia es de 25 nucleétidos.

En determinadas realizaciones, las modulaciones de la eficiencia de escision pueden explotarse mediante la
introduccion de apareamientos erroneos, por ejemplo, 1 o mas apareamientos erréneos, tal como 1 o 2
apareamientos erroneos entre la secuencia de espaciador y la secuencia diana, incluyendo la posicion del
apareamiento erroneo a lo largo del espaciador/diana. Por ejemplo, cuanto mas central (es decir, no en 3’ 0 5°) un
apareamiento erroneo doble, mas se ve afectada la eficiencia de escisidén. Por consiguiente, eligiendo una posiciéon
de apareamiento erréneo a lo largo del espaciador, puede modularse la eficiencia de escision. A modo de ejemplo, si
se desea menos del 100% de escision de las dianas (por ejemplo, en una poblacion celular), pueden introducirse 1 o
mas, tales como preferiblemente 2, apareamientos erroneos entre el espaciador y la secuencia diana en las
secuencias de espaciador. Cuanto mas central la posicién de apareamiento erréneo a lo largo del espaciador, menor
es el porcentaje de escision.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la eficiencia de escision puede explotarse para disefiar guias Unicas que
pueden distinguir dos o mas dianas que varian en un solo nucleétido, tal como un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP), variacion o mutacion (puntual). El efector CRISPR puede tener una sensibilidad reducida a los SNP (u otras
variaciones de un solo nucledtido) y continuar escindiendo las dianas de SNP con un determinado nivel de
eficiencia. Por tanto, para dos dianas, o un conjunto de dianas, puede disefiarse un ARN guia con una secuencia de
nucleétidos que sea complementaria a una de las dianas, es decir, el SNP especifico. El ARN guia esta disefiado
ademas para tener un apareamiento erroneo sintético. Tal como se usa en el presente documento, un
“apareamiento erroneo sintético” se refiere a un apareamiento erréneo que no se produce de manera natural que se
introduce en el sentido de 5’ o en el sentido de 3’ del SNP que se produce de manera natural tal como, como
maximo 5 nucledtidos en el sentido de 5’ 0 en el sentido de 3', por ejemplo, 4, 3, 2 0 1 nucledtidos en el sentido de 5’
o en el sentido de 3’, preferiblemente como maximo 3 nucledtidos en el sentido de 5’ o en el sentido de 3’, mas
preferiblemente como maximo 2 nucleétidos en el sentido de 5’ o en el sentido de 3, lo mas preferiblemente 1
nucleétido en el sentido de 5’ 0 en el sentido de 3’ (es decir, adyacente al SNP). Cuando el efector CRISPR se une
al SNP especifico, solo se formara un apareamiento erréneo Unico con el apareamiento erroneo sintético y el efector
CRISPR continuara activado y se producira una sefial detectable. Cuando el ARN guia se hibrida con un SNP
inespecifico, se formaran dos apareamientos erroneos, es decir, el apareamiento erroneo del SNP y el apareamiento
erroneo sintético, y no se generara ninguna sefal detectable. Por tanto, los sistemas descritos en el presente
documento pueden disefiarse para distinguir los SNP dentro de una poblacion. Por ejemplo, los sistemas pueden
usarse para distinguir cepas patdgenas que difieren en un solo SNP o detectar determinados SNP especificos de
enfermedades, tales como, pero sin limitarse a, SNP asociados a enfermedades, tales como, sin limitacion, SNP
asociados a cancer.

En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera que el SNP esta ubicado en la posicion 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 de la secuencia de
espaciador (comenzando en el extremo 5’). En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera
que el SNP esta ubicado en la posicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 de la secuencia de espaciador (comenzando en el
extremo 5’). En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera que el SNP esta ubicado en la
posicion 2, 3, 4, 5, 6 o 7 de la secuencia de espaciador (comenzando en el extremo 5’). En determinadas
realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera que el SNP esta ubicado en la posicion 3, 4, 5 0 6 de la
secuencia de espaciador (comenzando en el extremo 5’). En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado
de manera que el SNP esta ubicado en la posicion 3 de la secuencia de espaciador (comenzando en el extremo 5°).

En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de tal manera que el apareamiento erréneo (por ejemplo,
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el apareamiento erréneo sintético, es decir, una mutacién adicional ademas de un SNP) esta ubicado en la posicion
1,2, 3 4,5 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 de la
secuencia de espaciador (comenzando en el extremo 5’). En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado
de manera que el apareamiento erroneo esta ubicado en la posicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 de la secuencia de
espaciador (comenzando en el extremo 5’). En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera
que el apareamiento erréneo esta ubicado en la posicion 4, 5, 6 0 7 de la secuencia de espaciador (comenzando en
el extremo 5’). En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera que el apareamiento erroneo
esta ubicado en la posicion 5 de la secuencia de espaciador (comenzando en el extremo 5’).

En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera que el apareamiento erréneo esta ubicado 2
nucledtidos en el sentido de 5’ del SNP (es decir, un nucledtido intermedio).

En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera que el apareamiento erréneo esta ubicado 2
nucleétidos en el sentido de 3’ del SNP (es decir, un nucledtido intermedio).

En determinadas realizaciones, el ARN guia esta disefiado de manera que el apareamiento erroneo esta ubicado en
la posicion 5 de la secuencia de espaciador (comenzando en el extremo 5’) y el SNP esta ubicado en la posicion 3
de la secuencia de espaciador (comenzando en el extremo 5’).

Las realizaciones descritas en el presente documento comprenden la induccién de una o mas modificaciones de
nucledétidos en una célula eucariota (in vitro, es decir, en una célula eucariota aislada) tal como se comenta en el
presente documento, que comprende suministrar a la célula un vector tal como se comenta en el presente
documento. La(s) mutacion/mutaciones puede(n) incluir la introduccién, delecion o sustitucion de uno o mas
nucleétidos en cada secuencia diana de la(s) célula(s) a través del/de los ARN guia(s). Las mutaciones pueden
incluir la introduccion, delecidon o sustitucion de 1-75 nucleétidos en cada secuencia diana de dicha(s) célula(s) a
través del/de los ARN guia(s). Las mutaciones pueden incluir la introduccion, delecion o sustitucion de 1, 5, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50 o 75 nucledtidos en cada
secuencia diana de dicha(s) célula(s) a través del/de los ARN guia(s). Las mutaciones pueden incluir la introduccion,
delecion o sustitucion de 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40,
45, 50 o 75 nucledtidos en cada secuencia diana de dicha(s) célula(s) a través del/de los ARN guia(s). Las
mutaciones incluyen la introduccion, delecién o sustitucion de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50 o 75 nucledtidos en cada secuencia diana de dicha(s) célula(s) a través
del/de los ARN guia(s). Las mutaciones pueden incluir la introduccién, delecion o sustitucion de 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50 o 75 nucledtidos en cada secuencia diana de dicha(s) célula(s) a través del/de
los ARN guia(s). Las mutaciones pueden incluir la introduccion, delecion o sustitucién de 40, 45, 50, 75, 100, 200,
300, 400 o 500 nucledtidos en cada secuencia diana de dicha(s) célula(s) a través del/de los ARN guia(s).

Normalmente, en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno, la formacion de un complejo de CRISPR (que
comprende una secuencia guia hibridada con una secuencia diana y complejada con una o mas proteinas Cas) da
como resultado una escision en o cerca de (por ejemplo, dentrode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 50 o mas pares de
bases de) la secuencia diana, pero puede depender, por ejemplo, de la estructura secundaria, en particular en el
caso de dianas de ARN.

CONSTRUCTOS DE ENMASCARAMIENTO BASADOS EN ARN

Tal como se usa en el presente documento, un “constructo de enmascaramiento” se refiere a una molécula que
puede escindirse o desactivarse de otro modo mediante una proteina efectora del sistema CRISPR activada descrita
en el presente documento. El término “constructo de enmascaramiento” también puede denominarse
alternativamente “constructo de deteccion”. En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de
enmascaramiento es un constructo de enmascaramiento basado en ARN. El constructo de enmascaramiento
basado en ARN comprende un elemento de ARN que puede escindirse mediante una proteina efectora CRISPR. La
escision del elemento de ARN libera agentes o produce cambios conformacionales que permiten que se produzca
una sefal detectable. A continuacion se describen constructos de ejemplo que demuestran como puede usarse el
elemento de ARN para prevenir o enmascarar la generacion de sefales detectables y las realizaciones de la
invencion comprenden variantes de los mismos. Antes de la escisidon, o cuando el constructo de enmascaramiento
estd en un estado “activo”, el constructo de enmascaramiento bloquea la generacién o deteccion de una sefal
detectable positiva. Se entendera que en determinadas realizaciones de ejemplo puede producirse una sefial de
fondo minima en presencia de un constructo de enmascaramiento de ARN activo. Una sefial detectable positiva
puede ser cualquier sefal que pueda detectarse usando métodos de deteccién Opticos, fluorescentes,
quimioluminiscentes, electroquimicos u otros conocidos en la técnica. El término “sefial detectable positiva” se usa
para diferenciar de otras sefiales detectables que pueden ser detectables en presencia del constructo de
enmascaramiento. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, puede detectarse una primera sefial cuando el
agente de enmascaramiento esta presente (es decir, una sefal detectable negativa), que luego se convierte en una
segunda sefal (por ejemplo, la sefal detectable positiva) tras la deteccion de las moléculas diana y la escision o
desactivacion del agente de enmascaramiento por la proteina efectora CRISPR activada.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede suprimir la generacion de un

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2927463 T3

producto génico. El producto génico puede estar codificado por un constructo indicador que se afiade a la muestra.
El constructo de enmascaramiento puede ser un ARN de interferencia implicado en una ruta de interferencia de
ARN, tal como un ARN de horquilla corta (ARNhc) o un ARN interferente pequeio (ARNip). El constructo de
enmascaramiento también puede comprender microARN (miARN). Mientras esta presente, el constructo de
enmascaramiento suprime la expresion del producto génico. El producto génico puede ser una proteina fluorescente
u otro transcrito de ARN o proteinas que de otro modo serian detectables por una sonda marcada, un aptamero o un
anticuerpo de no ser por la presencia del constructo de enmascaramiento. Tras la activacion de la proteina efectora,
el constructo de enmascaramiento se escinde o se silencia de otro modo, lo que permite la expresion y deteccion del
producto génico como sefial detectable positiva.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede secuestrar uno o mas reactivos
necesarios para generar una sefal positiva detectable de manera que la liberacion de uno o mas reactivos del
constructo de enmascaramiento da como resultado la generacion de la sefal positiva detectable. El uno o mas
reactivos pueden combinarse para producir una sefal colorimétrica, una sefal quimioluminiscente, una sefal
fluorescente o cualquier otra sefal detectable y pueden comprender cualquier reactivo que se sepa que es
adecuado para tales fines. En determinadas realizaciones de ejemplo, uno o mas reactivos son secuestrados por
aptameros de ARN que se unen al uno o mas reactivos. El uno o mas reactivos se liberan cuando la proteina
efectora se activa tras la deteccion de una molécula diana y los aptameros de ARN se degradan.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede inmovilizarse sobre un sustrato
solido en un volumen discreto individual (definido adicionalmente a continuacién) y secuestrar un Unico reactivo. Por
ejemplo, el reactivo puede ser una perla que comprende un colorante. Cuando son secuestradas por el reactivo
inmovilizado, las perlas individuales son demasiado difusas como para generar una sefal detectable, pero al
liberarse del constructo de enmascaramiento pueden generar una sefial detectable, por ejemplo, por agregacion o
por simple aumento en la concentracién en disolucion. En determinadas realizaciones de ejemplo, el agente de
enmascaramiento inmovilizado es un aptamero basado en ARN que puede ser escindido por la proteina efectora
activada tras la deteccion de una molécula diana.

En otras determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento se une a un reactivo
inmovilizado en disolucion bloqueando asi la capacidad del reactivo para unirse a una pareja de union marcada
separada que esta libre en disolucion. Por tanto, tras la aplicacion de una etapa de lavado a una muestra, la pareja
de unién marcada puede eliminarse de la muestra por lavado en ausencia de una molécula diana. Sin embargo, si
se activa la proteina efectora, el constructo de enmascaramiento se escinde en un grado suficiente para interferir
con la capacidad del constructo de enmascaramiento para unirse al reactivo, o que permite que la pareja de union
marcada se una al reactivo inmovilizado. Por tanto, la pareja de unién marcada permanece después de la etapa de
lavado, lo que indica la presencia de la molécula diana en la muestra. En determinados aspectos, el constructo de
enmascaramiento que se une al reactivo inmovilizado es un aptamero de ARN. El reactivo inmovilizado puede ser
una proteina y la pareja de unidbn marcada puede ser un anticuerpo marcado. Alternativamente, el reactivo
inmovilizado puede ser estreptavidina y la pareja de unién marcada puede ser biotina marcada. El marcador en la
pareja de unién usada en las realizaciones anteriores puede ser cualquier marcador detectable conocido en la
técnica. Ademas, pueden usarse otras parejas de unidon conocidas segun el disefio general descrito en el presente
documento.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede comprender una ribozima. Las
ribozimas son moléculas de ARN que tienen propiedades cataliticas. Las ribozimas, tanto las que se producen de
manera natural como las obtenidas por ingenieria, comprenden o consisten en ARN que puede seleccionarse como
diana por las proteinas efectoras dadas a conocer en el presente documento. La ribozima puede seleccionarse o
obtenerse por ingenieria para catalizar una reaccioén que o bien genere una sefial detectable negativa o bien impida
la generacion de una sefal de control positiva. Tras la desactivacion de la ribozima por la proteina efectora activada,
la reaccion que genera una sefal de control negativa, o que impide la generacion de una sefial detectable positiva,
se elimina permitiendo asi que se genere una sefal detectable positiva. En una realizacién de ejemplo, la ribozima
puede catalizar una reaccion colorimétrica que provoca que aparezca una disolucion como primer color. Cuando se
desactiva la ribozima, la disolucion cambia a un segundo color, siendo el segundo color la sefial positiva detectable.
Un ejemplo de como pueden usarse las ribozimas para catalizar una reaccién colorimétrica se describe en Zhao et
al. “Signal amplification of glucosamine-6-phosphate based on ribozyme gimS”, Biosens Bioelectron. 2014; 16:337-
42, y proporcionar un ejemplo de como puede modificarse un sistema de este tipo para que funcione en el contexto
de las realizaciones descritas en el presente documento. Alternativamente, las ribozimas, cuando estan presentes,
pueden generar productos de escision de, por ejemplo, transcritos de ARN. Por tanto, la detecciéon de una sefal
detectable positiva puede comprender la detecciéon de transcritos de ARN no escindidos que sélo se generan en
ausencia de la ribozima.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el uno o mas reactivos es una proteina, tal como una enzima, que puede
facilitar la generacién de una sefal detectable, tal como una sefial colorimétrica, quimioluminiscente o fluorescente,
que se inhibe o se secuestra de tal manera que la proteina no puede generar la sefial detectable por la unién de uno
o0 mas aptameros de ARN a la proteina. Tras la activacion de las proteinas efectoras dadas a conocer en el presente
documento, los aptameros de ARN se escinden o se degradan hasta el punto de que ya no inhiben la capacidad de
la proteina para generar la sefial detectable. En determinadas realizaciones de ejemplo, el aptamero es un aptamero
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inhibidor de trombina. En determinadas realizaciones de ejemplo, el aptamero inhibidor de trombina tiene una
secuencia de GGGAACAAAGCUGAAGUACUUACCC (SEQ ID NO: 414). Cuando se escinde este aptamero, la
trombina se activara y escindira un sustrato peptidico colorimétrico o fluorescente. En determinadas realizaciones de
ejemplo, el sustrato colorimétrico es para-nitroanilida (pNA) unida covalentemente al sustrato peptidico para la
trombina. Tras la escision por la trombina, se libera pNA y se vuelve de color amarillo y facilmente visible a simple
vista. En determinadas realizaciones de ejemplo, el sustrato fluorescente es 7-amino-4-metilcumarina, un fluoréforo
azul que puede detectarse usando un detector de fluorescencia. Los aptameros inhibidores también pueden usarse
para la peroxidasa de rabano picante (HRP), la beta-galactosidasa o la fosfatasa alcalina de ternera (CAP) y dentro
de los principios generales establecidos anteriormente.

En determinadas realizaciones, la actividad ARNasa se detecta colorimétricamente a través de la escision de
aptameros inhibidores de enzimas. Un modo potencial de convertir la actividad ARNasa en una sefial colorimétrica
es acoplar la escision de un aptamero de ARN con la reactivacion de una enzima que puede producir una salida
colorimétrica. En ausencia de escisién de ARN, el aptamero intacto se unira a la enzima diana e inhibira su
actividad. La ventaja de este sistema de lectura es que la enzima proporciona una etapa de amplificacion adicional:
una vez que se libera de un aptamero a través de la actividad colateral (por ejemplo, la actividad colateral de
Cas13a), la enzima colorimétrica seguira produciendo un producto colorimétrico, lo que dara lugar a una
multiplicacién de la sefal.

En determinadas realizaciones, se usa un aptamero existente que inhibe una enzima con una lectura colorimétrica.
Existen diversos pares de aptameros/enzimas con lecturas colorimétricas, tales como trombina, proteina C, elastasa
de neutrofilos y subtilisina. Estas proteasas tienen sustratos colorimétricos basados en pNA y estan disponibles
comercialmente. En determinadas realizaciones, se usa un nuevo aptamero que selecciona como diana una enzima
colorimétrica comun. Las enzimas comunes y robustas, tales como la beta-galactosidasa, la peroxidasa de rabano
picante o la fosfatasa alcalina intestinal bovina, pueden seleccionarse como diana por aptameros obtenidos por
ingenieria y disefiados mediante estrategias de seleccion tales como SELEX. Tales estrategias permiten una
seleccion rapida de aptameros con eficiencias de unidon nanomolar y pueden usarse para el desarrollo de pares de
enzimas/aptdmeros adicionales para la lectura colorimétrica.

En determinadas realizaciones, la actividad ARNasa se detecta colorimétricamente a través de la escision de
inhibidores anclados a ARN. Muchas enzimas colorimétricas comunes tienen inhibidores reversibles competitivos:
por ejemplo, la galactosa puede inhibir la beta-galactosidasa. Muchos de estos inhibidores son débiles, pero su
efecto puede aumentarse mediante aumentos de la concentracidon local. Al vincular la concentracion local de
inhibidores con la actividad ARNasa, los pares de enzimas colorimétricas e inhibidores pueden modificarse por
ingenieria para dar sensores de ARNasa. El sensor colorimétrico de ARNasa basado en inhibidores de molécula
pequefa consiste en tres componentes: la enzima colorimétrica, el inhibidor y un ARN en puente que esta unido
covalentemente tanto al inhibidor como a la enzima, anclando el inhibidor a la enzima. En la configuraciéon no
escindida, la enzima es inhibida por el aumento de la concentracion local de la molécula pequefia; cuando se
escinde el ARN (por ejemplo, mediante la escisiéon colateral de Cas13a), se liberara el inhibidor y se activara la
enzima colorimétrica.

En determinadas realizaciones, la actividad ARNasa se detecta colorimétricamente a través de la formacién y/o
activacion de cuadruples G. Los cuadruples G en el ADN pueden formar complejos con hemo (hierro (lII)-
protoporfirina IX) para formar una ADNzima con actividad peroxidasa. Cuando se suministra con un sustrato de
peroxidasa (por ejemplo, ABTS: (sal diamédnica del acido 2,2’-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-asulfonico]), el complejo
cuadruple G-heme en presencia de peroxido de hidrégeno provoca la oxidacion del sustrato, que luego forma un
color verde en disolucién. Un ejemplo de secuencia de ADN que forma cuadruple G es:
GGGTAGGGCGGGTTGGGA (SEQ. I.D. No. 415). Mediante la hibridacion de una secuencia de ARN con este
aptamero de ADN, se limitara la formacién de la estructura cuadruple G. Tras la activacién colateral de ARNasa (por
ejemplo, activacion colateral del complejo C2c2), el elemento basico de ARN se escindira, lo que permitira que se
forme el cuadruple G y que se una el grupo hemo. Esta estrategia es particularmente atractiva porque la formacion
de color es enzimatica, lo que significa que hay una amplificacion adicional mas alla de la activacion de la ARNasa.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede inmovilizarse sobre un sustrato
solido en un volumen discreto individual (definido adicionalmente a continuacién) y secuestrar un Unico reactivo. Por
ejemplo, el reactivo puede ser una perla que comprende un colorante. Cuando son secuestradas por el reactivo
inmovilizado, las perlas individuales son demasiado difusas como para generar una sefal detectable, pero al
liberarse del constructo de enmascaramiento pueden generar una sefial detectable, por ejemplo, por agregacion o
por simple aumento en la concentracién en disolucion. En determinadas realizaciones de ejemplo, el agente de
enmascaramiento inmovilizado es un aptamero basado en ARN que puede ser escindido por la proteina efectora
activada tras la deteccion de una molécula diana.

En una realizacién de ejemplo, el constructo de enmascaramiento comprende un agente de deteccion que cambia
de color dependiendo de si el agente de deteccion se agrega o se dispersa en disolucion. Por ejemplo, determinadas
nanoparticulas, tales como oro coloidal, experimentan un cambio de color visible de morado a rojo a medida que
pasan de los agregados a las particulas dispersas. Por consiguiente, en determinadas realizaciones de ejemplo,
tales agentes de deteccion pueden mantenerse en agregado por una o mas moléculas puente. Véase, por ejemplo,
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la figura 43. Al menos una porcidon de la molécula puente comprende ARN. Tras la activacion de las proteinas
efectoras descritas en el presente documento, la porcidon de ARN de la molécula puente se escinde permitiendo que
el agente de deteccion se disperse y dando como resultado el cambio de color correspondiente. Véase, por ejemplo,
la figura46. En determinadas realizaciones de ejemplo, la molécula puente es una molécula de ARN. En
determinadas realizaciones de ejemplo, el agente de deteccion es un metal coloidal. El material metalico coloidal
puede incluir particulas metalicas insolubles en agua o compuestos metalicos dispersos en un liquido, un hidrosol o
un sol metalico. El metal coloidal puede seleccionarse de los metales de los grupos IA, IB, IIB y IlIB de la tabla
periddica, asi como los metales de transicion, especialmente los del grupo VIII. Los metales preferidos incluyen oro,
plata, aluminio, rutenio, zinc, hierro, niquel y calcio. Otros metales adecuados también incluyen los siguientes en
todos sus diversos estados de oxidacion: litio, sodio, magnesio, potasio, escandio, titanio, vanadio, cromo,
manganeso, cobalto, cobre, galio, estroncio, niobio, molibdeno, paladio, indio, estafo, tungsteno, renio, platino y
gadolinio. Los metales se proporcionan preferiblemente en forma idnica, derivada de un compuesto metalico
apropiado, por ejemplo, los iones Al%*, Ru®*, Zn?*, Fe®*, Ni?* y Ca?*.

Cuando el efector CRISPR activado corta el puente de ARN, se observa el cambio de color mencionado
anteriormente. En determinadas realizaciones de ejemplo, las particulas son metales coloidales. En otras
determinadas realizaciones de ejemplo, el metal coloidal es un oro coloidal. En determinadas realizaciones de
ejemplo, las nanoparticulas coloidales son nanoparticulas de oro (AuNP) de 15 nm. Debido a las propiedades
superficiales unicas de las nanoparticulas de oro coloidal, la absorbancia maxima se observa a 520 nm cuando se
dispersan por completo en disolucion y aparecen de color rojo a simple vista. Tras la agregacion de las AuNP,
presentan un desplazamiento hacia el rojo en la absorbancia maxima y aparecen de color mas oscuro, y finalmente
se precipitan de la disolucién como un agregado de color morado oscuro. En determinadas realizaciones de ejemplo,
las nanoparticulas se modifican para incluir ligadores de ADN que se extienden desde la superficie de la
nanoparticula. Las particulas individuales estan unidas entre si por puentes de ARN monocatenario (ARNmc) que se
hibridan en cada extremo del ARN con al menos una parte de los ligadores de ADN. Por tanto, las nanoparticulas
formaran una red de particulas unidas y se agregan, apareciendo como un precipitado oscuro. Tras la activacion de
los efectores CRISPR dados a conocer en el presente documento, el puente de ARNmc se escindira, liberando las
AuNP de la red unida y produciendo un color rojo visible. A continuaciéon se enumeran ejemplos de ligadores de ADN
y secuencias puente de ARN. Los ligadores de tiol en el extremo de los ligadores de ADN pueden usarse para la
conjugacion superficial con las AuNP. Pueden usarse otras formas de conjugacion. En determinadas realizaciones
de ejemplo, pueden generarse dos poblaciones de AuNP, una para cada ligador de ADN. Esto ayudara a facilitar la
unién apropiada del puente de ARNmc con la orientacion apropiada. En determinadas realizaciones de ejemplo, un
primer ligador de ADN se conjuga por el extremo 3’ mientras que un segundo ligador de ADN se conjuga por el
extremo 5.

ADNT1 colorimétrico C2¢2 TTATAACTATTCCTAAAAAAAAAAA/3TioMC3
-D/
(SEQ. I.D. No. 183)

ADN2 colorimétrico C2¢2 /5TioMC6-
D/AAAAAAAAAACTCCCCTAATAACAAT
(SEQ. I.LD. No. 184)

Puente colorimétrico C2c2 | GGGUAGGAAUAGUUAUAAUUUCCCUUUCCCA
UUGUUAUUAGGGAG (SEQ. LD. No. 185)

En otras determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede comprender un
oligonucledtido de ARN al cual se unen un marcador detectable y un agente de enmascaramiento de ese marcador
detectable. Un ejemplo de un par de marcador detectable/agente de enmascaramiento de este tipo es un fluoréforo y
un extintor del fluoréforo. La extincion del fluoréforo puede producirse como resultado de la formacion de un
complejo no fluorescente entre el fluoréforo y otro fluoréforo o molécula no fluorescente. Este mecanismo se conoce
como formacién de complejos de estado fundamental, extincion estatica o extincion por contacto. Por consiguiente,
el oligonucleétido de ARN puede disefiarse de modo que el fluordforo y el extintor estén lo suficientemente cerca
uno del otro para que se produzca la extincién por contacto. Los fluoréforos y sus extintores afines son conocidos en
la técnica y pueden seleccionarse para este fin por un experto habitual en la técnica. El par de fluoréforo/extintor
particular no es critico en el contexto de esta invencion, sélo que la seleccién de los pares de fluoréforo/extintor
asegura el enmascaramiento del fluoréforo. Tras la activacion de las proteinas efectoras dadas a conocer en el
presente documento, el oligonucledtido de ARN se escinde alterando asi la proximidad entre el fluordforo y el
extintor necesaria para mantener el efecto de extincion por contacto. Por consiguiente, la deteccion del fluoréforo
puede usarse para determinar la presencia de una molécula diana en una muestra.
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En otras determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede comprender uno o mas
oligonucledtidos de ARN a los cuales se unen una 0 mas nanoparticulas metalicas, tales como nanoparticulas de
oro. En algunas realizaciones, el constructo de enmascaramiento comprende una pluralidad de nanoparticulas
metalicas reticuladas por una pluralidad de oligonucleétidos de ARN formando un bucle cerrado. En una realizacion,
el constructo de enmascaramiento comprende tres nanoparticulas de oro reticuladas por tres oligonucleétidos de
ARN formando un bucle cerrado. En algunas realizaciones, la escisién de los oligonucleétidos de ARN por la
proteina efectora CRISPR conduce a una sefial detectable producida por las nanoparticulas metdlicas.

En otras determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede comprender uno o mas
oligonucledtidos de ARN a los cuales se unen uno o mas puntos cuanticos. En algunas realizaciones, la escision de
los oligonucleétidos de ARN por la proteina efectora CRISPR conduce a una sefial detectable producida por los
puntos cuanticos.

En una realizacion de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede comprender un punto cuantico. El punto
cuantico puede tener multiples moléculas ligadoras unidas a la superficie. Al menos una parte de la molécula
ligadora comprende ARN. La molécula ligadora esta unida al punto cuantico en un extremo y a uno o mas extintores
a lo largo de la longitud de o en los extremos terminales del ligador, de manera que los extintores se mantengan lo
suficientemente cerca para que se produzca la extincion del punto cuantico. El ligador puede estar ramificado. Como
anteriormente, el par de punto cuantico/extintor no es critico, sélo que la seleccion del par de punto cuantico/extintor
asegura el enmascaramiento del fluoréforo. Los puntos cuanticos y sus extintores afines son conocidos en la técnica
y pueden seleccionarse para este fin por un experto habitual en la técnica Tras la activacion de las proteinas
efectoras dadas a conocer en el presente documento, la porcion de ARN de la molécula ligadora se escinde
alterando asi la proximidad entre el punto cuantico y uno o mas extintores necesarios para mantener el efecto de
extincion. En determinadas realizaciones de ejemplo, el punto cuantico esta conjugado con estreptavidina. Los ARN
se unen a través de ligadores de biotina y reclutan moléculas de extincibn con las secuencias
/5Biosg/UCUCGUACGUUC/3IAbRQSp/ (SEQ ID NO. 416) o /SBiosg/UCUCGUACGUUC/3IAbRQSp/ (SEQ ID

NO. 417), donde /5Biosg/ es una etiqueta de biotina y /31AbRQSp/ es un extintor negro de lowa. Tras la escision
por los efectores activados descritos en el presente documento, el punto cuantico emitira una fluorescencia visible.

Del mismo modo, la transferencia de energia de fluorescencia (FRET) puede usarse para generar una sefial positiva
detectable. FRET es un proceso no radiactivo mediante el cual un fotén de un fluoréforo excitado energéticamente
(es decir, “fluoréforo donante”) eleva el estado de energia de un electron en otra molécula (es decir, “el aceptor”) a
niveles vibratorios mas altos del estado de singlete excitado. El fluoréforo donante vuelve al estado fundamental sin
emitir una fluorescencia caracteristica de ese fluoréforo. El aceptor puede ser otro fluoréforo o una molécula no
fluorescente. Si el aceptor es un fluoréforo, la energia transferida se emite como una fluorescencia caracteristica de
ese fluoroforo. Si el aceptor es una molécula no fluorescente, la energia absorbida se pierde en forma de calor. Por
tanto, en el contexto de las realizaciones descritas en el presente documento, el par de fluordforo/extintor se
reemplaza con un par de fluoréforo donante/aceptor unido a la molécula de oligonucleétido. Cuando esta intacto, el
constructo de enmascaramiento genera una primera sefial (sefial detectable negativa) detectada por la fluorescencia
o el calor emitido por el aceptor. Tras la activacion de las proteinas efectoras dadas a conocer en el presente
documento, el oligonucleétido de ARN se escinde y FRET se interrumpe de tal manera que ahora se detecta la
fluorescencia del fluoréforo donante (sefial detectable positiva).

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento comprende el uso de colorantes
intercalados que cambian su absorbancia en respuesta a la escision de ARN largos para dar nucleétidos cortos.
Existen varios colorantes de este tipo. Por ejemplo, la pironina-Y formara un complejo con el ARN y formara un
complejo que tiene una absorbancia de 572 nm. La escision del ARN da como resultado una pérdida de absorbancia
y un cambio de color. El azul de metileno puede usarse del mismo modo, con cambios en la absorbancia a 688 nm
tras la escision del ARN. Por consiguiente, en determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de
enmascaramiento comprende un complejo de colorante intercalado y ARN que cambia la absorbancia tras la
escision del ARN por las proteinas efectoras dadas a conocer en el presente documento.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede comprender un iniciador para
una reaccion de HCR. Véase, por ejemplo, Dirks y Pierce. PNAS 101, 15275-15728 (2004). Las reacciones de HCR
utilizan la energia potencial en dos especies de horquilla. Cuando un iniciador monocatenario que tiene una porcion
complementaria a una region correspondiente en una de las horquillas se libera en la mezcla previamente estable,
abre una horquilla de una especie. Este proceso, a su vez, expone una region monocatenaria que abre una horquilla
de las otras especies. Este proceso, a su vez, expone una region monocatenaria idéntica al iniciador original. La
reaccion en cadena resultante puede conducir a la formacién de una doble hélice cortada que crece hasta que se
agota el suministro de horquilla. La deteccién de los productos resultantes puede realizarse en un gel o
colorimétricamente. Los ejemplos de métodos de deteccidn colorimétrica incluyen, por ejemplo, los dados a conocer
en Lu et al. “Ultra-sensitive colorimetric assay system based on the hybridization chain reaction-triggered enzyme
cascade amplification ACS Appl Mater Interfaces, 2017, 9(1):167-175, Wang et al. “An enzyme-free colorimetric
assay using hybridization chain reaction amplification and split aptamers” Analyst 2015, 150, 7657-7662, y Song et
al. “Non covalent fluorescent labelling of hairpin DNA probe coupled with hybridization chain reaction for sensitive
DNA detection”. Applied Spectroscopy, 70(4): 686-694 (2016).
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En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento puede comprender una secuencia
iniciadora de HCR y un elemento estructural escindible, tal como un bucle o una horquilla, que evita que el iniciador
inicie la reaccion de HCR. Tras la escision del elemento estructural por una proteina efectora CRISPR activada, el
iniciador se libera entonces para desencadenar la reaccién de HCR, indicando su deteccion la presencia de una o
mas dianas en la muestra. En determinadas realizaciones de ejemplo, el constructo de enmascaramiento
comprende una horquilla con un bucle de ARN. Cuando una proteina efectora CRISRP activada corta el bucle de
ARN, el iniciador puede liberarse para desencadenar la reaccion de HCR.

AMPLIFICACION DE LA DIANA

En determinadas realizaciones de ejemplo, los ARN y/o ADN diana pueden amplificarse antes de activar la proteina
efectora CRISPR. Puede usarse cualquier técnica de amplificacion de ARN o ADN adecuada. En determinadas
realizaciones de ejemplo, la amplificacion de ARN o ADN es una amplificacion isotérmica. En determinadas
realizaciones de ejemplo, la amplificaciéon isotérmica puede ser amplificacion basada en secuencias de acidos
nucleicos (NASBA), amplificacion por recombinasa y polimerasa (RPA), amplificacion isotérmica mediada por bucle
(LAMP), amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA), amplificaciéon dependiente de helicasa (HDA), o
reaccion de amplificacion de la enzima de corte (NEAR). En determinadas realizaciones de ejemplo, pueden usarse
meétodos de amplificacién no isotérmicos que incluyen, pero no se limitan a, PCR, amplificacion de desplazamiento
multiple (MDA), amplificacion de circulo rodante (RCA), reaccion en cadena de ligasa (LCR) o método de
amplificacién de ramificacion (RAM).

En determinadas realizaciones de ejemplo, la amplificacion de ARN o ADN es NASBA, que se inicia con la
transcripcion inversa del ARN diana mediante un cebador inverso especifico de secuencia para crear un duplex de
ARN/ADN. La ARNasa H se usa luego para degradar el molde de ARN, lo que permite que un cebador directo que
contiene un promotor, tal como el promotor T7, se una e inicie el alargamiento de la cadena complementaria,
generando un producto de ADN bicatenario. La transcripcion mediada por el promotor de la ARN polimerasa del
molde de ADN crea entonces copias de la secuencia de ARN diana. Es importante destacar que cada uno de los
nuevos ARN diana puede detectarse por los ARN guia, lo que mejora aun mas la sensibilidad del ensayo. La unién
de los ARN diana por los ARN guia conduce entonces a la activacion de la proteina efectora CRISPR y los métodos
proceden tal como se sefialé anteriormente. La reaccion de NASBA tiene la ventaja adicional de poder proceder en
condiciones isotérmicas moderadas, por ejemplo, a aproximadamente 41°C, lo que la hace adecuada para sistemas
y dispositivos implementados para la deteccion temprana y directa en el campo y lejos de los laboratorios clinicos.

En otras determinadas realizaciones de ejemplo, puede usarse una reaccion de amplificacion por recombinasa y
polimerasa (RPA) para amplificar los acidos nucleicos diana. Las reacciones de RPA emplean recombinasas que
pueden emparejar cebadores especificos de secuencia con secuencia homologa en ADN duplex. Si el ADN diana
esta presente, se inicia la amplificacion del ADN y no se requiere ninguna otra manipulacion de la muestra, como
termociclado o fusion quimica. Todo el sistema de amplificaciéon de RPA es estable como formulacién seca y puede
transportarse de manera segura sin refrigeracion. Las reacciones de RPA también pueden llevarse a cabo a
temperaturas isotérmicas con una temperatura de reaccion optima de 37-42°C. Los cebadores especificos de
secuencia estan disefiados para amplificar una secuencia que comprende la secuencia de acido nucleico diana que
va a detectarse. En determinadas realizaciones de ejemplo, se afiade un promotor de la ARN polimerasa, tal como
un promotor T7, a uno de los cebadores. Esto da como resultado un producto de ADN bicatenario amplificado que
comprende la secuencia diana y un promotor de la ARN polimerasa. Después o durante la reaccion de RPA, se
afiade una ARN polimerasa que producird ARN a partir de los moldes de ADN bicatenario. El ARN diana amplificado
puede detectarse a su vez por el sistema efector CRISPR. De esta forma, el ADN diana puede detectarse usando
las realizaciones descritas en el presente documento. Las reacciones de RPA también pueden usarse para
amplificar el ARN diana. EI ARN diana se convierte en primer lugar en ADNc usando una transcriptasa inversa,
seguido de la sintesis de ADN de segunda hebra en cuyo punto la reaccion de RPA avanza tal como se describid
anteriormente.

Segun la invencion, los sistemas dados a conocer en el presente documento incluyen reactivos de amplificacién. En
el presente documento se describen diferentes componentes o reactivos Utiles para la amplificacion de acidos
nucleicos. Por ejemplo, un reactivo de amplificacién tal como se describe en el presente documento puede incluir un
tampon, tal como un tampén Tris. Puede usarse un tampén Tris en cualquier concentracion apropiada para la
aplicacion o uso deseado, por ejemplo, pero sin limitarse a, una concentracién de 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM,
6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 1 M o similares.
Un experto en la técnica podra determinar una concentracion apropiada de un tampén tal como Tris para su uso con
la presente invencion.

Una sal, tal como cloruro de magnesio (MgCl,), cloruro de potasio (KCI) o cloruro de sodio (NaCl), pueden incluirse
en una reaccion de amplificacién, tal como PCR, para mejorar la amplificacién de fragmentos de acido nucleico.
Aunque la concentracion de sal dependera de la aplicacion y reaccion particular, en algunas realizaciones, los
fragmentos de acido nucleico de un tamario particular pueden producir resultados éptimos en concentraciones de sal
particulares. Los productos mas grandes pueden requerir concentraciones de sal alteradas, normalmente menos sal,
para producir los resultados deseados, mientras que la amplificacion de productos mas pequefos puede producir
mejores resultados con concentraciones de sal mas altas. Un experto en la técnica entendera que la presencia y/o
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concentracion de una sal, junto con la alteraciéon de las concentraciones de sal, puede alterar la rigurosidad de una
reaccion bioldgica o quimica y, por tanto, puede usarse cualquier sal que proporcione las condiciones apropiadas
para una reaccioén de la presente invencion y tal como se describe en el presente documento.

Otros componentes de una reaccion bioldgica o quimica pueden incluir un componente de lisis celular para romper o
lisar una célula para el analisis de los materiales en la misma. Un componente de lisis celular puede incluir, pero no
se limita a, un detergente, una sal tal como se describid anteriormente, tal como NaCl, KCI, sulfato de amonio
[(NH4)2S04], u ofras. Los detergentes que pueden ser apropiados para la invencion pueden incluir Triton X-100,
dodecilsulfato de sodio (SDS), CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato), bromuro de
etiltrimetilamonio, nonilfenoxipolietoxiletanol (NP-40). Las concentraciones de detergentes pueden depender de la
aplicacion particular y pueden ser especificas para la reaccidén en algunos casos. Las reacciones de amplificacion
pueden incluir ANTP y cebadores de acido nucleico usados en cualquier concentracion adecuada para la invencion,
tal como incluyendo, pero no se limita a, una concentracion de 100 nM, 150 nM, 200 nM, 250 nM, 300 nM, 350 nM,
400 nM, 450 nM, 500 nM, 550 nM, 600 nM, 650 nM, 700 nM, 750 nM, 800 nM, 850 nM, 900 nM, 950 nM, 1 mM, 2
mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM, 70 mM, 80
mM, 90 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 350 mM, 400 mM, 450 mM, 500 mM o similares.
Asimismo, una polimerasa util segun la invencion puede ser cualquier polimerasa especifica o general conocida en
la técnica y util para la invencion, incluyendo polimerasa Taq, polimerasa Q5 o similares.

En algunas realizaciones, los reactivos de amplificacién tal como se describe en el presente documento pueden ser
apropiados para su uso en la amplificacion de inicio en caliente. La amplificacion de inicio en caliente puede ser
beneficiosa en algunas realizaciones para reducir o eliminar la dimerizaciéon de moléculas u oligos adaptadores, o
para evitar de otro modo productos o artefactos de amplificacién no deseados y obtener una amplificacion 6ptima del
producto deseado. Muchos componentes descritos en el presente documento para su uso en la amplificacion
también pueden usarse en la amplificacion de inicio en caliente. En algunas realizaciones, pueden usarse reactivos
0 componentes apropiados para su uso con amplificacién de inicio en caliente en lugar de uno o mas de los
componentes de la composicion, segun corresponda. Por ejemplo, puede usarse una polimerasa u otro reactivo que
muestre una actividad deseada a una temperatura particular u otra condicion de reaccion. En algunas realizaciones,
pueden usarse reactivos que estan disefiados u optimizados para su uso en la amplificacion de inicio en caliente, por
ejemplo, puede activarse una polimerasa después de la transposicion o después de alcanzar una temperatura
particular. Tales polimerasas pueden estar basadas en anticuerpos o basadas en aptameros. Las polimerasas tal
como se describen en el presente documento son conocidas en la técnica. Los ejemplos de tales reactivos pueden
incluir, pero no se limitan a, polimerasas de inicio en caliente, dNTP de inicio en caliente y dNTP fotoenjaulados.
Tales reactivos son conocidos y estan disponibles en la técnica. Un experto en la técnica podra determinar las
temperaturas optimas, segun corresponda, para los reactivos individuales.

La amplificacion de acidos nucleicos puede realizarse usando maquinaria o equipo de termociclodo especifico, y
puede realizarse en reacciones unicas o en masa, de manera que puede realizarse cualquier nimero deseado de
reacciones simultdneamente. En algunas realizaciones, la amplificacion puede realizarse usando dispositivos
microfluidicos o robéticos, o puede realizarse usando la alteracion manual de las temperaturas para lograr la
amplificacion deseada. En algunas realizaciones, puede realizarse la optimizacion para obtener las condiciones de
reaccion optimas para la aplicacion o los materiales particulares. Un experto en la técnica comprendera y podra
optimizar las condiciones de reaccion para obtener una amplificacion suficiente.

En determinadas realizaciones, la deteccion de ADN con los métodos o sistemas de la invencién requiere la
transcripcion del ADN (amplificado) en ARN antes de la deteccion.

ENRIQUECIMIENTO DE ARN/ADN DIANA

En determinadas realizaciones de ejemplo, el ARN o ADN diana puede enriquecerse primero antes de la deteccién o
amplificacion del ARN o ADN diana. En determinadas realizaciones de ejemplo, este enriquecimiento puede lograrse
mediante la unién de los acidos nucleicos diana por un sistema efector CRISPR.

Los protocolos actuales de enriquecimiento especificos de diana requieren un acido nucleico monocatenario antes
de la hibridacion con las sondas. Entre las diversas ventajas, las presentes realizaciones pueden omitir esta etapa y
permitir el direccionamiento directo al ADN bicatenario (o bien parcial o bien completamente bicatenario). Ademas,
las realizaciones dadas a conocer en el presente documento son métodos de direccionamiento impulsados por
enzimas que ofrecen una cinética mas rapida y un flujo de trabajo mas sencillo, lo que permite el enriquecimiento
isotérmico. En determinadas realizaciones de ejemplo, el enriquecimiento puede tener lugar a temperaturas tan
bajas como 20-37°C. En determinadas realizaciones de ejemplo, se usa un conjunto de ARN guia para diferentes
acidos nucleicos diana en un solo ensayo, lo que permite la deteccion de multiples dianas y/o multiples variantes de
una sola diana.

En determinadas realizaciones de ejemplo, una proteina efectora CRISPR desactivada puede unirse al acido
nucleico diana en disolucion y luego aislarse posteriormente de dicha disolucion. Por ejemplo, la proteina efectora
CRISPR desactivada unida al acido nucleico diana puede aislarse de la disolucién usando un anticuerpo u otra
molécula, tal como un aptamero, que se une especificamente a la proteina efectora CRISPR desactivada.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2927463 T3

En otras realizaciones de ejemplo, la proteina efectora CRISPR desactivada puede unirse a un sustrato sélido. Un
sustrato fijo puede referirse a cualquier material que sea apropiado o que pueda modificarse para que sea apropiado
para la union de un polipéptido o un polinucledtido. Los posibles sustratos incluyen, pero no se limitan a, vidrio y
vidrio funcionalizado modificado, plasticos (incluyendo acrilicos, poliestireno y copolimeros de estireno y otros
materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno, poliuretanos, Teflon™, etc.), polisacaridos, nailon o nitrocelulosa,
ceramica, resinas, silice 0 materiales basados en silice, incluyendo silicio y silicio modificado, carbono, metales,
vidrios inorganicos, plasticos, haces de fibras opticas y una variedad de otros polimeros. En algunas realizaciones, el
soporte solido comprende una superficie en patrones adecuada para la inmovilizacion de moléculas en un patron
ordenado. En determinadas realizaciones, una superficie en patrones se refiere a una disposicién de diferentes
regiones en o sobre una capa expuesta de un soporte solido. En algunas realizaciones, el soporte sélido comprende
una serie de pocillos o depresiones en una superficie. La composicion y geometria del soporte sélido pueden variar
con su uso. En algunas realizaciones, el soporte sdlido es una estructura plana tal como un portaobjetos, un chip, un
microchip y/o una matriz. Como tal, la superficie del sustrato puede tener la forma de una capa plana. En algunas
realizaciones, el soporte sélido comprende una o mas superficies de una celda de flujo. El término “celda de flujo”,
tal como se usa en el presente documento, se refiere a una cdmara que comprende una superficie sélida a través de
la cual pueden fluir uno o mas reactivos fluidos. Las celdas de flujo de ejemplo y los sistemas fluidicos relacionados
y las plataformas de deteccion que pueden usarse facilmente en los métodos de la presente descripcion se
describen, por ejemplo, en Bentley et al. Nature 456: 53-59 (2008), los documentos WO 04/0918497, U.S.
7.057.026; WO 91/06678; WO 07/123744; US 7.329.492; US 7.211.414; US 7.315.019; U.S. 7.405.281, y US
2008/0108082. En algunas realizaciones, el soporte solido o su superficie no es plano, tal como la superficie interna
o externa de un tubo o recipiente. En algunas realizaciones, el soporte sélido comprende microesferas o perlas. Se
pretende que “microesferas”, “perla”, “particulas” signifiquen, dentro del contexto de un sustrato solido, pequefias
particulas discretas elaboradas de diversos materiales que incluyen, pero no se limitan a, plasticos, ceramica, vidrio
y poliestireno. En determinadas realizaciones, las microesferas son microesferas o perlas magnéticas. Alternativa o
adicionalmente, las perlas pueden ser porosas. Los tamafios de las perlas oscilan entre nanémetros, por ejemplo,
100 nm, y milimetros, por ejemplo 1 mm.

Una muestra que contiene, o se sospecha que contiene, los acidos nucleicos diana puede entonces exponerse al
sustrato para permitir la unién de los acidos nucleicos diana a la proteina efectora CRISPR desactivada unida.
Luego las moléculas no diana pueden eliminarse por lavado. En determinadas realizaciones de ejemplo, los acidos
nucleicos diana pueden liberarse entonces del complejo proteina efectora CRISPR/ARN guia para una deteccion
adicional usando los métodos dados a conocer en el presente documento. En determinadas realizaciones de
ejemplo, los acidos nucleicos diana pueden amplificarse en primer lugar tal como se describe en el presente
documento.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el efector CRISPR puede marcarse con una etiqueta de unién. En
determinadas realizaciones de ejemplo, el efector CRISPR puede marcarse quimicamente. Por ejemplo, el efector
CRISPR puede bictilinarse quimicamente. En otra realizacion de ejemplo, puede crearse una fusion agregando una
secuencia adicional que codifica para una fusion al efector CRISPR. Un ejemplo de tal fusion es AviTag™, que
emplea una conjugaciéon enzimatica altamente dirigida de una sola biotina en una etiqueta peptidica de 15
aminoacidos unica. En determinadas realizaciones, el efector CRISPR puede marcarse con una etiqueta de captura
tal como, pero sin limitarse a, GST, Myc, hemaglutinina (HA), proteina fluorescente verde (GFP), flag, etiqueta His,
etiqueta TAP y etiqueta Fc. La etiqueta de unién, ya sea una fusién, una etiqueta quimica o una etiqueta de captura,
puede usarse o bien para atraer el sistema efector CRISPR una vez que se ha unido a un acido nucleico diana o
bien para fijar el sistema efector CRISPR en el sustrato sélido.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el ARN guia puede marcarse con una etiqueta de unién. En
determinadas realizaciones de ejemplo, el ARN guia completo puede marcarse usando transcripcién in vitro (IVT)
incorporando uno o mas nucleétidos biotinilados, tales como, uracilo biotinilado. En algunas realizaciones, la biotina
puede afiadirse quimica o enzimaticamente al ARN guia, tal como la adicion de uno o mas grupos de biotina al
extremo 3’ del ARN guia. La etiqueta de union puede usarse para atraer el complejo ARN guia/acido nucleico diana
después de que se haya producido la unién, por ejemplo, exponiendo el ARN guia/acido nucleico diana a un sustrato
solido recubierto de estreptavidina.

Por consiguiente, en determinadas realizaciones de ejemplo, puede usarse un efector CRISPR obtenido por
ingenieria 0 que no se produce de manera natural para fines de enriquecimiento. En una realizacion, la modificacion
puede comprender la mutacion de uno o mas residuos de aminoacidos de la proteina efectora. La una o mas
mutaciones pueden estar en uno o mas dominios cataliticamente activos de la proteina efectora. La proteina
efectora puede tener actividad nucleasa reducida o abolida en comparacion con una proteina efectora que carece de
dicha una o mas mutaciones. Es posible que la proteina efectora no dirija la escision de la cadena de ARN en el
locus diana de interés. En una realizacién preferida, la una 0 mas mutaciones pueden comprender dos mutaciones.
En una realizacion preferida, el uno o mas residuos de aminoacidos se modifican en una proteina efectora C2c2, por
ejemplo, una proteina efectora o C2c2 obtenida por ingenieria 0 que no se produce de manera natural. En
realizaciones particulares, el uno o0 mas modificados de residuos de aminoacidos mutados son uno o mas de
aquellos en C2c2 correspondientes a R597, H602, R1278 y H1283 (referidos a los aminoacidos Lsh C2c2), tales
como las mutaciones R597A, H602A, R1278A y H1283A, o los residuos de aminoacidos correspondientes en los
ortélogos de Lsh C2c2.
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En realizaciones particulares, uno o mas modificados de residuos de aminoacidos mutados son uno o mas de
aquellos en C2c¢2 correspondientes a K2, K39, V40, E479, L514, V518, N524, G534, K535, E580, L597, V602, D630,
F676, L709, 1713, R717 (HEPN), N718, H722 (HEPN), E773, P823, V828, 1879, Y880, F884, Y997, L1001, F1009,
L1013, Y1093, L1099, L1111, Y1114, L1203, D1222, Y1244, L1250, L1253, K1261, 11334, L1355, L1359, R1362,
Y1366, E1371, R1372, D1373, R1509 (HEPN), H1514 (HEPN), Y1543, D1544, K1546, K1548, V1551, 11558, segln
la numeracion de consenso de C2c2. En determinadas realizaciones, uno o mas modificados de residuos de
aminoacidos mutados son uno o mas de aquellos en C2¢2 correspondientes a R717 y R1509. En determinadas
realizaciones, el uno o mas modificados de residuos de aminoacidos mutados son uno o mas de aquellos en C2c2
correspondientes a K2, K39, K535, K1261, R1362, R1372, K1546 y K1548. En determinadas realizaciones, dichas
mutaciones dan como resultado una proteina que tiene una actividad alterada o modificada. En determinadas
realizaciones, dichas mutaciones dan como resultado una proteina que tiene una actividad reducida, tal como una
especificidad reducida. En determinadas realizaciones, dichas mutaciones dan como resultado una proteina que no
tiene actividad catalitica (es decir, C2c2 “desactivada”). En una realizacion, dichos residuos de aminoacidos
corresponden a residuos de aminoacidos Lsh C2c¢2, o los residuos de aminoacidos correspondientes de una
proteina C2c2 de una especie diferente. Dispositivos que pueden facilitar estas etapas. En algunas realizaciones,
para reducir el tamafio de una proteina de fusién del efector Cas13b y el uno o mas dominios funcionales, el extremo
C-terminal del efector Cas13b puede truncarse manteniendo al mismo tiempo su funcién de unién al ARN. Por
ejemplo, al menos 20 aminoacidos, al menos 50 aminoacidos, al menos 80 aminoacidos, o al menos 100
aminoacidos, o al menos 150 aminoacidos, o al menos 200 aminoacidos, o al menos 250 aminoacidos, o al menos
300 aminoacidos, o al menos 350 aminoacidos, o hasta 120 aminoacidos, o hasta 140 aminoacidos, o hasta 160
aminoacidos, o hasta 180 aminoacidos, o hasta 200 aminoacidos, o hasta 250 aminoacidos, o hasta 300
aminoacidos, o hasta 350 aminoacidos, o hasta 400 aminoacidos, pueden truncarse en el extremo C-terminal del
efector Cas13b. Los ejemplos especificos de truncamientos de Cas13b incluyen A984-1090 C-terminal, A1026-1090
C-terminal y A1053-1090 C-terminal, A934-1090 C-terminal, A884-1090 C-terminal, A834-1090 C-terminal, A784-
1090 C-terminal y A734-1090 C-terminal, en los que las posiciones de aminoacidos corresponden a las posiciones
de amino&cidos de la proteina P5-125 Cas13b de Prevotella sp.

Los sistemas de enriquecimiento anteriores también pueden usarse para agotar una muestra de determinados
acidos nucleicos. Por ejemplo, los ARN guia pueden disefiarse para unirse a ARN no diana para eliminar los ARN no
diana de la muestra. En una realizacion de ejemplo, los ARN guia pueden disefiarse para unirse a acidos nucleicos
que portan una variacion particular de acido nucleico. Por ejemplo, en una muestra dada puede esperarse un mayor
numero de copias de acidos nucleicos no variantes. Por consiguiente, las realizaciones descritas en el presente
documento pueden usarse para eliminar los acidos nucleicos no variantes de una muestra, para aumentar la eficacia
con la que el sistema efector CRISPR de deteccion puede detectar las secuencias variantes diana en una muestra
determinada.

AMPLIFICACION Y/O POTENCIAMIENTO DE LA SENAL POSITIVA DETECTABLE

En determinadas realizaciones de ejemplo, pueden introducirse modificaciones adicionales que amplifiquen
adicionalmente la sefal positiva detectable. Por ejemplo, la activacion colateral de la proteina efectora CRISPR
activada puede usarse para generar una diana secundaria 0 una secuencia guia adicional, o ambas. En una
realizacion de ejemplo, la disolucién de reaccién contendria una diana secundaria que se afiade a una concentracion
alta. La diana secundaria puede ser distinta de la diana principal (es decir, la diana para la cual el ensayo esta
disefiada para detectar) y, en determinados casos, puede ser comun en todos los volimenes de reaccion. Una
secuencia guia secundaria para la diana secundaria puede protegerse, por ejemplo, por una caracteristica
estructural secundaria, tal como una horquilla con un bucle de ARN, y ser incapaz de unirse a la segunda diana o la
proteina efectora CRISPR. La escision del grupo protector por una proteina efectora CRISPR activada (es decir,
después de la activacion mediante la formacién de un complejo con la(s) diana(s) principal(es) en disolucién) y
formaciéon de un complejo con proteina efectora CRISPR libre en disolucion y activacion a partir de la diana
secundaria afadida. En otras determinadas realizaciones de ejemplo, se usa un concepto similar con una segunda
secuencia guia para una secuencia diana secundaria. La secuencia diana secundaria puede ser una caracteristica
estructural protegida o un grupo protector en la diana secundaria. La escision de un grupo protector de la diana
secundaria permite entonces que se forme un complejo adicional de proteina efectora CRISPR/segunda secuencia
guia/diana secundaria. En aun otra realizacion de ejemplo, la activacion de la proteina efectora CRISPR por las
dianas principales puede usarse para escindir un cebador protegido o circularizado, que luego se libera para realizar
una reaccion de amplificacién isotérmica, tal como las dadas a conocer en el presente documento, en un molde que
codifica para una secuencia guia secundaria, una secuencia diana secundaria o ambas. La transcripcion posterior
de este molde amplificado produciria mas secuencia guia secundaria y/o secuencia diana secundaria, seguida de
una activacion colateral adicional de la proteina efectora CRISPR.

DETECCION DE PROTEINAS (NO SEGUN LA INVENCION)

Los sistemas, dispositivos y métodos dados a conocer en el presente documento también pueden adaptarse para la
deteccion de polipéptidos (u otras moléculas) ademas de la deteccién de acidos nucleicos, mediante la incorporacion
de un aptamero de deteccion de polipéptido configurado especificamente. Los aptameros de deteccion de
polipéptido son distintos de los aptameros de constructo de enmascaramiento comentados anteriormente. En primer
lugar, los aptameros estan disefiados para unirse especificamente a una o mas moléculas diana. En una realizacion
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de ejemplo, la molécula diana es un polipéptido diana. En otro ejemplo de realizacion, la molécula diana es un
compuesto quimico diana, tal como una molécula terapéutica diana. Los métodos para disefiar y seleccionar
aptameros con especificidad para una diana dada, tal como SELEX, se conocen en la técnica. Ademas de la
especificidad para una diana dada, los aptameros se disefian ademas para incorporar un sitio de unién al promotor
de la ARN polimerasa. En determinadas realizaciones de ejemplo, el promotor de la ARN polimerasa es un promotor
T7. Antes de unir el aptamero que se une a una diana, el sitio de ARN polimerasa no es accesible ni reconocible de
otro modo por una ARN polimerasa. Sin embargo, el aptamero esta configurado de modo que, tras la unién de una
diana, la estructura del aptamero sufre un cambio conformacional de modo que el promotor de la ARN polimerasa
queda expuesto. Una secuencia de aptamero en el sentido de 3’ del promotor de la ARN polimerasa actia como
molde para la generacion de un oligonucledtido de ARN desencadenante por una ARN polimerasa. Por tanto, la
porcion de molde del aptamero puede incorporar ademas un cddigo de barras u otra secuencia de identificacion que
identifique un aptamero dado y su diana. Los ARN guia tal como se describieron anteriormente pueden disefarse
entonces para reconocer estas secuencias de oligonucleétidos desencadenantes especificas. La union de los ARN
guia a los oligonucleétidos desencadenantes activa las proteinas efectoras CRISPR que proceden a desactivar los
constructos de enmascaramiento y generar una sefial detectable positiva tal como se describié anteriormente.

Por consiguiente, en determinadas realizaciones de ejemplo, los métodos dados a conocer en el presente
documento comprenden la etapa adicional de distribuir una muestra o conjunto de muestras en un conjunto de
volumenes discretos individuales, comprendiendo cada volumen discreto individual aptameros de deteccién de
péptidos, una proteina efectora CRISPR, uno o mas ARN guia, un constructo de enmascaramiento, e incubar la
muestra o conjunto de muestras en condiciones suficientes para permitir la unién de los aptameros de deteccién a la
una o mas moléculas diana, en los que la unién del aptamero a una diana correspondiente da como resultado la
exposicion del sitio de unién al promotor de la ARN polimerasa de manera que la sintesis de un ARN
desencadenante se inicia mediante la uniéon de una ARN polimerasa al sitio de union al promotor de la ARN
polimerasa.

En otra realizacion de ejemplo, la union del aptamero puede exponer un sitio de unién del cebador tras la union del
aptamero a un polipéptido diana. Por ejemplo, el aptamero puede exponer un sitio de union del cebador de RPA. Por
tanto, la adicion o inclusién del cebador se incorporara a una reaccion de amplificacion, tal como la reaccién de RPA
sefalada anteriormente.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el aptamero puede ser un aptamero de cambio de conformacion, que al
unirse a la diana de interés, puede cambiar la estructura secundaria y exponer nuevas regiones de ADN
monocatenario. En determinadas realizaciones de ejemplo, estas nuevas regiones de ADN monocatenario pueden
usarse como sustratos para el ligamiento, extendiendo los aptameros y creando moléculas de ADNmc mas largas
que pueden detectarse especificamente usando las realizaciones descritas en el presente documento. El disefio de
aptamero puede combinarse adicionalmente con complejos ternarios para la deteccion de dianas de bajo epitopo,
tales como glucosa (Yang et al. 2015: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.analchem.5b01634). A continuacion
se muestran aptameros de cambio de conformacion de ejemplo y los correspondientes ARN guia (ARNCcr).

Aptamero de trombina (SEQ. ID. NO. 186)
Sonda de ligamiento de trombina (SEQ. ID. NO. 187)
Cebador 1 directo de RPA de trombina (SEQ. ID. NO. 188)
Cebador 2 directo de RPA de trombina (SEQ. ID. NO. 189)
Cebador 1 inverso de RPA de trombina (SEQ. ID. NO. 190)
ARNcr 1 de trombina (SEQ. ID. NO. 191)
ARNecr 2 de trombina (SEQ. ID. NO. 192)
ARNer 3 de trombina (SEQ. ID. NO. 193)
Control de amplicdn de longitud completa de PTK7 (SEQ. ID. NO. 194)
Aptamero de PTK7 (SEQ. ID. NO. 195)
Sonda de ligamiento de PTK7 (SEQ. ID. NO. 196)
Cebador 1 directo de RPA PTK7 (SEQ. ID. NO. 197)
Cebador 1 inverso de RPA PTKY (SEQ. ID. NO. 198)
ARNer 1 PTK7 (SEQ. ID. NO. 199)
ARNcr 2 PTK7 (SEQ. ID. NO. 200)
ARNecr 3 PTK7 (SEQ. ID. NO. 201)

DISPOSITIVOS
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Los sistemas descritos en el presente documento pueden materializarse en dispositivos de diagnéstico. Pueden
usarse diversos sustratos y configuraciones. Los dispositivos pueden definir multiples volumenes discretos
individuales dentro del dispositivo. Tal como se usa en el presente documento, un “volumen discreto individual” se
refiere a un espacio discreto, tal como un contenedor, receptaculo u otro volumen o espacio definido que puede
definirse por propiedades que previenen y/o inhiben la migracion de moléculas diana, por ejemplo, un volumen o
espacio definido por propiedades fisicas tales como paredes, por ejemplo, las paredes de un pocillo, un tubo o la
superficie de una gota, que puede ser impermeable o semipermeable, o definirse por otros medios tales como
quimicos, velocidad de difusion limitada, electromagnética o iluminacion de luz, o cualquier combinacion de los
mismos, que puede contener una muestra dentro de un espacio definido. Los volumenes discretos individuales
pueden identificarse mediante etiquetas moleculares, tal como cddigos de barras de acido nucleico. Por “tasa de
difusion limitada” (por ejemplo, volumenes definidos por difusién) se entiende espacios que sélo son accesibles para
determinadas moléculas o reacciones porque las restricciones de difusién definen efectivamente un espacio o
volumen, tal como seria el caso de dos corrientes laminares paralelas donde la difusion limitara la migracion de una
molécula diana de una corriente a la otra. Por volumen o espacio definido “quimico” se entiende espacios en los que
solo determinadas moléculas diana pueden existir debido a sus propiedades quimicas o moleculares, como el
tamafo, donde, por ejemplo, las perlas de gel pueden impedir que determinadas especies entren en las perlas pero
no otras, tal como por carga superficial, tamafo de la matriz u otra propiedad fisica de la perla que pueda permitir la
seleccion de especies que puedan entrar en el interior de la perla. Por volumen o espacio definido
“electromagnéticamente” se entiende espacios en los que las propiedades electromagnéticas de las moléculas diana
0 sus soportes, tales como la carga o las propiedades magnéticas, pueden usarse para definir determinadas
regiones en un espacio, tal como capturar particulas magnéticas dentro de un campo magnético o directamente
sobre imanes. Por volumen definido “Opticamente” se entiende cualquier region del espacio que pueda definirse
iluminandola con luz visible, ultravioleta, infrarroja u otras longitudes de onda de luz de modo que sdélo puedan
marcarse moléculas diana dentro del espacio o volumen definido. Una ventaja del uso de voliumenes discretos sin
paredes o semipermeables es que algunos reactivos, tales como tampones, activadores quimicos u otros agentes,
pueden pasar a través del volumen discreto, mientras que otros materiales, tales como las moléculas diana, pueden
mantenerse en el volumen o espacio discreto. Normalmente, un volumen discreto incluira un medio fluido (por
ejemplo, una disolucién acuosa, un aceite, un tampoén y/o un medio que puede soportar el crecimiento celular)
adecuado para marcar la molécula diana con el identificador de acido nucleico indexable bajo condiciones que
permitan el marcaje. Los ejemplos de volumenes o espacios discretos utiles en los métodos dados a conocer
incluyen gotas (por ejemplo, gotas microfluidicas y/o gotas de emulsién), perlas de hidrogel u otras estructuras
poliméricas (por ejemplo, perlas de diacrilato de polietilenglicol o perlas de agarosa), portaobjetos de tejido (por
ejemplo, portaobjetos de tejido embebido en parafina con formalina fija con regiones, volimenes o espacios
particulares definidos por medios quimicos, Opticos o fisicos), portaobjetos de microscopio con regiones definidas
mediante el depdsito de reactivos en matrices ordenadas o patrones aleatorios, tubos (tales como tubos de
centrifuga, tubos de microcentrifuga, tubos de ensayo, cubetas, tubos conicos y similares), botellas (tales como
botellas de vidrio, botellas de plastico, botellas de ceramica, matraces Erlenmeyer, viales de centelleo y similares),
pocillos (tales como pocillos en una placa), placas, pipetas o puntas de pipeta entre otros. En determinadas
realizaciones, el compartimento es una gota acuosa en una emulsion de agua en aceite. En realizaciones
especificas, cualquiera de las aplicaciones, métodos o sistemas descritos en el presente documento que requieran
volumenes exactos o uniformes pueden emplear el uso de un dispensador de liquido acustico.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el dispositivo comprende un sustrato de material flexible sobre el que
pueden definirse una serie de puntos. Los materiales de sustrato flexibles adecuados para su uso en diagndstico y
biodeteccion se conocen en la técnica. Los materiales de sustrato flexibles pueden estar elaborados de fibras
derivadas de plantas, tales como fibras celulésicas, o pueden estar elaborados de polimeros flexibles, tales como
peliculas de poliéster flexibles y otros tipos de polimeros. Dentro de cada punto definido, los reactivos del sistema
descrito en el presente documento se aplican a los puntos individuales. Cada punto puede contener los mismos
reactivos excepto por un ARN guia diferente o un conjunto de ARN guia diferente o, cuando corresponda, un
aptamero de deteccién diferente para detectar multiples dianas a la vez. Por tanto, los sistemas y dispositivos en el
presente documento pueden examinar muestras de multiples fuentes (por ejemplo, multiples muestras clinicas de
diferentes individuos) para detectar la presencia de la misma diana, o un nimero limitado de dianas, o alicuotas de
una sola muestra (o multiples muestras de la misma fuente) para detectar la presencia de mdltiples dianas diferentes
en la muestra. En determinadas realizaciones de ejemplo, los elementos de los sistemas descritos en el presente
documento se secan por congelacion sobre el sustrato de papel o tela. Los sustratos basados en materiales flexibles
de ejemplo que pueden usarse en determinados dispositivos de ejemplo se describen en Pardee et al. Cell. 2016,
165(5):1255-66 y Pardee et al. Cell. 2014, 159(4):950-54. Los sustratos basados en materiales flexibles adecuados
para su uso con liquidos bioldgicos, incluyendo la sangre, se dan a conocer en la publicacion de solicitud de patente
internacional n.° WO/2013/071301 titulada “Paper based diagnostic test” de Shevkoplyas et al. La publicacién de
solicitud de patente estadounidense n.° 2011/0111517 titulada “Paper-based microfluidic systems” de Siegel et al. y
Shafiee et al. “Paper and Flexible Substrates as Materials for Biosensing Platforms to Detect Multiple Biotargets”
Scientific Reports 5:8719 (2015). Materiales de base flexibles adicionales, incluyendo aquellos adecuados para su
uso en dispositivos de diagnostico portatiles, se dan a conocer en Wang et al. “Flexible Substrate-Based Devices for
Point-of-Care Diagnostics” Cell 34(11):909-21 (2016). Los materiales de base flexible adicionales pueden incluir
nitrocelulosa, policarbonato, metiletilcelulosa, poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), poliestireno o vidrio (véase, por
ejemplo, el documento US20120238008). En determinadas realizaciones, los volumenes discretos estan separados
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por una superficie hidroéfoba tal como, pero sin limitarse a, cera, resina fotosensible o tinta sélida.

En algunas realizaciones, puede proporcionarse un dosimetro o placa que sirva como sensor o indicador de modo
que se notifique al usuario de la exposicion a determinados microbios u otros agentes. Por ejemplo, los sistemas
descritos en el presente documento pueden usarse para detectar un patdégeno particular. Del mismo modo, las
realizaciones basadas en aptameros dadas a conocer anteriormente pueden usarse para detectar tanto polipéptidos
como otros agentes, tales como agentes quimicos, a los que puede unirse un aptamero especifico. Un dispositivo de
este tipo puede ser util para la vigilancia de soldados u otro personal militar, asi como de médicos, investigadores,
personal hospitalario y similares, con el fin de proporcionar informacion relacionada con la exposicién a agentes
potencialmente peligrosos lo mas rapido posible, por ejemplo, para la deteccion biolégica o de agentes de guerra
quimica. En otras realizaciones, una placa de vigilancia de este tipo puede usarse para prevenir la exposiciéon a
microbios o patégenos peligrosos en pacientes inmunocomprometidos, pacientes quemados, pacientes sometidos a
quimioterapia, nifios o ancianos.

Las fuentes de muestras que pueden analizarse usando los sistemas y dispositivos descritos en el presente
documento incluyen muestras biolégicas de un sujeto o muestras ambientales. Las muestras ambientales pueden
incluir superficies o liquidos. Las muestras biolégicas pueden incluir, pero no se limitan a, saliva, sangre, plasma,
sueros, heces, orina, esputo, moco, linfa, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, un frotis de piel o una membrana
mucosa, 0 una combinacién de los mismos. En una realizacion de ejemplo, la muestra ambiental se toma de una
superficie sdlida, tal como una superficie usada en la preparaciéon de alimentos u otras composiciones y materiales
sensibles.

En otras realizaciones de ejemplo, los elementos de los sistemas descritos en el presente documento pueden
colocarse en un sustrato de un solo uso, tal como un hisopo o un pafio que se usa para tomar una muestra de una
superficie o un fluido de muestra. Por ejemplo, el sistema puede usarse para analizar la presencia de un patégeno
en un alimento tomando una muestra de la superficie de un producto alimenticio, tal como una fruta o verdura. Del
mismo modo, el sustrato de un solo uso puede usarse para tomar unas muestras de otras superficies para la
deteccion de determinados microbios o agentes, tal como para su uso en el control de seguridad. Los sustratos de
un solo uso también pueden tener aplicaciones en medicina forense, donde los sistemas CRISPR estan disefiados
para detectar, por ejemplo, identificar SNP de ADN que pueden usarse para identificar a un sospechoso, o
determinados marcadores de células o tejidos para determinar el tipo de materia bioldgica presente en una muestra.
Asimismo, el sustrato de un solo uso puede usarse para recoger una muestra de un paciente, tal como una muestra
de saliva de la boca, o un frotis de piel. En otras realizaciones, puede tomarse una muestra o un frotis de un
producto carnico con el fin de detectar la presencia o ausencia de contaminantes sobre o dentro del producto
carnico.

Se necesitan diagndsticos microbianos casi en tiempo real para entornos alimentarios, clinicos, industriales y otros
entornos ambientales (véase, por ejemplo, Lu TK, Bowers J y Koeris MS., Trends Biotechnol. Junio de 2013;
31(6):325-7). En determinadas realizaciones, la presente invenciéon se usa para la deteccion rapida de patdégenos
transmitidos por los alimentos usando ARN guia especificos para un patégeno (por ejemplo, Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Salmonella spp., Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, enteritis estafilococica, Streptococcus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
vulnificus, Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis, Brucella spp., Corynebacterium ulcerans, Coxiella
burnetii o Plesiomonas shigelloides).

En determinadas realizaciones, el dispositivo es o comprende una tira de flujo. Por ejemplo, una tira de flujo lateral
permite la deteccion de ARNasa (por ejemplo, C2c2) por color. El indicador de ARN se modifica para tener una
primera molécula (tal como, por ejemplo, FITC) unida al extremo 5’ y una segunda molécula (tal como, por ejemplo,
biotina) unida al extremo 3’ (o viceversa). La tira de flujo lateral esta disefiada para tener dos lineas de captura con
anticuerpos anti-primera molécula (por ejemplo, anti-FITC) hibridados en la primera linea y anticuerpos anti-segunda
molécula (por ejemplo, anti-biotina) en la segunda linea aguas abajo. A medida que la reaccion fluye por la tira, el
indicador no escindido se unira a los anticuerpos anti-primera molécula en la primera linea de captura, mientras que
los indicadores escindidos liberaran la segunda molécula y permitiran la unién de la segunda molécula en la
segunda linea de captura. Los anticuerpos en sandwich de segunda molécula, por ejemplo, conjugados con
nanoparticulas, tales como nanoparticulas de oro, se uniran a cualquier segunda molécula en la primera o segunda
linea y daran como resultado una lectura/senal fuerte (por ejemplo, color). A medida que se escinde mas indicador,
se acumulara mas sefial en la segunda linea de captura y aparecera menos sefal en la primera linea. En
determinados aspectos, la invencion se refiere al uso de una tira de seguimiento tal como se describe en el presente
documento para detectar acidos nucleicos o polipéptidos. En determinados aspectos, la invencion se refiere a un
meétodo para detectar acidos nucleicos o polipéptidos con una tira de flujo tal como se define en el presente
documento, por ejemplo, pruebas de flujo (lateral) o ensayos inmunocromatograficos de flujo (lateral).

En determinadas realizaciones de ejemplo, el dispositivo es un dispositivo microfluidico que genera y/o fusiona
diferentes gotas (es decir, volumenes discretos individuales). Por ejemplo, puede formarse un primer conjunto de
gotas que contengan muestras que van a examinarse y un segundo conjunto de gotas formado que contenga los
elementos de los sistemas descritos en el presente documento. Los conjuntos de gotas primero y segundo se
fusionan luego y se llevan a cabo entonces métodos de diagndstico tal como se describe en el presente documento
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en el conjunto de gotas fusionadas. Los dispositivos microfluidicos dados a conocer en el presente documento
pueden ser chips basados en silicona y pueden fabricarse usando una variedad de técnicas que incluyen, pero no se
limitan en, estampado en caliente, moldeado de elastomeros, moldeado por inyeccion, LIGA, litografia blanda,
fabricacion de silicona y técnicas de procesamiento de pelicula delgada relacionadas. Los materiales adecuados
para fabricar los dispositivos microfluidicos incluyen, pero no se limitan a, copolimero de olefina ciclica (COC),
policarbonato, poli(dimetilsiloxano) (PDMS) y poli(metilacrilato) (PMMA). En una realizacion, puede usarse litografia
blanda en PDMS para preparar los dispositivos microfluidicos. Por ejemplo, puede elaborarse un molde usando
fotolitografia que define la ubicacién de los canales de flujo, valvulas y filtros dentro de un sustrato. El material del
sustrato se vierte en un molde y se deja fraguar para crear un sello. Luego el sello se sella a un soporte sélido, tal
como, sin limitacion, vidrio. Debido a la naturaleza hidréfoba de algunos polimeros, tales como PDMS, que absorben
algunas proteinas y pueden inhibir determinados procesos bioldgicos, puede ser necesario un agente pasivante
(Schoffner et al. Nucleic Acids Research, 1996, 24:375-379). Los agentes pasivantes adecuados son conocidos en
la técnica e incluyen, pero no se limitan a, silanos, parileno, n-dodecil-b-D-matésido (DDM), Pluronic, Tween-20,
otros tensioactivos similares, polietilenglicol (PEG), albumina, colageno y otras proteinas y péptidos similares.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el sistema y/o el dispositivo pueden adaptarse para la conversion a una
lectura de citometria de flujo o permitir todas las mediciones sensibles y cuantitativas de millones de células en un
solo experimento y mejorar los métodos basados en flujo existentes, tales como el ensayo PrimeFlow. En
determinadas realizaciones de ejemplo, las células pueden moldearse en gotas que contienen mondémero de gel sin
polimerizar, que luego pueden moldearse en gotas de una sola célula adecuadas para el analisis por citometria de
flujo. Un constructo de deteccion que comprende un marcador detectable fluorescente puede moldearse en la gota
que comprende mondmero de gel sin polimerizar. Tras la polimerizacion del monémero de gel para formar una perla
dentro de una gota. Debido a que la polimerizacion del gel se produce mediante la formacion de radicales libres, el
indicador fluorescente se une covalentemente al gel. El constructo de deteccion puede modificarse adicionalmente
para comprender un ligador, tal como una amina. Puede afiadirse un extintor después de la formacion del gel y se
unira a través del ligador al constructo informador. Por tanto, el extintor no esta unido al gel y puede difundirse
libremente cuando la proteina efectora CRISPR escinde el indicador. La amplificacién de la sefial en la gota puede
lograrse acoplando el constructo de deteccidon a una amplificacién de reaccién en cadena de hibridacion (iniciador de
HCR). Pueden incorporarse horquillas hibridas de ADN/ARN en el gel que puede comprender un bucle de horquilla
que tiene un dominio sensible a la ARNasa. Al proteger un punto de apoyo (toehold) de desplazamiento de cadena
dentro de un bucle en horquilla que tiene un dominio sensible a la ARNasa, los iniciadores de HCR pueden
desprotegerse selectivamente después de la escision del bucle en horquilla por la proteina efectora CRISPR.
Después de la desproteccion de los iniciadores de HCR a través del desplazamiento de la cadena mediado por el
punto de apoyo, los monémeros de HCR fluorescentes pueden lavarse en el gel para permitir la amplificacion de la
sefial cuando se desprotegen los iniciadores.

Un ejemplo de dispositivo microfluidico que puede usarse en el contexto de la invencién se describe en Hour et al.
“Direct Detection and Drug-resistance profiling of bacteremias using inertial microfluidics” Lap Chip. 15(10):2297-
2307 (2016).

Los sistemas descritos en el presente documento pueden incorporarse adicionalmente en dispositivos médicos
ponibles que evalian muestras bioldgicas, tales como liquidos biolégicos, de un sujeto fuera del entorno clinico e
informan el resultado del ensayo de manera remota a un servidor central al que puede acceder un profesional de
atencion médica. El dispositivo puede incluir la capacidad de tomar muestras de sangre por si mismo, tal como los
dispositivos dados a conocer en publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° 2015/0342509 titulada
“Needle-free Blood Draw” de Peeters et al., la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° 2015/0065821
titulada “Nanoparticle Phoresis” de Andrew Conrad.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el dispositivo puede comprender pocillos individuales, tales como pocillos
de microplaca. El tamafio de los pocillos de microplaca puede ser del tamafio de los pocillos de tamafo
convencional 6, 24, 96, 384, 1536, 3456 o 9600. En determinadas realizaciones de ejemplo, los elementos de los
sistemas descritos en el presente documento pueden secarse por congelacion y aplicarse a la superficie del pocillo
antes de su distribucion y uso.

Los dispositivos dados a conocer en el presente documento pueden comprender ademas puertos o aberturas de
entrada y salida, que a su vez pueden estar conectados a valvulas, tubos, canales, camaras y jeringas y/o bombas
para la introduccion y extraccion de fluidos hacia el interior y desde el dispositivo. Los dispositivos pueden estar
conectados a actuadores de flujo de fluidos que permiten el movimiento direccional de fluidos dentro del dispositivo
microfluidico. Los actuadores de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, bombas de jeringa, bombas de recirculacion
accionadas mecanicamente, bombas electroosmdéticas, bulbos, fuelles, diafragmas o burbujas destinados a forzar el
movimiento de fluidos. En determinadas realizaciones de ejemplo, los dispositivos estan conectados a controladores
con valvulas programables que trabajan juntas para mover fluidos a través del dispositivo. En determinadas
realizaciones de ejemplo, los dispositivos estan conectados a los controladores que se analizan con mas detalle a
continuacion. Los dispositivos pueden conectarse a actuadores de flujo, controladores y dispositivos de carga de
muestras mediante un tubo que termina en pasadores metalicos para su insercidon en los puertos de entrada del
dispositivo.
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Tal como se muestra en el presente documento, los elementos del sistema son estables cuando se secan por
congelacion, por tanto, también se contemplan realizaciones que no requieren un dispositivo de soporte, es decir, el
sistema puede aplicarse a cualquier superficie o fluido que admita las reacciones descritas en el presente
documento y permita la deteccién de una sefial detectable positiva de esa superficie o disolucién. Ademas de la
liofilizacion, los sistemas también pueden almacenarse de manera estable y utilizarse en forma de granulos. Los
polimeros utiles para formar formas granuladas adecuadas son conocidos en la técnica.

En determinadas realizaciones, la proteina efectora CRISPR se une a cada volumen discreto en el dispositivo. Cada
volumen discreto puede comprender un ARN guia diferente especifico para una molécula diana diferente. En
determinadas realizaciones, una muestra se expone a un sustrato sélido que comprende mas de un volumen
discreto, comprendiendo cada uno un ARN guia especifico para una molécula diana. Sin estar sujeto a ninguna
teoria, cada ARN guia capturara su molécula diana de la muestra y no es necesario dividir la muestra en ensayos
separados. Por tanto, puede conservarse una muestra valiosa. La proteina efectora puede ser una proteina de
fusion que comprenda una etiqueta de afinidad. Las etiquetas de afinidad son bien conocidas en la técnica (por
ejemplo, etiqueta HA, etiqueta Myc, etiqueta Flag, etiqueta His, biotina). La proteina efectora puede unirse a una
molécula de biotina y los volumenes discretos pueden comprender estreptavidina. En otras realizaciones, un
anticuerpo especifico para la proteina efectora se une a la proteina efectora CRISPR. Los métodos para unir una
enzima CRISPR se han descrito previamente (véase, por ejemplo, el documento US20140356867A1).

Los dispositivos dados a conocer en el presente documento también pueden incluir elementos de dispositivos de
diagndstico inmediato (POC) conocidos en la técnica para analizar muestras mediante otros métodos. Véase, por
ejemplo St John y Price, “Existing and Emerging Technologies for Point-of-Care Testing” (Clin Biochem Rev. Agosto
de 2014; 35(3): 155-167).

La presente invencion puede usarse con un sistema de sensor de diagndstico de laboratorio en chip (LOC)
inalambrico (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 9.470.699 “Diagnostic radio frequency identification
sensors and applications thereof’). En determinadas realizaciones, la presente invencion se realiza en un LOC
controlado por un dispositivo inalambrico (por ejemplo, un teléfono mévil, una agenda electrénica (PDA), una tablet)
y los resultados se informan a dicho dispositivo.

Los sistemas de etiqueta de identificacion por radiofrecuencia (RFID) incluyen una etiqueta RFID que transmite
datos para su recepcion por un lector RFID (también denominado interrogador). En un sistema RFID tipico, los
objetos individuales (por ejemplo, la mercancia de la tienda) estan equipados con una etiqueta relativamente
pequefa que contiene un transpondedor. El transpondedor tiene un chip de memoria que recibe un cédigo de
producto electrénico unico. El lector RFID emite una sefal que activa el transpondedor dentro de la etiqueta
mediante el uso de un protocolo de comunicacion. Por consiguiente, el lector RFID puede leer y escribir datos en la
etiqueta. Ademas, el lector de etiqueta RFID procesa los datos segun la aplicacion del sistema de etiqueta RFID.
Actualmente, existen etiquetas RFID de tipo pasivo y activo. La etiqueta RFID de tipo pasivo no contiene una fuente
de alimentacion interna, sino que se alimenta mediante las sefales de radiofrecuencia recibidas del lector RFID.
Alternativamente, la etiqueta RFID de tipo activo contiene una fuente de alimentacién interna que permite que la
etiqueta RFID de tipo activo posea mayores intervalos de transmisién y capacidad de memoria. El uso de una
etiqueta pasiva frente a una activa depende de la aplicacion particular.

La tecnologia de laboratorio en chip esta bien descrita en la bibliografia cientifica y consiste en multiples canales
microfluidicos, pocillos de entrada o quimicos. Las reacciones en los pocillos pueden medirse usando la tecnologia
de etiqueta de identificacion por radiofrecuencia (RFID), ya que los cables conductores del chip electrénico RFID
pueden vincularse directamente a cada uno de los pocillos de prueba. Una antena puede imprimirse o montarse en
otra capa del chip electronico o directamente en la parte posterior del dispositivo. Ademas, los cables, la antena y el
chip electronico pueden incrustarse en el chip LOC, evitando asi el cortocircuito de los electrodos o la electrénica.
Dado que LOC permite analisis y separaciones de muestras complejas, esta tecnologia permite que las pruebas de
LOC se realicen independientemente de un lector complejo o costoso. Mas bien puede usarse un dispositivo
inaldambrico sencillo, tal como un teléfono maévil o una PDA. En una realizacion, el dispositivo inalambrico también
controla la separacion y el control de los canales microfluidicos para andlisis LOC mas complejos. En una
realizacion, se incluyen un LED y otros dispositivos electronicos de medicion o deteccion en el chip LOC-RFID. Sin
estar sujeto a ninguna teoria, esta tecnologia es desechable y permite realizar pruebas complejas que requieren
separacion y mezcla fuera de un laboratorio.

En realizaciones preferidas, el LOC puede ser un dispositivo microfluidico. EI LOC puede ser un chip pasivo, en el
que el chip se alimenta y controla a través de un dispositivo inalambrico. En determinadas realizaciones, el LOC
incluye un canal microfluidico para contener reactivos y un canal para introducir una muestra. En determinadas
realizaciones, una sefial del dispositivo inalambrico alimenta el LOC y activa la mezcla de la muestra y los reactivos
de ensayo. Especificamente, en el caso de la presente invencion, el sistema puede incluir un agente de
enmascaramiento, una proteina efectora CRISPR y ARN guia especificos para una molécula diana. Tras la
activacion del LOC, el dispositivo microfluidico puede mezclar la muestra y los reactivos de ensayo. Tras el
mezclado, un sensor detecta una sefial y transmite los resultados al dispositivo inalambrico. En determinadas
realizaciones, el agente de desenmascaramiento es una molécula de ARN conductora. La molécula de ARN
conductora puede unirse al material conductor. Las moléculas conductoras pueden ser nanoparticulas conductoras,
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proteinas conductoras, particulas metélicas que se unen a la proteina o latex u otras perlas que son conductoras. En
determinadas realizaciones, si se usa ADN o ARN, las moléculas conductoras pueden unirse directamente a las
cadenas de ADN o ARN correspondientes. La liberacion de las moléculas conductoras puede detectarse a través de
un sensor. El ensayo puede ser un proceso de una sola etapa.

Dado que la conductividad eléctrica del area de la superficie puede medirse con precision, es posible obtener
resultados cuantitativos en los electroensayos RFID inalambricos desechables. Ademas, el area de prueba puede
ser muy pequefa, lo que permite realizar mas pruebas en un area determinada y, por tanto, generar ahorros de
costes. En determinadas realizaciones, se usan sensores separados, cada uno asociado con una proteina efectora
CRISPR diferente y un ARN guia inmovilizado en un sensor, para detectar multiples moléculas diana. Sin estar
sujeto a una teoria, la activacion de diferentes sensores puede distinguirse mediante el dispositivo inalambrico.

Ademas de los métodos conductivos descritos en el presente documento, pueden usarse otros métodos que se
basen en RFID o Bluetooth como la plataforma basica de comunicacion y alimentacion de bajo coste para un ensayo
RFID desechable. Por ejemplo, pueden usarse medios Opticos para evaluar la presencia y el nivel de una molécula
diana dada. En determinadas realizaciones, un sensor 6ptico detecta el desenmascaramiento de un agente de
enmascaramiento fluorescente.

En determinadas realizaciones, el dispositivo de la presente invencién puede incluir dispositivos de mano portatiles
para la lectura diagndstica de un ensayo (véase, por ejemplo, Vashist et al., Commercial Smartphone-Based Devices
and Smart Applications for Personalized Healthcare Monitoring and Management, Diagnostics 2014, 4(3), 104-128;
mReader de Mobile Assay; y lector de pruebas de diagndstico rapido Holomic).

Tal como se indica en el presente documento, determinadas realizaciones permiten la deteccion a través de cambios
colorimétricos que tienen determinados beneficios concomitantes cuando las realizaciones se utilizan en situaciones
de POC y/o en entornos con pocos recursos donde el acceso a equipos de deteccion mas complejos para leer la
sefial puede ser limitado. Sin embargo, las realizaciones portatiles dadas a conocer en el presente documento
también pueden acoplarse con espectrofotometros de mano que permiten la deteccion de sefales fuera del intervalo
visible. Un ejemplo de un dispositivo de espectrofotdmetro de mano que puede usarse en combinacién con la
presente invencion se describe en Das et al. “Ultra-portable, wireless smartphone spectrophotometer for rapid, non-
destructive testing of fruit ripeness”. Nature Scientific Reports. 2016, 6:32504, DOI: 10.1038/srep32504. Finalmente,
en determinadas realizaciones que utilizan constructos de enmascaramiento basados en puntos cuanticos, el uso de
una luz UV de mano u otro dispositivo adecuado puede usarse con éxito para detectar una sefial debido al
rendimiento cuantico casi completo proporcionado por los puntos cuanticos.

EJEMPLOS DE METODOS Y ENSAYOS

El bajo coste y la adaptabilidad de la plataforma de ensayo se presta a una serie de aplicaciones que incluyen (i)
cuantificacion general de ARN/ADN/proteina, (ii) deteccion rapida y multiplexada de expresion de proteinas y
ARN/ADN, Yy (iii) deteccidon sensible de los acidos nucleicos, péptidos y proteinas diana en muestras clinicas y
ambientales. Ademas, los sistemas dados a conocer en el presente documento pueden adaptarse para la deteccion
de transcritos dentro de entornos bioldgicos, tales como las células. Dada la naturaleza altamente especifica de los
efectores CRISPR descritos en el presente documento, es posible monitorizar la expresion alélica especifica de
transcritos o mutaciones asociadas a enfermedades en células vivas.

En determinadas realizaciones de ejemplo, las secuencias de guia Unicas especificas para una sola diana se
colocan en volumenes distintos. Cada volumen puede recibir entonces una muestra diferente o una alicuota de la
misma muestra. En determinadas realizaciones de ejemplo, multiples secuencias de guia, cada una para una diana
distinta, pueden colocarse en un solo pocillo de modo que puedan examinarse multiples dianas en un pocillo
diferente. Con el fin de detectar multiples ARN guia en un solo volumen, en determinadas realizaciones de ejemplo,
pueden usarse multiples proteinas efectoras con diferentes especificidades. Por ejemplo, pueden usarse diferentes
ortélogos con diferentes especificidades de secuencia. Por ejemplo, un ortélogo puede cortar preferiblemente A,
mientras que otros pueden cortar preferiblemente C, G, U/T. Por consiguiente, pueden generarse constructos de
enmascaramiento que comprendan por completo, o estén compuestos por una porcion sustancial, de un solo
nucleétido, cada una con un fluoréforo diferente que puede detectarse en diferentes longitudes de onda. De esta
manera, pueden examinarse hasta cuatro dianas diferentes en un uUnico volumen discreto individual. En
determinadas realizaciones de ejemplo, pueden usarse diferentes ortdlogos de una misma clase de proteina
efectora CRISPR, como dos ortélogos de Cas13a, dos ortdlogos de Cas13b o dos ortélogos de Cas13c. Las
preferencias de nucleétidos de diversas proteinas Cas13 se muestran en la figura 67. En otras determinadas
realizaciones de ejemplo, pueden usarse diferentes ortélogos con diferentes preferencias de edicidon de nucledtidos,
tales como ortélogos de Cas13a y Cas13b, u ortélogos de Cas13a y Cas13c, u ortélogos de Cas13b y ortélogos de
Cas13c, etc. En determinadas realizaciones de ejemplo, se usan la proteina Cas13 con una preferencia poliU y una
proteina Cas13 con una preferencia poliA. En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina Cas13 con una
preferencia poliU es una Cas13b de Prevotella intermedia y la proteina Cas13 con una preferencia poliA es una
proteina Cas13b de Prevotella sp. MA2106 (PsmCas13b). En determinadas realizaciones de ejemplo, la proteina
Cas13 con una preferencia poliU es una proteina Cas13a de Leptotrichia wadei (LwaCas13a) y la proteina Cas13
con una preferencia poliA es una proteina Cas13b de Prevotella sp. MA2106. En determinadas realizaciones de
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ejemplo, la proteina Cas13 con una preferencia poliU es proteina Cas13b de Capnocytophaga canimorsus
(CcaCas13b).

Ademas de las preferencias de edicion de base Unica, pueden disefarse constructos de deteccidén adicionales
basandose otras preferencias de corte de motivo de los ortélogos de Cas 13. Por ejemplo, los ortélogos de Cas13
pueden cortar preferiblemente una secuencia de dinucleétidos, una secuencia de trinucleétidos o motivos mas
complejos que comprenden 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 motivos de nucleétidos. Por tanto, el limite superior para los ensayos
multiplex que usan las realizaciones dadas a conocer en el presente documento esté limitado principalmente por el
numero de marcadores detectables distinguibles. Los métodos de ejemplo para identificar tales motivos se describen
adicionalmente en los ejemplos de trabajo a continuacion.

Tal como se demuestra en el presente documento, los sistemas efectores CRISPR pueden detectar concentraciones
hasta attomolares de moléculas diana. Véase, por ejemplo, las figuras 13, 14, 19, 22 y los ejemplos de trabajo
descritos a continuacion. Los ensayos y aplicaciones de ejemplo se describen con mayor detalle a continuacion.

APLICACIONES MICROBIANAS

En determinadas realizaciones de ejemplo, los sistemas, dispositivos y métodos dados a conocer en el presente
documento se refieren a detectar la presencia de uno o mas agentes microbianos en una muestra, tal como una
muestra biolégica obtenida de un sujeto. En determinadas realizaciones de ejemplo, el microbio puede ser una
bacteria, un hongo, una levadura, un protozoo, un parasito o un virus. Por consiguiente, los métodos dados a
conocer en el presente documento pueden adaptarse para su uso en otros métodos (o en combinacién) con otros
meétodos que requieren una identificacion rapida de especies de microbios, control de la presencia de proteinas
microbianas (antigenos), anticuerpos, genes de anticuerpos, deteccion de determinados fenotipos (por ejemplo,
resistencia bacteriana), seguimiento de la evolucién y/o brote epidémico de la enfermedad y deteccion de
antibiéticos. Debido a las capacidades diagnosticas rapidas y sensibles de las realizaciones dadas a conocer en el
presente documento, la deteccién del tipo de especie de microbio, hasta una diferencia de un solo nucleétido, y la
capacidad de implementarse como un dispositivo de POC, las realizaciones dadas a conocer en el presente
documento pueden usarse para guiar regimenes terapéuticos, tales como la seleccion del antibiético o antiviral
adecuado. Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden usarse para examinar
muestras ambientales (aire, agua, superficies, alimentos, etc.) para detectar la presencia de contaminacion
microbiana.

Se da a conocer un método para identificar especies microbianas, tales como especies bacterianas, virales,
fungicas, de levadura o parasitarias, o similares. Las realizaciones particulares dadas a conocer en el presente
documento describen métodos y sistemas que identificaran y distinguiran especies microbianas dentro de una sola
muestra, o entre multiples muestras, lo que permitirda el reconocimiento de muchos microbios diferentes. Los
presentes métodos permiten la deteccion de patégenos y la distincion entre dos o mas especies de uno o mas
organismos, por ejemplo, bacterias, virus, levaduras, protozoos y hongos o una combinacion de los mismos, en una
muestra bioldégica o ambiental, detectando la presencia de una secuencia de acido nucleico diana en la muestra.
Una sefial positiva obtenida de la muestra indica la presencia del microbio. Pueden identificarse multiples microbios
simultaneamente usando los métodos y sistemas de la invencién, empleando el uso de mas de una proteina
efectora, en donde cada proteina efectora selecciona como diana una secuencia diana microbiana especifica. De
esta manera, puede realizarse un analisis multinivel para un sujeto en particular en el que puede detectarse
cualquier cantidad de microbios a la vez. En algunas realizaciones, la deteccion simultanea de multiples microbios
puede realizarse usando un conjunto de sondas que pueden identificar una 0 mas especies microbianas.

El analisis multiplex de muestras permite la deteccién de muestras a gran escala, lo que reduce el tiempo y el coste
de los analisis. Sin embargo, los analisis multiplex a menudo estan limitados por la disponibilidad de una muestra
biolégica. Segun la invencion, sin embargo, pueden realizarse alternativas al analisis multiplex de modo que puedan
afiadirse multiples proteinas efectoras a una sola muestra y cada constructo de enmascaramiento pueda combinarse
con un colorante extintor separado. En este caso, las sefiales positivas pueden obtenerse de cada colorante extintor
por separado para la deteccion multiple en una sola muestra.

En el presente documento se dan a conocer métodos para distinguir entre dos o mas especies de uno o0 mas
organismos en una muestra. Los métodos también pueden detectar una o mas especies de uno o mas organismos
en una muestra.

Deteccion de microbios

En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar microbios en muestras que comprende distribuir
una muestra o conjunto de muestras en uno o mas volumenes discretos individuales, comprendiendo los volumenes
discretos individuales un sistema CRISPR tal como se describe en el presente documento; incubar la muestra o
conjunto de muestras en condiciones suficientes para permitir la uniéon de uno o mas ARN guia a una o0 mas dianas
especificas de microbios; activar la proteina efectora CRISPR mediante la unién del uno o mas ARN guia a la una o
mas moléculas diana, en el que la activacién de la proteina efectora CRISPR da como resultado la modificacion del
constructo de enmascaramiento basado en ARN de manera que se genera una sefal positiva detectable; y detectar
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la sefal positiva detectable, en el que la deteccién de la sefial positiva detectable indica la presencia de una o mas
moléculas diana en la muestra. La una o mas moléculas diana pueden ser ARNm, ADNg (codificante o no
codificante), ARNtr o ARNr que comprende una secuencia de nucleétidos diana que puede usarse para distinguir
dos 0 mas especies/cepas microbianas entre si. Los ARN guia pueden disefiarse para detectar secuencias diana.
Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden utilizar determinadas etapas para
mejorar la hibridacion entre secuencias de ARN guia y ARN diana. Los métodos para mejorar la hibridacion del
acido ribonucleico se dan a conocer en el documento WO 2015/085194, titulado “Enhanced Methods of Ribonucleic
Acid Hybridization”. La diana especifica de microbios puede ser un ARN o ADN o una proteina. Si el método de ADN
puede comprender ademas el uso de cebadores de ADN que introducen un promotor de ARN polimerasa tal como
se describe en el presente documento. Si la diana es una proteina, entonces el método utilizara aptameros y etapas
especificas para la deteccion de proteinas descritos en el presente documento.

Deteccion de variantes de un solo nucleétido

En algunas realizaciones, una o mas secuencias diana identificadas pueden detectarse usando ARN guia que son
especificos para y se unen a la secuencia diana tal como se describe en el presente documento. Los sistemas y
meétodos de la presente invencion pueden distinguir incluso entre polimorfismos de un solo nucleétido presentes
entre diferentes especies microbianas y, por tanto, el uso de multiples ARN guia segun la invencién puede ampliar o
mejorar adicionalmente el numero de secuencias diana que pueden usarse para distinguir entre especies. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, el uno o mas ARN guia pueden distinguir entre microbios en la especie, género,
familia, orden, clase, filo, reino o fenotipo, o una combinacion de los mismos.

Deteccion basada en secuencias de ARNr

En determinadas realizaciones de ejemplo, los dispositivos, sistemas y métodos descritos en el presente documento
pueden usarse para distinguir multiples especies microbianas en una muestra. En determinadas realizaciones de
ejemplo, la identificacion puede basarse en secuencias de ARN ribosémico, incluyendo las subunidades 16S, 23S y
5S. Los métodos para identificar secuencias de ARNr relevantes se dan a conocer en la publicacién de solicitud de
patente estadounidense n.° 2017/0029872. En determinadas realizaciones de ejemplo, puede disefiarse un conjunto
de ARN guia para distinguir cada especie por una region variable que es unica para cada especie o cepa. Los ARN
guia también pueden disefiarse para seleccionar como diana genes de ARN que distinguen microbios en niveles de
género, familia, orden, clase, filo, reino o una combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones de ejemplo
en las que se usa la amplificacion, puede disefiarse un conjunto de cebadores de amplificacién para flanquear las
regiones constantes de la secuencia de ARN ribosémico y puede disefiarse un ARN guia para distinguir cada
especie por una regioén interna variable. En determinadas realizaciones de ejemplo, los cebadores y los ARN guia
pueden disefiarse para regiones conservadas y variables en la subunidad 16S respectivamente. También pueden
usarse otros genes o regiones genémicas que varian de manera unica entre especies 0 un subconjunto de especies
tales como la familia de genes RecA, la subunidad B de la ARN polimerasa. Otros marcadores filogenéticos
adecuados y métodos para identificar los mismos se analizan, por ejemplo, en Wu et al. arXiv: 1307.8690 [g-bio.GN].

En determinadas realizaciones de ejemplo, se disefia un método o diagndstico para examinar microbios a través de
multiples niveles filogenéticos y/o fenotipicos al mismo tiempo. Por ejemplo, el método o diagnéstico puede
comprender el uso de multiples sistemas CRISPR con diferentes ARN guia. Un primer conjunto de ARN guia puede
distinguir, por ejemplo, entre micobacterias, bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas clases generales
pueden subdividirse adicionalmente. Por ejemplo, los ARN guia pueden disefiarse y usarse en el método o
diagndstico que distinguen las bacterias entéricas y no entéricas dentro de las bacterias Gram negativas. Puede
disefiarse un segundo conjunto de ARN guia para distinguir los microbios a nivel de género o especie. Por tanto,
puede producirse una matriz que identifique todas las micobacterias, bacterias Gram positivas, bacterias Gram
negativas (divididas ademas en entéricas y no entéricas) con cada género de especies de bacterias identificadas en
una muestra dada que se encuentran dentro de una de esas clases. Lo anterior es sdlo para fines de ejemplo.
También se contemplan otros medios para clasificar otros tipos de microbios y seguirian la estructura general
descrita anteriormente.

Examen para seleccionar la resistencia a los farmacos

En determinadas realizaciones de ejemplo, los dispositivos, sistemas y métodos dados a conocer en el presente
documento pueden usarse para realizar un examen de seleccion de genes microbianos de interés, por ejemplo,
genes de resistencia a antibidticos y/o antivirales. Los ARN guia pueden disefiarse para distinguir entre genes de
interés conocidos. Luego las muestras, incluyendo las muestras clinicas, pueden examinarse usando las
realizaciones dadas a conocer en el presente documento para la deteccion de tales genes. La capacidad de
examinar la resistencia a los farmacos en el POC tendria un enorme beneficio en la seleccién de un régimen de
tratamiento adecuado. En determinadas realizaciones de ejemplo, los genes de resistencia a antibidticos son
carbapenemasas que incluyen KPC, NDM1, CTX-M15, OXA-48. Se conocen otros genes de resistencia a
antibidticos y pueden encontrarse, por ejemplo, en la base de datos completa de resistencia a los antibiéticos (Jia et
al. “CARD 2017: expansion and model-centric curation of the Comprehensive Antibiotic Resistance Database”.
Nucleic Acids Research, 45, D566-573).
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La ribavirina es un antiviral eficaz que ataca a varios virus de ARN. Varios virus clinicamente importantes han
desarrollado resistencia a la ribavirina, incluyendo virus de la fiebre aftosa doi:10.1128/JVI1.03594-13; virus de la
poliomielitis (Pfeifer y Kirkegaard. PNAS, 100(12):7289-7294, 2003); y virus de la hepatitis C (Pfeiffer y Kirkegaard, J.
Virol. 79(4):2346-2355, 2005). Varios de otros virus de ARN persistentes, tal como la hepatitis y el VIH, han
desarrollado resistencia a farmacos antivirales existentes: virus de la hepatitis B (lamivudina, tenofovir, entecavir)
doi:10/1002/hep22900; virus de la hepatitis C (telaprevir, BILN2061, ITMN-191, SCh6, boceprevir, AG-021541, ACH-
806) doi:10.1002/hep.22549; y VIH (muchas mutaciones de resistencia a los farmacos) hivb.standford.edu. Las
realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden usarse para detectar tales variantes, entre otras.

Aparte de la resistencia a los farmacos, hay una serie de mutaciones clinicamente relevantes que pueden detectarse
con las realizaciones dadas a conocer en el presente documento, tales como infeccién persistente frente aguda en
LCMV (doi: 10.1073/pnas.1019304108), y mayor infectividad de ébola (Diehl et al. Cell. 2016, 167(4):1088-1098).

Tal como se describe en otra parte en el presente documento, las especies microbianas estrechamente relacionadas
(por ejemplo, que tienen una diferencia de un solo nucledtido en una secuencia diana determinada) pueden
distinguirse mediante la introduccion de un apareamiento erréneo sintético en el ARNg.

Enfoques de cobertura de conjuntos

En realizaciones particulares, se disefia un conjunto de ARN guia que pueden identificar, por ejemplo, todas las
especies microbianas dentro de un conjunto definido de microbios. En determinadas realizaciones de ejemplo, los
meétodos para generar ARN guia tal como se describe en el presente documento pueden compararse con los
meétodos descritos en el documento WO 2017/040316. Tal como se describe en el documento WO 2017040316, una
solucién de cobertura de conjuntos puede identificar el nimero minimo de sondas de secuencias diana o ARN guia
necesarios para cubrir una secuencia diana completa o un conjunto de secuencias diana, por ejemplo, un conjunto
de secuencias gendomicas. Los enfoques de cobertura de conjuntos se han usados previamente para identificar
cebadores y/o sondas de micromatrices, normalmente en el intervalo de 20 a 50 pares de bases. Véase, por
ejemplo, Pearson et al., cs.virginia.edu/~robins/papers/primers_dam11_final.pdf., Jabado et al. Nucleic Acids Res.
2006 34(22):6605-11, Jabado et al. Nucleic Acids Res. 2008, 36(1):e3 doi10.1093/nar/gkm1106, Duitama et al.
Nucleic Acids Res. 2009, 37(8):2483-2492, Phillippy et al. BMC Bioinformatics. 2009, 10:293 doi:10.1186/1471-2105-
10-293. Sin embargo, tales enfoques generalmente implicaban tratar cada cebador/sonda como k-meros y buscar
coincidencias exactas o permitir coincidencias inexactas usando matrices de sufijos. Ademas, los métodos
generalmente adoptan un enfoque binario para detectar la hibridacion seleccionando cebadores o sondas de modo
que cada secuencia de entrada soélo necesita estar unida por un cebador o sonda y la posicion de esta unién a lo
largo de la secuencia es irrelevante. Los métodos alternativos pueden dividir un genoma diana en ventanas
predefinidas y tratar de manera efectiva cada ventana como una secuencia de entrada separada bajo el enfoque
binario: es decir, determinan si una sonda o guia de ARN dada se une dentro de cada ventana y requieren que todas
las ventanas estén unidas por el estado de alguna sonda o guia de ARN. Efectivamente, estos enfoques tratan cada
elemento del “universo” en el problema de cobertura de conjuntos como si fuera una secuencia de entrada completa
0 una ventana predefinida de una secuencia de entrada, y cada elemento se considera “cubierto” si el inicio de una
sonda o ARN guia se une dentro del elemento. Estos enfoques limitan la fluidez con la cual se permite que
diferentes disefios de sonda o ARN guia cubran una secuencia diana dada.

Por el contrario, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento se refieren a detectar longitudes de
ARN guia o de sonda mas largas, por ejemplo, en el intervalo de 70 pb a 200 pb que son adecuadas para la
secuenciacion de seleccion hibrida. Ademas, los métodos dados a conocer por el documento WO 2017/040316 en el
presente documento pueden aplicarse para adoptar un enfoque de secuencia pan-diana que puede definir una
sonda o conjuntos de ARN guia que pueden identificar y facilitar la secuenciacién de deteccion de todas las
secuencias de especies y/o cepas en un conjunto de secuencias diana grande y/o variable. Por ejemplo, los
meétodos dados a conocer en el presente documento pueden usarse para identificar todas las variantes de un virus
determinado o multiples virus diferentes en un solo ensayo. Ademas, el método dado a conocer en el presente
documento trata cada elemento del “universo” en el problema de la cobertura de conjuntos como si fuera un
nucleétido de una secuencia diana, y cada elemento se considera “cubierto” siempre que una sonda o ARN guia se
una a algun segmento de un genoma diana que incluye el elemento. Este tipo de métodos de cobertura de conjuntos
pueden usarse en lugar del enfoque binario de los métodos anteriores, los métodos dados a conocer en el presente
documento modelan mejor como una sonda o un ARN guia puede hibridarse con una secuencia diana. En lugar de
solo preguntar si una secuencia de ARN guia dada se une 0 no a una ventana determinada, estos enfoques pueden
usarse para detectar un patrén de hibridacion, es decir, donde una sonda o ARN guia dado se une a una secuencia
diana o secuencias diana, y luego determinar a partir de esos patrones de hibridacién el numero minimo de sondas
o ARN guia necesarios para cubrir el conjunto de secuencias diana en un grado suficiente para permitir tanto el
enriquecimiento de una muestra como la secuenciacion de cualquiera y todas las secuencias diana. Estos patrones
de hibridacion pueden determinarse definiendo determinados parametros que minimizan una funcién de pérdida, lo
que permite la identificacion de conjuntos minimos de sonda o ARN guia de una manera que permite que los
parametros varien para cada especie, por ejemplo, para reflejar la diversidad de cada especie, asi como de una
manera computacionalmente eficiente que no puede lograrse mediante una aplicacién sencilla de una solucion de
cobertura de conjuntos, tales como las que se aplicaron anteriormente en el contexto de disefio de sonda o ARN
guia.
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La capacidad de detectar multiples abundancias de transcritos puede permitir la generacion de firmas microbianas
Unicas indicativas de un fenotipo particular. Pueden usarse diversas técnicas de aprendizaje automatico para derivar
las firmas génicas. Por consiguiente, los ARN guia de los sistemas CRISPR pueden usarse para identificar y/o
cuantificar niveles relativos de biomarcadores definidos por la firma génica para detectar determinados fenotipos. En
determinadas realizaciones de ejemplo, la firma génica indica susceptibilidad a un antibidtico, resistencia a un
antibidtico o una combinacion de las mismas.

En un aspecto de la invencion, un método comprende detectar uno o mas patégenos. De esta manera, puede
obtenerse la diferenciacion entre la infeccion de un sujeto por microbios individuales. En algunas realizaciones, tal
diferenciacion puede permitir la deteccién o el diagnostico por parte de un médico de enfermedades especificas, por
ejemplo, diferentes variantes de una enfermedad. Preferiblemente, la secuencia del patégeno es un genoma del
patégeno o un fragmento del mismo. El método puede comprender ademas determinar la evolucion del patégeno.
Determinar la evolucién del patégeno puede comprender la identificacion de mutaciones del patégeno, por ejemplo,
delecion de nucledtidos, insercidon de nucledtidos, sustitucion de nucleétidos. Entre estos ultimos, hay sustituciones
no sindnimas, sindnimas y no codificantes. Las mutaciones son mas frecuentemente no sinénimas durante un brote
epidémico. El método puede comprender ademas determinar la tasa de sustitucién entre dos secuencias de
patégenos analizadas tal como se describié anteriormente. Sin embargo, si las mutaciones son perjudiciales o
incluso adaptativas requeriria un analisis funcional, la tasa de mutaciones no sinénimas sugiere que la evoluciéon
continua de esta epidemia puede brindar una oportunidad para la adaptacion del patégeno, lo que subraya la
necesidad de una contencion rapida. Por tanto, el método puede comprender ademas evaluar el riesgo de
adaptacion viral, en el que se determina el niumero de mutaciones no sinénimas. (Gire, et al., Science 345, 1369,
2014).

Monitorizacion de brotes epidémicos de microbios

En algunas realizaciones, puede usarse un sistema CRISPR o métodos de uso del mismo tal como se describe en el
presente documento para determinar la evolucion de un brote epidémico de patégenos. El método puede
comprender la deteccion de una o mas secuencias diana de una pluralidad de muestras de uno o mas sujetos, en el
que la secuencia diana es una secuencia de un microbio que provoca los brotes epidémicos. Tal método puede
comprender ademas determinar un patron de transmisién del patdégeno, o un mecanismo involucrado en un brote
epidémico de enfermedad provocado por un patégeno.

El patron de transmision del patégeno puede comprender nuevas transmisiones continuas desde el reservorio
natural del patdgeno o transmisiones de sujeto a sujeto (por ejemplo, transmision de persona a persona) después de
una sola transmision desde el reservorio natural o una combinacién de ambas. En una realizacion, la transmision del
patégeno puede ser una transmision viral o bacteriana, en tal caso, la secuencia diana es preferiblemente un
genoma microbiano o fragmentos del mismo. En una realizacién, el patron de transmision del patégeno es el patron
temprano de la transmision del patdégeno, es decir, al comienzo del brote epidémico del patégeno. Determinar el
patrén de transmision del patégeno al comienzo del brote epidémico aumenta la probabilidad de detener el brote
epidémico lo antes posible, reduciendo asi la posibilidad de diseminacion local e internacional.

Determinar el patron de transmision del patdgeno puede comprender detectar una secuencia de patégenos segun
los métodos descritos en el presente documento. La determinacion del patron de transmision del patdgeno puede
comprender ademas la deteccion de variaciones dentro del huésped compartidas de la secuencia patégena entre los
sujetos y la determinacion de si las variaciones dentro del huésped compartidas muestran patrones temporales. Los
patrones en la variacion dentro del huésped y entre huéspedes observada brindan informacién importante sobre la
transmisién y la epidemiologia (Gire, et al., 2014).

La deteccion de variaciones dentro del huésped compartidas entre los sujetos que muestran patrones temporales es
una indicacion de vinculos de transmision entre sujetos (en particular entre seres humanos) porque puede explicarse
por infeccién del sujeto de multiples fuentes (sobreinfeccion), contaminacion de la muestra, mutaciones recurrentes
(con o sin seleccion disruptiva para reforzar las mutaciones), o la cotransmision de virus ligeramente divergentes que
surgieron por mutacion anterior en la cadena de transmision (Park, et al., Cell 161(7):1516-1526, 2015). La deteccion
de variaciones dentro del huésped compartidas entre sujetos puede comprender la deteccion de variantes dentro del
huésped ubicadas en posiciones comunes de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). La deteccion positiva de
variantes dentro del huésped ubicadas en posiciones comunes (SNP) es indicativa de que la sobreinfeccion y la
contaminacién son explicaciones principales de las variantes dentro del huésped. La sobreinfeccion y la
contaminacion pueden distinguirse en funcion de la frecuencia de SNP que aparece como variantes entre
huéspedes (Park, et al., 2015). De lo contrario, puede descartarse la sobreinfeccion y la contaminacion. En este
ultimo caso, la deteccion de variaciones dentro del huésped compartidas entre sujetos puede comprender ademas
evaluar las frecuencias de variantes sindnimas y no sinénimas y comparar la frecuencia de variantes sinénimas y no
sindnimas entre si. Una mutaciéon no sinénima es una mutacion que altera el aminoacido de la proteina, lo que
probablemente dé como resultado un cambio biologico en el microbio que esta sujeto a la seleccién natural. La
sustitucién sindnima no altera una secuencia de aminoacidos. La misma frecuencia de variantes sinénimas y no
sindnimas es indicativa de que las variantes dentro del huésped evolucionan de manera neutral. Si las frecuencias
de las variantes sindnimas y no sindnimas son divergentes, es probable que las variantes dentro del huésped se
mantengan mediante la seleccion disruptiva. Si las frecuencias de variantes sindnimas y no sinénimas son bajas,
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esto es indicativo de una mutacion recurrente. Si las frecuencias de variantes sindnimas y no sindénimas son altas,
esto es indicativo de cotransmision (Park, et al., 2015).

Al igual que el virus del ébola, el virus de Lassa (LASV) puede provocar fiebre hemorragica con altas tasas de
letalidad. Andersen et al. generaron un catalogo gendmico de casi 200 secuencias de LASV a partir de muestras
clinicas y de reservorios de roedores (Andersen, et al., Cell Volume 162, numero 4, pags. 738-750, 13 de agosto de
2015). Andersen et al. muestran que mientras que la epidemia de EVE de 2013-2015 esta impulsado por
transmisiones de persona a persona, las infecciones por LASV se deben principalmente a infecciones de reservorio
a persona. Andersen et al. dilucidaron la propagacién de LASV en Africa occidental y muestran que esta migracién
estuvo acompafiada de cambios en la abundancia del genoma de LASV, las tasas de mortalidad, la adaptacion de
codones y la eficiencia de traduccion. EI método puede comprender ademas comparar filogenéticamente una
primera secuencia patdégena con una segunda secuencia patdgena y determinar si existe un vinculo filogenético
entre las secuencias patdégenas primera y segunda. La segunda secuencia patégena puede ser una secuencia de
referencia anterior. Si existe un vinculo filogenético, el método puede comprender ademas enraizar la filogenia de la
primera secuencia patdégena en la segunda secuencia patéogena. Por tanto, es posible construir el linaje de la
primera secuencia patégena. (Park, et al., 2015).

El método puede comprender ademas determinar si las mutaciones son perjudiciales o adaptativas. Las mutaciones
perjudiciales son indicativas de virus con problemas de transmision e infecciones sin salida, por lo que normalmente
solo estan presentes en un sujeto individual. Las mutaciones exclusivas de un sujeto individual son aquellas que se
producen en las ramas externas del arbol filogenético, mientras que las mutaciones de ramas internas son aquellas
presentes en multiples muestras (es decir, en multiples sujetos). Una tasa mas alta de sustitucion no sinénima es
una caracteristica de las ramas externas del arbol filogenético (Park, et al., 2015).

En las ramas internas del arbol filogenético, la seleccion ha tenido mas oportunidad de filtrar mutantes perjudiciales.
Las ramas internas, por definicion, han producido multiples linajes descendientes y, por tanto, es menos probable
que incluyan mutaciones con costes de adecuacion bioldgica. Por tanto, una tasa mas baja de sustitucion no
sindnima es indicativa de ramas internas (Park, et al., 2015).

Las mutaciones sindnimas, que probablemente tienen menos impacto en la adecuacién bioldgica, se produjeron a
frecuencias mas comparables en las ramas internas y externas (Park, et al., 2015).

Al analizar la secuencia diana secuenciada, tal como los genomas virales, es posible descubrir los mecanismos
responsables de la gravedad del episodio epidémico, tal como durante el brote epidémico de ébola de 2014. Por
ejemplo, Gire et al. hicieron una comparacion filogenética de los genomas del brote epidémico de 2014 con los 20
genomas de brotes epidémicos anteriores y sugirieron que el virus de Africa occidental de 2014 probablemente se
propagé desde Africa central en la Gltima década. Fue problematico enraizar la filogenia usando la divergencia de
otros genomas de virus del Ebola (6, 13). Sin embargo, enraizar el arbol en el brote epidémico mas antiguo reveld
una fuerte correlacion entre la fecha de la muestra y la distancia de la raiz a la punta, con una tasa de sustitucion de
8 x 10* por sitio por afio (13). Esto sugiere que los linajes de los tres brotes mas recientes divergieron de un
ancestro comun aproximadamente al mismo tiempo, aproximadamente 2004, lo que respalda la hipétesis de que
cada brote epidémico representa un acontecimiento zoondtico independiente de la misma poblacion viral
genéticamente diversa en su reservorio natural. También descubrieron que el brote epidémico de EBOV de 2014
puede ser provocado por una sola transmisién del reservorio natural, seguida de transmisién de persona a persona
durante el brote epidémico. Sus resultados también sugirieron que el episodio epidémico en Sierra Leona puede
deberse a la introduccion de dos virus genéticamente distintos de Guinea aproximadamente al mismo tiempo (Gire,
etal., 2014).

También ha sido posible determinar como se propagod el virus de Lassa desde su punto de origen, en particular
gracias a la transmision de persona a persona, e incluso rastrear la historia de esta propagacion hace 400 afios
(Andersen, et al., Cell 162(4):738-50, 2015).

En relacidon con el trabajo necesario durante el brote epidémico de EBOV de 2013-2015 y las dificultades
encontradas por el personal médico en el lugar del brote epidémico, y de manera mas general, el método de la
invencion permite realizar una secuenciacion usando menos sondas seleccionadas de manera que la secuenciacion
puede acelerarse, acortando asi el tiempo necesario desde la toma de muestras hasta la obtencion de resultados.
Ademas, los kits y sistemas pueden disefiarse para que puedan usarse en el campo de manera que el diagnéstico
de un paciente pueda realizarse facilmente sin necesidad de enviar muestras a otra parte del pais o del mundo.

En cualquier método descrito anteriormente, puede usarse cualquiera de los procesos de secuenciacion descritos
anteriormente para la secuenciacion de la secuencia diana o fragmento de la misma. Ademas, la secuenciacion de
la secuencia diana o fragmento de la misma puede ser una secuenciacion casi en tiempo real. La secuenciacion de
la secuencia diana o fragmento de la misma puede llevarse a cabo segun los métodos descritos anteriormente
(Procedimientos experimentales: Matranga et al., 2014; y Gire, et al., 2014). La secuenciacién de la secuencia diana
o fragmento de la misma puede comprender la secuenciaciéon paralela de una pluralidad de secuencias diana. La
secuenciacion de la secuencia diana o fragmento de la misma puede comprender la secuenciacion lllumina.
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El analisis de la secuencia diana o fragmento de la misma que se hibrida con una o mas de las sondas
seleccionadas puede ser un analisis de identificacion, en el que la hibridacién de una sonda seleccionada con la
secuencia diana o un fragmento de la misma indica la presencia de la secuencia diana dentro de la muestra.

Actualmente, los diagndsticos primarios se basan en los sintomas que tiene un paciente. Sin embargo, diversas
enfermedades pueden compartir sintomas idénticos, por lo que los diagnésticos dependen mucho de las
estadisticas. Por ejemplo, la malaria desencadena sintomas similares a los de la gripe: dolor de cabeza, fiebre,
escalofrios, dolor en las articulaciones, vomitos, anemia hemolitica, ictericia, hemoglobina en la orina, dafo en la
retina y convulsiones. Estos sintomas también son comunes para la septicemia, la gastroenteritis y las
enfermedades virales. Entre estos ultimos, la fiebre hemorragica del Ebola tiene los siguientes sintomas fiebre, dolor
de garganta, dolor muscular, dolores de cabeza, vémitos, diarrea, sarpullido, disminucion de la funcion del higado y
los rifiones, hemorragia interna y externa.

Cuando se presenta un paciente a una unidad médica, por ejemplo en Africa tropical, los diagnésticos basicos
concluirdn en malaria porque, estadisticamente, la malaria es la enfermedad mas probable en esa regién de Africa.
Por consiguiente, el paciente recibe tratamiento para la malaria, aunque es posible que el paciente no haya
contraido la enfermedad y el paciente termine sin recibir el tratamiento correcto. Esta falta de tratamiento correcto
puede poner en riesgo la vida especialmente cuando la enfermedad que el paciente contrae presenta una evoluciéon
rapida. Puede ser demasiado tarde antes de que el personal médico se dé cuenta de que el tratamiento dado al
paciente es ineficaz y llegue al diagnostico correcto y administre el tratamiento adecuado al paciente.

El método de la invencion proporciona una solucién a esta situacién. De hecho, debido a que el numero de ARN
guia puede reducirse drasticamente, esto hace posible proporcionar en un solo chip sondas seleccionadas divididas
en grupos, siendo cada grupo especifico para una enfermedad, de modo que una pluralidad de enfermedades, por
ejemplo, infeccion viral, puede diagnosticarse al mismo tiempo. Gracias a la invencion pueden diagnosticarse mas
de 3 enfermedades en un solo chip, preferiblemente mas de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20
enfermedades al mismo tiempo, preferiblemente las enfermedades que se presentan con mayor frecuencia dentro
de la poblacién de un area geografica determinada. Dado que cada grupo de sondas seleccionadas es especifico
para una de las enfermedades diagnosticadas, puede realizarse un diagnostico mas preciso, disminuyendo asi el
riesgo de administrar un tratamiento incorrecto al paciente.

En otros casos, una enfermedad como una infeccién viral puede ocurrir sin ningun sintoma, o haber causado
sintomas pero estos desaparecieron antes de que el paciente fuera presentado al personal médico. En tales casos,
o bien el paciente no busca asistencia médica o bien el diagndstico se complica por la ausencia de sintomas el dia
de la presentacion.

La presente invencion también puede usarse junto con otros métodos de diagndstico de enfermedades,
identificacion de patdgenos y optimizacion del tratamiento basados en la deteccion de acidos nucleicos, tales como
ARNmM en muestras en bruto no purificadas.

El método de la invencion también proporciona una poderosa herramienta para abordar esta situacion. En efecto,
dado que dentro de un unico diagndstico estan comprendidos una pluralidad de grupos de ARN guia seleccionados,
siendo cada grupo especifico de una de las enfermedades mas comunes que se producen en la poblacién de la
zona determinada, el personal médico solo necesita poner en contacto una muestra biologica tomada del paciente
con el chip. La lectura del chip revela las enfermedades que ha contraido el paciente.

En algunos casos, el paciente se presenta al personal médico para el diagndstico de sintomas particulares. El
método de la invencion permite no solo identificar qué enfermedad provoca estos sintomas sino al mismo tiempo
determinar si el paciente padece otra enfermedad que no conocia.

Esta informacién puede ser de suma importancia a la hora de buscar los mecanismos de un brote epidémico. De
hecho, grupos de pacientes con virus idénticos también muestran patrones temporales que sugieren vinculos de
transmision de sujeto a sujeto.

Examen para detectar alteraciones genéticas microbianas

En determinadas realizaciones de ejemplo, los sistemas CRISPR dados a conocer en el presente documento
pueden usarse para realizar un examen de deteccion de alteraciones genéticas microbianas. Tales métodos pueden
ser utiles, por ejemplo, para trazar rutas microbianas y redes funcionales. Las células microbianas pueden
modificarse genéticamente y luego examinarse en diferentes condiciones experimentales. Tal como se describid
anteriormente, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden examinar multiples moléculas
diana en una unica muestra, o una unica diana en un Unico volumen discreto individual de manera multiple. Los
microbios modificados genéticamente pueden modificarse para incluir una secuencia de cédigo de barras de acido
nucleico que identifique la modificacion genética particular portada por una célula microbiana particular o poblacién
de células microbianas. Un cddigo de barras es una secuencia corta de nucledtidos (por ejemplo, ADN, ARN o
combinaciones de los mismos) que se usa como identificador. Un cédigo de barras de acido nucleico puede tener
una longitud de 4 a 100 nucleétidos y ser monocatenario o bicatenario. Los métodos para identificar células con
codigos de barras se conocen en la técnica. Por consiguiente, los ARN guia de los sistemas efectores CRISPR
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descritos en el presente documento pueden usarse para detectar el cédigo de barras. La deteccion de la sefial
detectable positiva indica la presencia de una modificacion genética particular en la muestra. Los métodos dados a
conocer en el presente documento pueden combinarse con otros métodos para detectar lecturas fenotipicas o
genotipicas complementarias que indiquen el efecto de la modificacién genética en las condiciones experimentales
sometidas a prueba. Las modificaciones genéticas que se examinaran pueden incluir, pero no se limitan a, una
insercion génica, una inactivacion génica, inversiones, translocaciones, transposiciones 0 una o mas inserciones,
deleciones, sustituciones, mutaciones o adicion de acidos nucleicos que codifican para un epitopo con una
consecuencia funcional tal como la alteracion de la estabilidad o la deteccidon de proteinas. Del mismo modo, los
meétodos descritos en el presente documento pueden usarse en aplicaciones de biologia de sintesis para examinar
la funcionalidad de disposiciones especificas de elementos reguladores de genes y modulos de expresion de genes.

En determinadas realizaciones de ejemplo, los métodos pueden usarse para examinar hipomorfos. La generacion de
hipomorfos y su uso en la identificaciéon de genes funcionales bacterianos clave y la identificacién de nuevos
productos terapéuticos de antibidticos tal como se da a conocer en el documento PCT/US2016/060730 titulado
“Multiplex High-Resolution Detection of Micro-organism Strains, Related Kits, Diagnostic Methods and Screening
Assays” presentado el 4 de noviembre de 2016.

Las diferentes condiciones experimentales pueden comprender la exposicion de las células microbianas a diferentes
agentes quimicos, combinaciones de agentes quimicos, diferentes concentraciones de agentes quimicos o
combinaciones de agentes quimicos, diferentes duraciones de exposicion a agentes quimicos o combinaciones de
agentes quimicos, diferentes parametros fisicos, o ambas cosas. En determinadas realizaciones de ejemplo, el
agente quimico es un antibiético o antiviral. Los diferentes parametros fisicos a examinar pueden incluir diferentes
temperaturas, presiones atmosféricas, diferentes concentraciones de gases atmosféricos y no atmosféricos,
diferentes niveles de pH, diferentes composiciones de medios de cultivo o una combinacién de los mismos.

Examen de muestras ambientales

Los métodos dados a conocer en el presente documento también pueden usarse para examinar muestras
ambientales para detectar contaminantes mediante la deteccion de la presencia de polipéptidos o acidos nucleicos
diana. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la invencion proporciona un método para detectar microbios, que
comprende: exponer un sistema CRISPR tal como se describe en el presente documento a una muestra; activar una
proteina efectora de ARN mediante la unién de uno o mas ARN guia a uno o mas ARN diana especificos de
microbios o uno o mas ARN desencadenantes de manera que se produzca una sefial positiva detectable. La sefal
positiva puede detectarse y es indicativa de la presencia de uno o mas microbios en la muestra. En algunas
realizaciones, el sistema CRISPR puede estar sobre un sustrato tal como se describe en el presente documento, y el
sustrato puede exponerse a la muestra. En otras realizaciones, puede aplicarse el mismo sistema CRISPR y/o un
sistema CRISPR diferente a multiples ubicaciones discretas en el sustrato. En realizaciones adicionales, el sistema
CRISPR diferente puede detectar un microbio diferente en cada ubicacion. Tal como se describié con mayor detalle
anteriormente, un sustrato puede ser un sustrato de materiales flexibles incluyendo, por ejemplo, pero no se limita a,
un sustrato de papel, un sustrato de tela o un sustrato basado en polimero flexible.

Segun la invencion, el sustrato puede exponerse a la muestra de manera pasiva, sumergiendo temporalmente el
sustrato en un fluido que va a muestrearse, aplicando un fluido que va a someterse a prueba al sustrato, o poniendo
en contacto una superficie que va a someterse a prueba con el sustrato. Puede usarse cualquier medio de
introduccion de la muestra al sustrato segun sea apropiado.

Tal como se describe en el presente documento, una muestra para su uso con la invencién puede ser una muestra
biolégica o ambiental, tal como una muestra de comida (frutas o verduras frescas, carnes), una muestra de bebida,
una superficie de papel, una superficie de tela, una superficie de metal, una superficie de madera, una superficie de
plastico, una muestra de suelo, una muestra de agua dulce, una muestra de agua residual, una muestra de agua
salada, exposicion al aire atmosférico u otra muestra de gas, o una combinacion de las mismas. Por ejemplo, puede
tomarse una muestra de las superficies domésticas/comerciales/industriales elaboradas de cualquier material
incluyendo, pero no se limitan a, metal, madera, plastico, caucho o similares, y analizarse para detectar
contaminantes. Las muestras de suelo pueden someterse a prueba para detectar la presencia de bacterias o
parasitos patdgenos, u otros microbios, tanto con fines ambientales como para pruebas de enfermedades humanas,
animales o vegetales. Las muestras de agua, tales como las muestras de agua dulce, las muestras de aguas
residuales o las muestras de agua salada, pueden evaluarse en cuanto a limpieza y seguridad, y/o potabilidad, para
detectar la presencia de, por ejemplo, Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, u otra contaminacion microbiana. En
realizaciones adicionales, una muestra bioldgica puede obtenerse de una fuente que incluye, pero no se limita a, una
muestra de tejido, saliva, sangre, plasma, sueros, heces, orina, esputo, mucosa, linfa, liquido sinovial, liquido
cefalorraquideo, ascitis, derrame pleural, seroma, pus o frotis de piel o superficie de una membrana mucosa. En
algunas realizaciones particulares, una muestra ambiental o muestras bioldgicas pueden ser muestras en bruto y/o
una o mas moléculas diana pueden no purificarse o amplificarse a partir de la muestra antes de la aplicacién del
método. La identificacién de microbios puede ser util y/o necesaria para cualquier nimero de aplicaciones y, por
tanto, cualquier tipo de muestra de cualquier fuente que un experto en la técnica considere apropiada puede usarse
segun la invencion.
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En algunas realizaciones, comprobar la contaminaciéon de los alimentos por bacterias, tales como E. coli, en
restaurantes u otros proveedores de alimentos; superficies de alimentos; analizar el agua para detectar patdgenos
tales como Salmonella, Campylobacter o E. coli; también comprobar la calidad de los alimentos para que los
fabricantes y los reguladores determinen la pureza de las fuentes de carne; identificar la contaminacion del aire con
patdgenos tales como Legionella; comprobar si la cerveza esta contaminada o estropeada por patégenos tales como
Pediococcus y Lactobacillus; contaminacion del queso pasteurizado o no pasteurizado por bacterias u hongos
durante la fabricacion.

Un microbio segun la invencion puede ser un microbio patégeno o un microbio que da como resultado el deterioro de
alimentos o productos consumibles. Un microbio patégeno puede ser patégeno o de otro modo indeseable para
seres humanos, animales o plantas. Para propdsitos humanos o animales, un microbio puede causar una
enfermedad o resultar en una enfermedad. Las aplicaciones animales o veterinarias de la presente invencion
pueden identificar animales infectados por un microbio. Por ejemplo, los métodos y sistemas de la invencién pueden
identificar animales de compafiia con patégenos que incluyen, pero no se limita, tos de las perreras, virus de la rabia
y Dirofilaria immitis. En otras realizaciones, los métodos y sistemas de la invencion pueden usarse para pruebas de
parentesco con fines de cria. Un microbio vegetal puede provocar dafio o enfermedad a una planta, reduccion en el
rendimiento o alteracion de rasgos tales como el color, el sabor, la consistencia, el olor, para fines de contaminacién
de alimentos o consumibles, un microbio puede afectar negativamente el sabor, el olor, el color, la consistencia u
otras propiedades comerciales del alimento o producto consumible. En determinadas realizaciones de ejemplo, el
microbio es una especie bacteriana. La bacteria puede ser un psicétrofo, un coliforme, una bacteria del acido lactico
0 una bacteria formadora de esporas. En determinadas realizaciones de ejemplo, las bacterias pueden ser cualquier
especie bacteriana que provoque una enfermedad o dolencia, o que de otro modo resulte en un producto o rasgo no
deseado. Las bacterias segun la invencion pueden ser patégenas para seres humanos, animales o plantas.

Tipos de muestra

Las muestras apropiadas para su uso en los métodos dados a conocer en el presente documento incluyen cualquier
muestra bioldgica convencional obtenida de un organismo o una parte del mismo, tal como una planta, un animal,
una bacteria y similares. En realizaciones particulares, la muestra biolégica se obtiene de un sujeto animal, tal como
un sujeto humano. Una muestra bioldgica es cualquier muestra sélida o liquida obtenida de, excretada por o
secretada por cualquier organismo vivo, incluyendo, sin limitacion, organismos unicelulares, tales como bacterias,
levaduras, protozoos y amebas, entre otros, organismos multicelulares (tales como plantas o animales, incluyendo
muestras de un sujeto humano sano o aparentemente sano o de un paciente humano afectado por un estado o
enfermedad que va a diagnosticarse o investigarse, tal como una infeccién por un microorganismo patogeno, tal
como una bacteria o virus patégeno). Por ejemplo, una muestra biolégica puede ser un liquido bioldgico obtenido de,
por ejemplo, sangre, plasma, suero, orina, heces, esputo, moco, liquido linfatico, liquido sinovial, bilis, ascitis,
derrame pleural, seroma, saliva, liquido cefalorraquideo, humor acuoso o vitreo, o cualquier secrecion corporal, un
trasudado, un exudado (por ejemplo, liquido obtenido de un absceso o cualquier otro sitio de infeccién o
inflamacion), o liquido obtenido de una articulacién (por ejemplo, una articulacion normal o una articulacion afectada
por una enfermedad, tal como artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis séptica), o un frotis de piel o superficie
de una membrana mucosa.

Una muestra también puede ser una muestra obtenida de cualquier 6rgano o tejido (incluyendo una biopsia o una
muestra de autopsia, tal como una biopsia de tumor) o puede incluir una célula (ya sea una célula primaria o una
célula cultivada) o un medio acondicionado por cualquier célula, tejido u érgano. Las muestras a modo de ejemplo
incluyen, sin limitacién, células, lisados de células, frotis de sangre, preparaciones de citocentrifuga, frotis de
citologia, liquidos corporales (por ejemplo, sangre, plasma, suero, saliva, esputo, orina, lavado broncoalveolar,
semen, etc.), biopsias de tejido (por ejemplo, biopsias de tumores), aspirados con aguja fina y/o cortes de tejido (por
ejemplo, cortes de tejido en criostato y/o cortes de tejido incrustados en parafina). En otros ejemplos, la muestra
incluye células tumorales circulantes (que pueden identificarse mediante marcadores de superficie celular). En
ejemplos particulares, las muestras se usan directamente (por ejemplo, recién preparadas o congeladas), o pueden
manipularse antes de su uso, por ejemplo, por fijacion (por ejemplo, usando formalina) y/o incrustacion en cera (tal
como muestras de tejido fijadas en formalina e incrustadas en parafina (FFPE)). Se apreciara que puede usarse
cualquier método para obtener tejido de un sujeto, y que la seleccion del método usado dependera de diversos
factores tales como el tipo de tejido, la edad del sujeto o los procedimientos disponibles para el médico. Las técnicas
convencionales para la adquisicién de tales muestras estan disponibles en la técnica. Véase, por ejemplo Schluger
etal., J. Exp. Med. 176:1327-33 (1992); Bigby et al., Am. Rev. Respir. Dis. 133:515-18 (1986); Kovacs et al., NEJM
318:589-93 (1988); y Ognibene et al., Am. Rev. Respir. Dis. 129:929-32 (1984).

En otras realizaciones, una muestra puede ser una muestra ambiental, tal como agua, suelo o una superficie, tal
como una superficie industrial o médica. En algunas realizaciones, los métodos tales como los dados a conocer en
la publicacién de patente estadounidense n.° 2013/0190196 pueden aplicarse para la deteccion de firmas de acidos
nucleicos, especificamente niveles de ARN, directamente a partir de muestras celulares en bruto con un alto grado
de sensibilidad y especificidad. Las secuencias especificas de cada patégeno de interés pueden identificarse o
seleccionarse comparando las secuencias codificantes del patdgeno de interés con todas las secuencias
codificantes en otros organismos mediante el software BLAST.
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Varias realizaciones de la presente descripcion implican el uso de procedimientos y enfoques que se conocen en la
técnica que fraccionen de manera exitosa muestras clinicas de sangre. Véase, por ejemplo, el procedimiento
descrito en Han Wei Hour et al., Microfludic Devices for Blood Fractionation, Micromachines 2011, 2, 319-343; Ali
Asgar S. Bhagat et al., Dean Flow Fractionation (DFF) Isolation of Circulating Tumor Cells (CTCs) from Blood, 15.2
Conferencia internacional sobre sistemas miniaturizados para quimica y ciencias bioldgicas, 2 al 6 de octubre de
2011, Seattle, WA; y la publicacion de patente internacional n.° W0O2011109762. Las muestras de sangre se
expanden habitualmente en cultivo para aumentar el tamafio de muestra con fines de prueba. En algunas
realizaciones de la presente invencion, las muestras de sangre u otras muestras biolégicas pueden usarse en
métodos tal como se describen en el presente documento sin necesidad de expansion en cultivo.

Ademas, varias realizaciones de la presente divulgacion implican el uso de procedimientos y enfoques que se
conocen en la técnica que aislen de manera exitosa patégenos de la sangre completa usando microcanales en
espiral, tal como se describe en Han Wei Hour et al., Pathogen lIsolation from Whole Blood Using Spiral
Microchannel, n.° de caso 15995JR, Instituto de Tecnologia de Massachusetts, manuscrito en preparacion.

Debido a la mayor sensibilidad de las realizaciones descritas en el presente documento, en determinadas
realizaciones de ejemplo, los ensayos y métodos pueden ejecutarse en muestras en bruto o muestras en las que las
moléculas diana que van a detectarse no se fraccionan ni purifican adicionalmente de la muestra.

Microbios de ejemplo

La realizacién dada a conocer en el presente documento puede usarse para detectar varios microbios diferentes. El
término microbio, tal como se usa en el presente documento, incluye bacterias, hongos, protozoos, parasitos y virus.

Bacterias

Lo siguiente proporciona una lista de ejemplo de los tipos de microbios que puede detectarse usando las
realizaciones dadas a conocer en el presente documento. En determinadas realizaciones de ejemplo, el microbio es
una bacteria. Los ejemplos de bacterias que pueden detectarse segun los métodos dados a conocer incluyen sin
limitacion uno cualquiera o mas de (o cualquier combinacion de) Acinetobacter baumanii, Actinobacillus sp.,
Actinomycetes, Actinomyces sp. (tal como Actinomyces israelii y Actinomyces naeslundii), Aeromonas sp. (tal como
Aeromonas hidrophila, Aeromonas veronii biovar sobria (Aeromonas sobria), y Aeromonas caviae), Anaplasma
phagocytophilum, Anaplasma marginale Alcaligenes xilosoxidans, Acinetobacter baumanii, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Bacillus sp. (tal como Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus
thuringiensis y Bacillus stearothermophilus), Bacteroides sp. (tal como Bacteroides fragilis), Bartonella sp. (tal como
Bartonella bacilliformis y Bartonella henselae, Bifidobacterium sp., Bordetella sp. (tal como Bordetella pertussis,
Bordetella parapertussis y Bordetella bronchiseptica), Borrelia sp. (tal como Borrelia recurrentis y Borrelia
burgdorferi), Brucella sp. (tal como Brucella abortus, Brucella canis, Brucella melintensis y Brucella suis),
Burkholderia sp. (tal como Burkholderia pseudomallei y Burkholderia cepacia), Campylobacter sp. (tal como
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari y Campylobacter fetus), Capnocytophaga sp.,
Cardiobacterium hominis, Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Citrobacter
sp. Coxiella burnetii, Corynebacterium sp. (tal como, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium jeikeum y
Corynebacterium), Clostridium sp. (tal como Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Clostridium botulinum vy
Clostridium tetani), Eikenella corrodens, Enterobacter sp. (tal como Enterobacter aerogenes, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae y Escherichia coli, incluyendo Escherichia coli oportunista, tal como E. coli
enterotoxigénica, E. coli enteroinvasia, E. coli enteropatdgena, E. coli enterohemorragica, E. coli enteroagregativa y
E. coli uropatégena) Enterococcus sp. (tal como Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium) Ehrlichia sp. (tal
como Ehrlichia chafeensia y Ehrlichia canis), Epidermophyton floccosum, Erysipelothrix rhusiopathiae, Eubacterium
sp., Francisella tularensis, Fusobacterium nucleatum, Gardnerella vaginalis, Gemella morbillorum, Haemophilus sp.
(tal como Haemophilus influenzae, Haemophilus ducreyi, Haemophilus aegyptius, Haemophilus parainfluenzae,
Haemophilus haemolyticus y Haemophilus parahaemolyticus, Helicobacter sp. (tal como Helicobacter pylori,
Helicobacter cinaedi y Helicobacter fennelliae), Kingella kingii, Klebsiella sp. (tal como Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella granulomatis y Klebsiella oxytoca), Lactobacillus sp., Listeria monocytogenes, Leptospira interrogans,
Legionella pneumophila, Leptospira interrogans, Peptostreptococcus sp., Mannheimia hemolytica, Microsporum
canis, Moraxella catarrhalis, Morganella sp., Mobiluncus sp., Micrococcus sp., Mycobacterium sp. (tal como
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, y Mycobacterium marinum), Mycoplasma sp. (tal como Mycoplasma
pneumoniae, Mycoplasma hominis, y Mycoplasma genitalium), Nocardia sp. (tal como Nocardia asteroides, Nocardia
cyriacigeorgica y Nocardia brasiliensis), Neisseria sp. (tal como Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis),
Pasteurella multocida, Pityrosporum orbiculare (Malassezia furfur), Plesiomonas shigelloides. Prevotella sp.,
Porphyromonas sp., Prevotella melaninogenica, Proteus sp. (tal como Proteus vulgaris y Proteus mirabilis),
Providencia sp. (tal como Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri y Providencia stuartii), Pseudomonas
aeruginosa, Propionibacterium acnes, Rhodococcus equi, Rickettsia sp. (tal como Rickettsia rickettsii, Rickettsia
akari y Rickettsia prowazekii, Orientia tsutsugamushi (anteriormente: Rickettsia tsutsugamushi) y Rickettsia typhi),
Rhodococcus sp., Serratia marcescens, Stenotrophomonas maltophilia, Salmonella sp. (tal como Salmonella
enterica, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Salmonella enteritidis, Salmonella cholerasuis y Salmonella
typhimurium), Serratia sp. (tal como Serratia marcesans y Serratia liquifaciens), Shigella sp. (tal como Shigella
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dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y Shigella sonnei), Staphylococcus sp. (tal como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hemolyticus, Staphylococcus saprophyticus), Streptococcus
sp. (tal como Streptococcus pneumoniae (por ejemplo Streptococcus pneumoniae serotipo 4 resistente a
cloranfenicol, Streptococcus pneumoniae serotipo 6B resistente a espectinomicina, Streptococcus pneumoniae
serotipo 9V resistente a estreptomicina, Streptococcus pneumoniae serotipo 14 resistente a eritromicina,
Streptococcus pneumoniae serotipo 14 resistente a optoquina, Streptococcus pneumoniae serotipo 18C resistente a
rifampicina, Streptococcus pneumoniae serotipo 19F resistente a tetraciclina, Streptococcus pneumoniae serotipo
19F resistente a penicilina, y Streptococcus pneumoniae serotipo 23F resistente a trimetoprim, Streptococcus
pneumoniae serotipo 4 resistente a cloranfenicol, Streptococcus pneumoniae serotipo 6B resistente a
espectinomicina, Streptococcus pneumoniae serotipo 9V resistente a estreptomicina, Streptococcus pneumoniae
serotipo 14 resistente a optoquina, Streptococcus pneumoniae serotipo 18C resistente a rifampicina, Streptococcus
pneumoniae serotipo 19F resistente a penicilina o Streptococcus pneumoniae serotipo 23F resistente a trimetoprim),
Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes, estreptococos de grupo A,
Streptococcus pyogenes, estreptococos de grupo B, Streptococcus agalactiae, estreptococos de grupo C,
Streptococcus anginosus, Streptococcus equismilis, estreptococos de grupo D, Streptococcus bovis, estreptococos
de grupo F, y Streptococcus anginosus, estreptococos de grupo G, Spirillum minus, Streptobacillus moniliformi,
Treponema sp. (tal como Treponema carateum, Treponema petenue, Treponema pallidum y Treponema
endemicum, Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, Tropheryma whippelii, Ureaplasma urealyticum, Veillonella
sp., Vibrio sp. (tal como Vibrio cholerae, Vibrio parahemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
vulnificus, Vibrio alginolyticus, Vibrio mimicus, Vibrio hollisae, Vibrio fluvialis, Vibrio metchnikovii, Vibrio damsela y
Vibrio furnisii), Yersinia sp. (tal como Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis y Yersinia pseudotuberculosis) y
Xanthomonas maltophilia entre otras.

Hongos

En determinadas realizaciones de ejemplo, el microbio es un hongo o una especie fungica. Los ejemplos de hongos
que puede detectarse segun los métodos dados a conocer incluyen, sin limitacion, uno cualquiera o mas de (o
cualquier combinacion de), Aspergillus, Blastomyces, Candidiasis, Coccidiodomycosis, Cryptococcus neoformans,
Cryptococcus gatti, sp. Histoplasma sp. (tal como Histoplasma capsulatum), Pneumocystis sp. (tal como
Pneumocystis jirovecii), Stachybotrys (tal como Stachybotrys chartarum), Mucroymcosis, Sporothrix, tifia de
infecciones oculares fungicas, Exserohilum, Cladosporium.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el hongo es una levadura. Los ejemplos de levadura que puede
detectarse segun los métodos dados a conocer incluyen, sin limitacion, una o mas de (o cualquier combinacién de),
especie de Aspergillus (tal como Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus y Aspergillus clavatus), Cryptococcus sp.
(tal como Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Cryptococcus laurentii y Cryptococcus albidus), una
especie de Geotrichum, una especie de Saccharomyces, una especie de Hansenula, una especie de Candida (tal
como Candida albicans), una especie de Kluyveromyces, una especie de Debaryomyces, una especie de Pichia, o
combinacion de las mismas. En determinadas realizaciones de ejemplo, el hongo es un moho. Los ejemplos de
mohos incluyen, pero no se limitan a, una especie de Penicillium, una especie de Cladosporium, una especie de
Byssochlamys, o una combinacion de los mismos.

Protozoos

En determinadas realizaciones de ejemplo, el microbio es un protozoo. Los ejemplos de protozoos que pueden
detectarse segun los métodos y dispositivos dados a conocer incluyen, sin limitacién, uno cualquiera o mas de (o
cualquier combinacion de), Euglenozoa, Heterolobosea, Diplomonadida, Amoebozoa, Blastocystic y Apicomplexa.
Los Euglenoza de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas), T. brucei
gambiense, T. brucei rhodesiense, Leishmania braziliensis, L. infantum, L. mexicana, L. major, L. tropica y L.
donovani. Los Heterolobosea de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Naegleria fowleri. Los Diplomonadids de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Giardia intestinalis (G. lamblia, G. duodenalis). Los Amoebozoa de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, Acanthamoeba castellanii, Balamuthia madrillaris, Entamoeba histolytica. Los
blastocitos de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Blastocystic hominis. Los Apicomplexa de ejemplo incluyen,
pero no se limitan a, Babesia microti, Cryptosporidium parvum, Ciclospora cayetanensis, Plasmodium falciparum, P.
vivax, P. ovale, P. malariae y Toxoplasma gondii.

Parasitos

En determinadas realizaciones de ejemplo, el microbio es un parasito. Los ejemplos de parasites que pueden
detectarse segun métodos dados a conocer incluyen, sin limitacién, uno o mas de (o cualquier combinacién de) una
especie de Onchocerca y una especie de Plasmodium.

Virus

En determinadas realizaciones de ejemplo, los sistemas, dispositivos y métodos dados a conocer en el presente
documento se refieren a detectar virus en una muestra. Las realizaciones dadas a conocer en el presente
documento pueden usarse para detectar una infeccion viral (por ejemplo de un sujeto o planta) o determinar una
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cepa viral, incluyendo cepas virales que difieren en un polimorfismo de un solo nucleétido. El virus puede ser un
virus de ADN, un virus de ARN o un retrovirus. Los ejemplos no limitativos de virus utiles con la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, ébola, sarampion, SARS, Chikungunya, hepatitis, Marburgo, fiebre amarilla, MERS,
dengue, Lassa, gripe, rabdovirus o VIH. Un virus de hepatitis puede incluir hepatitis A, hepatitis B o hepatitis C. Un
virus de la gripe puede incluir, por ejemplo, gripe A o gripe B. Un VIH puede incluir VIH 1 o VIH 2. En determinadas
realizaciones de ejemplo, la secuencia viral puede ser un virus respiratorio sincicial humano, virus del ébola de
Sudan, virus de Bundibugyo, virus del ébola de Tai Forest, virus del ébola de Reston, Achimota, Flavivirus de Aedes,
virus de Aguacate, virus de Akabane, reptarenavirus de Alethinophidia, Mammarenavirus de Allpahuayo, Arenavirus
de Amapari, virus de los Andes, virus de Apoi, virus de Aravan, virus de Aroa, virus de Arumwot, paramixovirus del
salmon del Atlantico, Lyssavirus del murciélago australiano, bornavirus aviar, metapneumovirus aviar, paramixovirus
aviar, virus del pinguino o de las Islas Malvinas, poliomavirus BK, virus de Bagaza, virus de Banna, herpesvirus del
murciélago, sapovirus del murciélago, Mammarenavirus de Bear Canon, virus de Beilong, Betacoronavirus,
Betapapillomavirus 1-6, virus de Bhanja, Lyssavirus del murciélago Bokeloh, virus de la enfermedad de Borna, virus
de Bourbon, Hepacivirus bovino, virus de la paragripe bovina 3, virus respiratorio sincicial bovino, virus de Brazoran,
virus de Bunyamwera, virus Caliciviridae, virus de la encefalitis de California, virus Candiru, virus del moquillo canino,
Pneumovirus canino, virus del cedro, virus de agente de fusién celular, Morbillivirus cetaceo, virus de Chandipura,
virus de Chaoyang, Mammarenavirus de Chapare, virus de Chikungunya, Papillomavirus del mono colobo, virus de
la fiebre por garrapatas de Colorado, virus de la viruela vacuna, virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo,
Flavivirus de Culex, Mammarenavirus de Cupixi, virus del dengue, virus de Dobrava-Belgrado, virus de Donggang,
virus de Dugbe, virus de Duvenhage, virus de la encefalitis equina occidental, virus del murciélago de Entebbe,
Enterovirus A-D, Lyssavirus 1-2 del murciélago europeo, virus de Eyach, Morbillivirus felino, paramixovirus de Fer-
de-Lance, virus del rio Fitzroy, virus Flaviviridae, Mammarenavirus de Flexal, virus C de GB, virus de Gairo,
Gemycircularvirus, paramixovirus SF02 de ganso, virus de Great Island, Mammarenavirus de Guanarito, virus de
Hantaan, Hantavirus Z10, virus de Heartland, virus de Hendra, hepatitis A/B/C/E, virus de la hepatitis delta, bocavirus
humano, coronavirus humano, retrovirus K endégeno humano, coronavirus entérico humano, virus-1 de ADN circular
asociado a los genitales humanos, herpesvirus humano 1-8, virus de la inmunodeficiencia humana 1/2,
Mastadenovirus humano A-G, Papillomavirus humano, virus de la paragripe humana 1-4, Parechovirus humano,
picornavirus humano, smacovirus humano, Lyssavirus de lkoma, virus de llheus, gripe A-C, Mammarenavirus de
Ippy, virus de Irkut, virus J, Polyomavirus JC, virus de la encefalitis japonesa, Mammarenavirus de Junin,
Polyomavirus KlI, virus de Kadipiro, virus del rio Kamiti, virus de Kedougou, virus de Khujand, virus de Kokobera,
virus de la enfermedad de la selva de Kyasanur, virus del murciélago de Lagos, virus de Langat, Mammarenavirus
de Lassa, Mammarenavirus Latino, virus de Leopards Hill, virus de Liao ning, virus de Ljungan, virus de Lloviu, virus
de la enfermedad de Louping, Mammarenavirus Lujo, Mammarenavirus Luna, virus de Lunk, Mammarenavirus de la
coriomeningitis linfocitica, Lyssavirus Ozernoe, virus MSSI2\.225, Mammarenavirus Machupo, Mamastrovirus 1, virus
Manzanilla, virus de Mapuera, virus de Marburgo, virus Mayaro, virus del sarampion, virus de Menangle, virus de
Mercadeo, Polyomavirus de células de Merkel, coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio,
Mammarenavirus de Mobala, virus de Modoc, virus de Moijang, virus de Mokolo, virus de la viruela de los simios,
virus de la leucoencefalitis de Myotis de Montana, virus reagrupado 29 de Lassa de Mopeia, Mammarenavirus de
Mopeia, virus de Morogoro, virus de Mossman, virus de las paperas, virus de la neumonia murina, virus de la
encefalitis del valle de Murray, virus de Nariva, virus de la enfermedad de Newcastle, virus de Nipah, virus de
Norwalk, Hepacivirus de la rata noruega, virus de Ntaya, virus de O’nyong-nyong, Mammarenavirus de Oliveros,
virus de la fiebre hemorragica de Omsk, virus de Oropouche, virus de la paragripe 5, Mammarenavirus de Parana,
virus del rio Parramatta, virus de la peste de los pequefios rumiantes, Mammarenavirus de Pichande, virus
Picornaviridae, Mammarenavirus de Pirital, Piscihepevirus A, virus 1 de la paragripe porcina, Rubulavirus porcino,
virus de Powassan, virus 1-2 T-linfotropico de primates, Erythroparvovirus 1 de primates, virus de Punta Toro, virus
de Puumala, virus de Quang Binh, virus de la rabia, virus de Razdan, Bornavirus 1 de reptiles, Rhinovirus A-B, virus
de la fiebre del valle del Rift, virus de la peste bovina, virus de Rio Bravo, virus de Torque Teno de roedores,
Hepacivirus de roedores, virus del rio Ross, Rotavirus A-l, virus de Royal Farm, virus de la rubéola, Mammarenavirus
de Sabia, virus de Salem, flebovirus de Napoles, flebovirus de Sicilia, virus de Sapporo, virus de Sathuperi,
anellovirus de las focas, virus del bosque Semliki, virus de Sendai, virus de Sedll, virus de Sepik, coronavirus
relacionado con el sindrome respiratorio agudo grave, fiebre grave con virus sindrome de trombocitopenia, virus de
Shamonda, virus del murciélago de Shimonivirus, virus de Shuni, virus de Simbu, Torque teno virus del simio, virus
del simio 40-41, virus Sin Nombre, virus Sindbis, pequefio anellovirus, virus de Sosuga, virus de la encefalitis caprina
espafiola, virus de Spondweni, virus de la encefalitis de San Luis, virus Sunshine, mini virus similar a TTV,
Mammarenavirus de Tacaribe, virus de Taila, virus del murciélago de Tamana, Mammarenavirus de Tamiami, virus
de Tembusu, virus de Thogoto, virus de Thottapalayam, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, virus de
Tioman, virus Togaviridae, Torque teno canis virus, Torque teno douroucouli virus, Torque teno feliz virus, Torque
teno midi virus, Torque teno sus virus, Torque teno tamarin virus, Torque teno virus, Torque teno zalophus virus,
virus de Tuhoko, virus de Tula, paramixovirus de Tupaia, virus de Usutu, virus de Uukuniemi, virus de la viruela
vacuna, virus de la viruela, virus de la encefalitis equina venezolana, virus de la estomatitis vesicular de Indiana,
Polyomavirus WU, virus de Wesselsbron, virus del murciélago del Caucaso occidental, virus del Nilo Occidental,
virus de la encefalitis equina occidental, virus de la encefalitis equina occidental, Mammarenavirus de Whitewater
Arroyo, virus de la fiebre amarilla, virus de Yokose, virus de Yug Bogdanovac, virus del Ebola de Zaire, virus de Zika
0 secuencia viral del virus Z de Zygosaccharomyces bailii. Los ejemplos de virus de ARN que pueden detectarse
incluyen uno o més (o cualquier combinacion de) virus Coronaviridae, un virus Picornaviridae, un virus Caliciviridae,
un virus Flaviviridae, un virus Togaviridae, un Bornaviridae, un Filoviridae, un Paramyxoviridae, un Pneumoviridae,
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un Rhabdoviridae, un Arenaviridae, un Bunyaviridae, un Orthomyxoviridae o un Deltavirus. En determinadas
realizaciones de ejemplo, el virus es coronavirus, SARS, poliovirus, rinovirus, hepatitis A, virus de Norwalk, virus de
la fiebre amarilla, virus del Nilo Occidental, virus de la hepatitis C, virus de la fiebre del dengue, virus de Zika, virus
de la rubéola, virus del rio Ross, virus Sindbis, virus de Chikungunya, virus de la enfermedad de Borna, virus del
Ebola, virus de Marburgo, virus del sarampion, virus de las paperas, virus de Nipah, virus de Hendra, virus de la
enfermedad de Newcastle, virus sincicial respiratorio humano, virus de la rabia, virus de Lassa, hantavirus, virus de
la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, gripe o virus de la hepatitis D.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el virus puede ser un virus vegetal seleccionado del grupo que
comprende el virus del mosaico del tabaco (TMV), el virus del marchitamiento del tomate (TSWV), el virus del
mosaico del pepino (CMV), virus Y de la patata (PVY), el virus del mosaico de la coliflor del virus RT (CaMV), virus
de la viruela del ciruelo (PPV), virus del mosaico de Brome (BMV), virus X de la patata (PVX), virus de la tristeza de
los citricos (CTV), virus del enanismo amarillo de la cebada (BYDV), virus del enrollamiento de la hoja de la patata
(PLRV), virus del enanismo arbustivo del tomate (TBSV), virus esférico del tungro del arroz (RTSV), virus del
moteado amarillo del arroz (RYMV), virus de la hoja blanca del arroz (RHBV), virus del rayado fino del maiz (MRFV),
virus del mosaico del enanismo del maiz (MDMV), virus del mosaico de la cafia de azucar (SCMV), virus del
moteado plumoso de la batata (SPFMV), closterovirus de la vena hundida de la batata (SPSVV), virus de la hoja de
abanico de la vid (GFLV), virus de la vid A (GVA), virus de la vid B (GVB), virus de la mancha de la vid (GFkV), virus-
1, -2 y -3 asociado con el enrollamiento de la hoja de la vid, (GLRaV-1, -2 y -3), virus del mosaico Arabis (ArMV) o
virus asociado con la picadura del tallo de Rupestris (RSPAV). En una realizacion preferida, la molécula de ARN
diana forma parte de dicho patdgeno o se transcribe a partir de una molécula de ADN de dicho patégeno. Por
ejemplo, la secuencia diana puede estar comprendida en el genoma de un virus de ARN. Se prefiere ademas que la
proteina efectora CRISPR hidrolice dicha molécula de ARN diana de dicho patdgeno en dicha planta si dicho
patogeno infecta o ha infectado dicha planta. Por tanto, se prefiere que el sistema CRISPR pueda escindir la
molécula de ARN diana del patéogeno de la planta cuando el sistema CRISPR (o las partes necesarias para
completarlo) se aplica tanto terapéuticamente, es decir, después de que se haya producido ocurrido la infeccion,
como profilacticamente, es decir, antes de que se produzca la infeccion.

En determinadas realizaciones de ejemplo, el virus puede ser un retrovirus. Los retrovirus de ejemplo que pueden
detectarse usando las realizaciones dadas a conocer en el presente documento incluyen uno o mas de o cualquier
combinacion de virus del género Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus,
Lentivirus, Spumavirus o la familia Metaviridae, Pseudoviridae y Retroviridae (incluyendo el VIH), Hepadnaviridae
(incluyendo el virus de la hepatitis B) y Caulimoviridae (incluyendo el virus del mosaico de la coliflor).

En determinadas realizaciones de ejemplo, el virus es un virus de ADN. Los virus de ADN de ejemplo que pueden
detectarse usando las realizaciones dadas a conocer en el presente documento incluyen uno o mas de (o cualquier
combinacion de) virus de la familia Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, Alloherpesviridae, Herpesviridae
(incluyendo virus del herpes humano y virus de la varicela zoster), Malocoherpesviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae,
Adenoviridae, Ampullaviridae, Ascoviridae, Asfarviridae (incluyendo virus de la fiebre porcina africana),
Baculoviridae, Cicaudaviridae, Clavaviridae, Corticoviridae, Fuselloviridae, Globuloviridae, Guttaviridae,
Hytrosaviridae, Iridoviridae, Maseilleviridae, Mimiviridae, Nudiviridae, Nimaviridae, Pandoraviridae, Papillomaviridae,
Phycodnaviridae, Plasmaviridae, polidnavirus, Polyomaviridae (incluyendo virus del simio 40, virus JC, virus BK),
Poxviridae (incluyendo viruela vacuna y viruela), Sphaerolipoviridae, Tectiviridae, Turriviridae, Dinodnavirus,
Salterprovirus, Rhizidovirus, entre otros. En algunas realizaciones, un método para diagnosticar una infeccion
bacteriana especifica de especie en un sujeto que se sospecha que tiene una infeccion bacteriana se describe como
obtener una muestra que comprende acido ribonucleico ribosémico bacteriano del sujeto; poner en contacto la
muestra con una o mas de las sondas descritas, y detectar la hibridacion entre la secuencia de acido ribonucleico
ribosémico bacteriano presente en la muestra y la sonda, en el que la deteccion de hibridacién indica que el sujeto
esta infectado con Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Candida albicans, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Proteus mirabilis, Staphylococcus agalactiae o Staphylococcus maltophilia o una combinacién de los mismos.

Deteccidon y monitorizacion de la malaria

La malaria es una patologia transmitida por mosquitos provocada por los parasitos Plasmodium. Los parasitos se
transmiten a las personas a través de las picaduras de mosquitos Anopheles hembra infectados. Cinco especies de
Plasmodium provocan la malaria en seres humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale,
Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi. Entre ellas, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax son las responsables de la mayor amenaza. P. falciparum es el parasito
de la malaria mas prevalente en el continente africano y es responsable de la mayoria de las muertes relacionadas
con la malaria a nivel mundial. P. vivax es el parasito de la malaria dominante en la mayoria de los paises fuera de
Africa subsahariana.

En 2015, 91 paises y regiones tenian una transmisiéon continua de la malaria. Segun las ultimas estimaciones de la
OMS, hubo 212 millones de casos de malaria en 2015 y 429.000 muertes. En regiones con alta trasmisién de la
malaria, los nifios menores de 5 afios son particularmente susceptibles a la infeccion, a la enfermedad y a la muerte;
mas de dos tercios (el 70%) de todas las muertes por malaria se producen en este grupo de edades. Entre 2010 y
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2015, la tasa de mortalidad por malaria en menores de 5 afios se redujo en un 29% a nivel mundial. Sin embargo, la
malaria sigue siendo una de las principales causas de muerte de nifios menores de cinco afios, acabando con la
vida de un nifio cada dos minutos.

Tal como describe la OMS, la malaria es una enfermedad febril aguda. En un individuo no inmunizado, los sintomas
aparecen a los 7 dias o mas después de la picadura del mosquito infeccioso. Los primeros sintomas, fiebre, cefalea,
escalofrios y vomitos, pueden ser leves y dificiles de reconocer como malaria, sin embargo, si no se tratan en el
plazo de 24 horas, la malaria por P. falciparum puede evolucionar a enfermedad grave, que a menudo conduce a la
muerte.

Con frecuencia, los nifios con malaria grave desarrollan uno o mas de los siguientes sintomas: anemia grave,
insuficiencia respiratoria en relacidon con acidosis metabdlica, o malaria cerebral. En adultos, también es frecuente la
implicacién multiorganica. En regiones endémicas de la malaria, las personas pueden desarrollar una inmunidad
parcial, lo que permite que se produzcan infecciones asintomaticas.

El desarrollo de pruebas de diagnéstico rapido y eficiente es de gran relevancia para la salud publica. De hecho, el
diagnéstico y el tratamiento tempranos de la malaria no sélo reduce la enfermedad y previene las muertes sino que
también contribuye a reducir la transmision de la malaria. Segun las recomendaciones de la OMS, todos los casos
de malaria sospechosa deben confirmarse usando pruebas de diagnéstico basadas en parasitos (en particular,
usando una prueba de diagndstico rapido) antes de administrar el tratamiento (véase “WHO Guidelines for the
treatment of malaria”, tercera edicion, publicado en abril de 2015).

La resistencia a las terapias contra la malaria representa un problema de salud critico que reduce drasticamente las
estrategias terapéuticas. De hecho, tal como se notifica en el sitio web de la OMS, la resistencia de P. falciparum a
las generaciones previas de medicamentos, tales como la cloroquina y la sulfadoxina/pirimetamina (SP), se
generalizd en las décadas de 1950 y 1960, socavando los esfuerzos para el control de la malaria y revirtiendo los
avances en la supervivencia infantil. Por tanto, la OMS recomienda la monitorizacién rutinaria de la
farmacorresistencia a la malaria. De hecho, un diagndstico preciso puede evitar tratamientos inapropiados y limitar la
extension de la resistencia a medicamentos contra la malaria.

En este contexto, la estrategia técnica global de la OMS para la Malaria 2016-2030, adoptada por la Asamblea
Mundial de la Salud en mayo de 2015, proporciona un marco técnico para todos los paises endémicos de la malaria.
Se pretende guiar y respaldar los programas regionales y nacionales en su labor hacia el control y la eliminacién de
la malaria. La estrategia establece metas globales ambiciosas pero alcanzables, incluyendo:

e Reducir la incidencia de casos de malaria en al menos un 90% para el 2030.
e Reducir las tasas de mortalidad por malaria en al menos un 90% para el 2030.
e  Eliminar la malaria en al menos 35 paises para el 2030.

e Prevenir un resurgimiento de la malaria en todos los paises libres de malaria.

Esta estrategia fue el resultado de un extenso procedimiento consultivo que durd 2 afios e implicé la participacion de
mas de 400 expertos técnicos de los 70 estados miembros. Se basa en 3 ejes clave:

e garantizar el acceso universal a la prevencion, el diagnostico y el tratamiento de la malaria;
e acelerar los esfuerzos hacia la eliminacion y el logro de un estado libre de malaria; y
e transformar la vigilancia de la malaria en una intervencion basica.

El tratamiento contra Plasmodium incluye aril-aminoalcoholes tales como quinina o derivados de quinina tales como
cloroquina, amodiaquina, mefloquina, piperaquina, lumefantrina, primaquina; analogo lipofilo de hidroxinaftoquinona,
tal como atovaquona; farmacos antifolato, tales como los farmacos sulfatados sulfadoxina, dapsona y pirimetamina;
proguanilo; la combinacion de atovaquona/proguanilo; farmacos artemisininas; y combinaciones de los mismos.

Las secuencias diana que son de diagnéstico para la presencia de un patégeno transmitido por mosquitos incluyen
una secuencia que diagnostica la presencia de Plasmodium, en particular las especies de Plasmodium que afectan a
seres humanos tales como Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y
Plasmodium knowlesi, incluyendo las secuencias de los genomas de los mismos.

Las secuencias diana que son de diagnostico para la monitorizacién de la farmacorresistencia al tratamiento contra
Plasmodium, en particular las especies de Plasmodium que afectan a seres humanos tales como Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi.

Las secuencias diana adicionales incluyen secuencias que incluyen moléculas diana/moléculas de acido nucleico
que codifican para proteinas implicadas en el proceso bioldgico esencial para el parasito Plasmodium y en particular
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proteinas transportadoras, tales como la proteina de la familia de transportadores de farmacos/metabolitos, la
proteina del casete de union a ATP (ABC) implicada en la translocacion del sustrato, tal como la subfamilia C del
transportador ABC o el intercambiador de Na*/H*, glutation S-transferasa de membrana; proteinas implicadas en la
ruta del folato, tales como la dihidropteroato sintasa, la actividad dihidrofolato reductasa o la dihidrofolato reductasa-
timidilato sintasa; y proteinas implicadas en la translocacion de protones a través de la membrana mitocondrial
interna y en particular el complejo de citocromo b. Una diana adicional también puede incluir el/los gen(es) que
codifica(n) para la hemo polimerasa.

Las secuencias diana adicionales que incluyen moléculas diana/moléculas de acido nucleico que codifican para
proteinas implicadas en el proceso bioldgico esencial pueden seleccionarse del gen transportador de resistencia a la
cloroquina de P. falciparum (pfcrt), el gen transportador de multirresistencia a farmacos 1 de P. falciparum (pfmdr1),
el gen de la proteina asociada a multirresistencia a farmacos de P. falciparum (Pfmrp), el gen intercambiador de
Na*/H* de P. falciparum (pfnhe), el gen que codifica para la proteina 1 exportada de P. falciparum, la ATPasa 6 de
transporte de Ca?* de P. falciparum (pfatp6); la dihidropteroato sintasa de P. falciparum (pfdhps), los genes de
actividad dihidrofolato reductasa (pfdhpr) y de dihidrofolato reductasa-timidilato sintasa (pfdhfr), el gen del citocromo
b, la GTP ciclohidrolasa y el gen Kelchi3 (K13), asi como sus genes heterélogos funcionales en otras especies de
Plasmodium.

Se han identificado varias mutaciones, en particular mutaciones puntuales Unicas, en las proteinas que son las
dianas de los tratamientos actuales y que estan asociadas con fenotipos de resistencia especificos. Por
consiguiente, la invencion permite la deteccion de diversos fenotipos de resistencia de los parasitos transmitidos por
mosquitos, tales como Plasmodium.

La invencion permite detectar una o mas mutaciones y en particular uno o mas polimorfismos de un solo nucleétido
en acidos nucleicos/moléculas diana. Por consiguiente, una cualquiera de las mutaciones a continuacion, o una
combinacion de las mismas, puede usarse como marcador de resistencia a farmacos y puede detectarse segun la
invencion.

Las mutaciones puntuales unicas en P. falciparum K13 incluyen las siguientes mutaciones puntuales unicas en las
posiciones 252, 441, 446, 449, 458, 493, 539, 543, 553, 561, 568, 574, 578, 580, 675, 476, 469, 481, 522, 537, 538,
579, 584 y 719 y en particular las mutaciones E252Q, P441L, F4461, G449A, N458Y, Y493H, R539T, 1543T, P553L,
R561H, V568G, P574L, A578S, C580Y, A675V, M476l, C469Y, A481V, S522C, N537Il, N537D, G538V, M579I,
D584V y H719N. Estas mutaciones estan asociadas generalmente con fenotipos de farmacorresistencia a
artemisininas (resistencia a la artemisinina y a la a la terapia de combinacién basada en artemisinina, abril de 2016
WHO/HTM/GMP/2016.5).

En la dihidrofolato reductasa de P. falciparum (DHFR) (PMHFR-TS, PFD0830w), los polimorfismos importantes
incluyen mutaciones en las posiciones 108, 51, 59 y 164, en particular 108D, 164L, 511 y 59R que modulan la
resistencia a la pirimetamina. Otros polimorfismos también incluyen 437G, 581G, 540E, 436A y 613S que estan
asociados con la resistencia a la sulfadoxina. Las mutaciones observadas adicionales incluyen Ser108Asn, Asn51lle,
Cys59Arg, lle164Leu, Cys50Arg, lle164Leu, Asn188Lys, Ser189Arg y Val213Ala, Ser108Thr y Ala16Val. Las
mutaciones Ser108Asn, Asn51lle, Cys59Arg, lle164Leu, Cys50Arg, lle164Leu estan asociadas, en particular, con las
resistencias a la terapia basada en pirimetamina y/o a la terapia de combinacién de cloroguanina-dapsona. La
resistencia al cicloguanilo parece estar asociada con las mutaciones dobles Ser108Thr y Ala16Val. La amplificacion
de dhfr también puede ser de alta relevancia para la resistencia a la terapia, en particular la resistencia a la
pirimetamina.

En la dihidropteroato sintasa de P. falciparum (DHPS) (PMDHPS, PF08_0095), los polimorfismos importantes
incluyen mutaciones en las posiciones 436, 437, 581 y 613, Ser436Ala/Phe, Ala437Gly, Lys540Glu, Ala581Gly y
Ala613Thr/Ser. El polimorfismo en la posicién 581 y/o 613 también se ha asociado con la resistencia a las terapias
basadas en sulfadoxina-pirimetamina.

En el transportador de resistencia a la cloroquina de P. falciparum (PfCRT), el polimorfismo en la posicion 76, en
particular la mutacion Lys76Thr, esta asociado con la resistencia a la cloroquina. Los polimorfismos adicionales
incluyen Cys72Ser, Met74lle, Asn75Glu, Ala220Ser, GIn271Glu, Asn326Ser, lle356Thr y Arg371lle que pueden estar
asociados con la resistencia a la cloroquina. PfCRT también esta fosforilado en los residuos S33, S411y T416, que
pueden regular la actividad de transporte o la especificidad de la proteina.

En el transportador, de multirresistencia a farmacos de P. falciparum (PAMDR1) (PFE1150w), se ha identificado y
notificado que los polimorfismos en las posiciones 86, 184, 1034, 1042, en particular Asn86Tyr, Tyr184Phe,
Ser1034Cys, Asn1042Asp y Asp1246Tyr influyen en las susceptibilidades a lumefantrina, artemisinina, quinina,
mefloquina, halofantrina y cloroquina. Ademas, la amplificaciéon de PINMR1 estéd asociada con una susceptibilidad
reducida a lumefantrina, artemisinina, quinina, mefloquina y halofantrina, y la desamplificacién de PfIMDR1 conduce
a un aumento en la resistencia a la cloroquina. También puede detectarse la amplificacién de pfmdr1. El estado de
fosforilacion de PfIMDR1 también es de alta relevancia.

En la proteina asociada con la multirresistencia a farmacos de P. falciparum (PMMRP) (referencia de gen
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PFA0590w), se han identificado los polimorfismos en las posiciones 191 y/o 437, tales como Y191H y A437S, y se
han asociado con los fenotipos de resistencia a la cloroquina.

En el intercambiador de NA*/H+ de P. falciparum (PMNHE) (ref. PF13_0019), la repeticion aumentada de DNNND en
el microsatélite ms4670 puede ser un marcador para la resistencia a la quinina.

Las mutaciones que alteran el sitio de unién a ubiquinol de la proteina citocromo b codificada por el gen citocromo b
(cytb, mal_mito_3) estan asociadas con la resistencia a la atovaquona. Las mutaciones en las posiciones 26, 268,
276, 133 y 280, y en particular Tyr26Asn, Tyr268Ser, M1331 y G280D, pueden estar asociadas con la resistencia a
la atovaquona.

Por ejemplo, en P. vivax, las mutaciones en PvMDR1, el homodlogo de PfMDR1, se han asociado con la resistencia a
la cloroquina, en particular el polimorfismo en la posiciéon 976 tal como la mutacion Y976F.

Las mutaciones anteriores se definen en términos de secuencias de proteina. Sin embargo, el experto puede
determinar las mutaciones correspondientes, incluyendo los SNP, que van a identificarse como secuencia diana de
acido nucleico.

En la técnica se conocen otros marcadores de multirresistencia a farmacos identificados, por ejemplo, tal como se
describe en “Susceptibility of Plasmodium falciparum to antimalarial drugs (1996-2004)”; OMS; Artemisinin and
artemisinin-based combination therapy resistance (abril de 2016, WHO/HTM/GMP/2016.5); “Drug-resistant malaria:
molecular mechanisms and implications for public health” FEBS Lett. 6 de junio de 2011;585(11):1551-62.
doi:10.1016/j.febslet.2011.04.042. Epub del 23 de abril de 2011. Review. PubMed PMID: 21530510.

En cuanto a polipéptidos que pueden detectarse segun la presente invencion, pueden usarse como dianas los
productos génicos de todos los genes mencionados en el presente documento. De manera correspondiente, se
contempla que tales polipéptidos pueden usarse para la identificacion de especies, el tipado y/o la deteccion de
farmacorresistencia.

En determinadas realizaciones de ejemplo, los sistemas, dispositivos y métodos dados a conocer en el presente
documento se refieren a detectar la presencia de uno o mas parasitos transmitidos por mosquitos en una muestra,
tal como una muestra bioldgica obtenida de un sujeto. En determinadas realizaciones de ejemplo, el parasito puede
seleccionarse de las especies Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae
0 Plasmodium knowlesi. Por consiguiente, los métodos dados a conocer en el presente documento pueden
adaptarse para su uso en otros métodos o (en combinacion) con otros métodos que requieren la rapida identificacion
de la especie de parasito, la monitorizacion de la presencia de parasitos y formas de parasitos (por ejemplo,
correspondientes a diversas fases de infeccién y ciclo de vida del parasito, tal como el ciclo exoeritrocitico, el ciclo
eritrocitico, el ciclo esporogonico; las formas de parasitos incluyen merozoitos, esporozoitos, esquizontes,
gametocitos); la deteccion de determinados fenotipos (por ejemplo, farmacorresistencia del patdgeno), la
monitorizacion de la evolucién y/o el brote epidémico de la enfermedad, y el examen del tratamiento (farmaco).
Ademas, en el caso de la malaria, puede transcurrir un tiempo prolongado tras la picadura infecciosa, concretamente
un periodo de incubacion prolongado, durante el cual el paciente no muestra sintomas. De manera similar, los
tratamientos profilacticos pueden retrasar la aparicion de sintomas, y también pueden observarse periodos
asintomaticos prolongados antes de una recaida. Tales retrasos pueden provocar facilmente un diagnéstico erroneo
o un diagnéstico retrasado y, por tanto, alterar la eficacia del tratamiento.

Debido a las capacidades de diagnostico rapido y sensible de las realizaciones dadas a conocer en el presente
documento, la deteccion del tipo de parasito, hasta una diferencia de un solo nucleétido, y a la capacidad de
implementarse como dispositivo de POC, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden
usarse para guiar regimenes terapéuticos, tales como la seleccion del transcurso de tratamiento apropiado. Las
realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden usarse para examinar muestras
medioambientales (poblacién de mosquitos, etc.) para determinar la presencia y el tipado del parasito. Las
realizaciones también pueden modificarse para detectar parasitos transmitidos por mosquitos y otros patégenos
transmitidos por mosquitos simultdneamente. En algunos casos, la malaria y otros patdgenos transmitidos por
mosquitos pueden presentarse inicialmente con sintomas similares. Por tanto, la capacidad para distinguir
rapidamente el tipo de infeccion puede guiar las decisiones importantes del tratamiento. Otros patdgenos
transmitidos por mosquitos que pueden detectarse junto con la malaria incluyen dengue, virus del Nilo Occidental,
chikungunya, fiebre amairilla, filariasis, encefalitis japonesa, encefalitis de Saint Louis, encefalitis equina occidental,
encefalitis equina oriental, encefalitis equina venezolana, encefalitis de La Crosse y Zika.

En determinadas realizaciones de ejemplo, los dispositivos, sistemas y métodos dados a conocer en el presente
documento pueden usarse para distinguir multiples especies de parasitos transmitidos por mosquitos en una
muestra. En determinadas realizaciones de ejemplo, la identificacion puede basarse en secuencias de ARN
ribosdmico, incluyendo las subunidades 18S, 16S, 23S y 5S. En determinadas realizaciones de ejemplo, la
identificacion puede basarse en secuencias de genes que estan presentes en multiples copias en el genoma, tales
como genes mitocondriales como CYTB. En determinadas realizaciones de ejemplo, la identificacion puede basarse
en secuencias de genes que estan altamente expresadas y/o altamente conservadas, tales como GAPDH, histona
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H2B, enolasa o LDH. Se dan a conocer métodos para identificar secuencias de ARNr relevantes en la publicaciéon de
solicitud de patente estadounidense n.° 2017/0029872. En determinadas realizaciones de ejemplo, puede disefharse
un conjunto de ARN guia para distinguir cada especie mediante una region variable que es Unica para cada especie
o0 cepa. Los ARN guia también pueden disefarse para seleccionar como diana genes de ARN que distinguen
microbios a nivel de género, familia, orden, clase, filo, reino, o una combinacion de los mismos. En determinadas
realizaciones de ejemplo en las que se usa amplificacion, puede disefiarse un conjunto de cebadores de
amplificacién para flanquear regiones constantes de la secuencia de ARN ribosémico y un ARN guia disefiado para
distinguir cada especie mediante una region interna variable. En determinadas realizaciones de ejemplo, los
cebadores y los ARN guia pueden disefiarse para regiones conservadas y variables en la subunidad 16S
respetuosamente. También pueden usarse genes o regiones gendmicas que varian de manera unica entre especies
0 un subconjunto de especies tales como la familia de genes RecA, la subunidad  de ARN polimerasa. Se
comentan otros marcadores filogenéticos adecuados y métodos para identificar los mismos, por ejemplo, en Wu et
al. arXiv: 1307.8690 [g-bio.GN].

En determinadas realizaciones de ejemplo, la identificacion de especies puede realizarse basandose en los genes
que estan presentes en multiples copias en el genoma, tales como genes mitocondriales como CYTB. En
determinadas realizaciones de ejemplo, la identificacion de especies puede realizarse basandose en genes
altamente expresados y/o altamente conservados tales como GAPDH, histona H2B, enolasa o LDH.

En determinadas realizaciones de ejemplo, un método o diagnostico se disefia para examinar los parasitos
transmitidos por mosquitos a lo largo de multiples niveles filogenéticos y/o fenotipicos al mismo tiempo. Por ejemplo,
el método o diagnostico puede comprender el uso de multiples sistemas CRISPR con diferentes ARN guias. Puede
distinguirse un primer conjunto de ARN guias, por ejemplo, entre Plasmodium falciparum o Plasmodium vivax. Estas
clases generales pueden incluso subdividirse adicionalmente. Por ejemplo, los ARN guias pueden disefiarse y
usarse en el método o diagnostico que distingue cepas farmacorresistentes, en general o con respecto a un farmaco
especifico 0 una combinacion de farmacos. Puede disefiarse un segundo conjunto de ARN guias para distinguir
microbios a nivel de especie. Por tanto, puede producirse una matriz que identifica todas las especies o subespecies
de parasitos transmitidos por mosquitos, divididas adicionalmente segun la farmacorresistencia. Lo anterior es a
modo de ejemplo unicamente. También se contemplan otros medios para clasificar otros tipos de parasitos
transmitidos por mosquitos y seguirian la estructura general descrita anteriormente.

En determinadas realizaciones de ejemplo, los dispositivos, sistemas y métodos dados a conocer en el presente
documento pueden usarse para examinar en busca de genes de parasitos transmitidos por mosquitos de interés, por
ejemplo, genes de farmacorresistencia. Pueden disefiarse ARN guias para distinguir entre genes conocidos de
interés. Luego pueden examinarse las muestras, incluyendo muestras clinicas, usando las realizaciones dadas a
conocer en el presente documento para la deteccion de uno o mas de tales genes. La capacidad para examinar en
busca de farmacorresistencia en POC tendria un tremendo beneficio en la seleccionar de un régimen de tratamiento
apropiado. En determinadas realizaciones de ejemplo, los genes de farmacorresistencia son genes que codifican
para proteinas tales como proteinas transportadoras, tales como la proteina de la familia de transportadores de
farmacos/metabolitos, la proteina del casete de uniéon a ATP (ABC) implicada en la translocacién del sustrato, tal
como la subfamilia C del transportador ABC o el intercambiador de Na*/H*; proteinas implicadas en la ruta del folato,
tales como la dihidropteroato sintasa, la actividad dihidrofolato reductasa o la dihidrofolato reductasa-timidilato
sintasa; y proteinas implicadas en la translocacion de protones a través de la membrana mitocondrial interna y en
particular el complejo de citocromo b. Las dianas adicionales también pueden incluir el/los gen(es) que codifica(n)
para la hemo polimerasa. En determinadas realizaciones de ejemplo, los genes de farmacorresistencia se
seleccionan del gen transportador de resistencia a la cloroquina de P. falciparum (pfcrt), el gen transportador de
multirresistencia a farmacos 1 de P. falciparum (pfmdr1), el gen de la proteina asociada a multirresistencia a
farmacos de P. falciparum (Pfmrp), el gen intercambiador de Na*/H* de P. falciparum (pfnhe), la ATPasa 6 de
transporte de Ca?* de P. falciparum (pfatp6), la dihidropteroato sintasa de P. falciparum (pfdhps), los genes de
actividad dihidrofolato reductasa (pfdhpr) y de dihidrofolato reductasa-timidilato sintasa (pfdhfr), el gen del citocromo
b, la GTP ciclohidrolasa y el gen Kelchi3 (K13), asi como sus genes heterélogos funcionales en otras especies de
Plasmodium. En la técnica se conocen otros marcadores de farmacorresistencia identificados, por ejemplo, tal como
se describe en “Susceptibility of Plasmodium falciparum to antimalarial drugs (1996-2004)”; OMS; Artemisinin and
artemisinin-based combination therapy resistance (abril de 2016 WHO/HTM/GMP/2016,5); “Drug-resistant malaria:
molecular mechanisms and implications for public health” FEBS Lett. 6 de junio de 2011;585(11):1551-62.
doi:10.1016/j.febslet.2011.04.042. Epub del 23 de abril de 2011. Review. PubMed PMID: 21530510.

En algunas realizaciones, puede usarse un sistema CRISPR, un sistema de deteccién o métodos de uso de los
mismos tal como se describe en el presente documento para determinar la evolucidon del brote epidémico de
parasitos transmitidos por mosquitos. El método puede comprender detectar una o mas secuencias diana a partir de
una pluralidad de muestras de uno o mas sujetos, en el que la secuencia diana es una secuencia de un parasito
transmitido por mosquitos que se propaga o provoca los brotes epidémicos. Un método de este tipo puede
comprender ademas determinar un patron de la transmision de parasitos transmitidos por mosquitos, o un
mecanismo implicado en un brote epidémico de enfermedad provocado por un parasito transmitido por mosquitos.
Las muestras pueden derivarse de uno 0 mas seres humanos y/o derivarse de uno o0 mas mosquitos.

El patrén de la transmision de patdégenos puede comprender transmisiones nuevas continuas a partir de un
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reservorio natural del parasito transmitido por mosquitos u otras transmisiones (por ejemplo, a través de mosquitos)
tras una unica transmision a partir del reservorio natural, 0 una mezcla de ambas. En una realizacion, la secuencia
diana es preferiblemente una secuencia dentro del genoma del parasito transmitido por mosquitos o fragmentos de
los mismos. En una realizacion, el patrén de la transmision de parasitos transmitidos por mosquitos es el patrén
temprano de la transmisién de parasitos transmitidos por mosquitos, es decir, al comienzo del brote epidémico de
parasitos transmitidos por mosquitos. La determinacion del patron de la transmision de parasitos transmitidos por
mosquitos al comienzo del brote epidémico aumenta la probabilidad de detener el brote epidémico lo mas pronto
posible, reduciendo de ese modo la posibilidad de diseminacién local e internacional.

La determinacion del patron de la transmision de parasitos transmitidos por mosquitos puede comprender detectar
una secuencia del parasito transmitido por mosquitos segun los métodos descritos en el presente documento. La
determinacion del patron de la transmisiéon de patdégenos puede comprender ademas detectar variaciones dentro del
huésped compartidas de la secuencia del parasito transmitido por mosquitos entre los sujetos y determinar si las
variaciones dentro del huésped compartidas muestran patrones temporales. Los patrones en una variacion dentro
del huésped y entre huéspedes observada proporcionan informacién importante sobre la transmision y la
epidemiologia (Gire, et al., 2014).

Ademas de otros tipos de muestras dados a conocer en el presente documento, la muestra puede derivarse de uno
0 mas mosquitos, por ejemplo, la muestra puede comprender saliva de mosquito.

DETECCION DE BIOMARCADORES

En determinadas realizaciones de ejemplo, los sistemas, dispositivos y métodos dados a conocer en el presente
documento pueden usarse para la deteccion de biomarcadores. Por ejemplo, los sistemas, dispositivos y métodos
dados a conocer en el presente documento pueden usarse para la deteccion y/o el genotipado de SNP. Los
sistemas, dispositivos y métodos dados a conocer en el presente documento también pueden usarse para la
deteccion de cualquier estado patolégico o trastorno caracterizado por una expresion génica aberrante. La expresion
génica aberrante incluye la aberracidon en el gen expresado, en la ubicacion de la expresion y en el nivel de
expresion. Pueden detectarse multiples transcritos o marcadores de proteinas relacionados con trastornos
cardiovasculares, trastornos inmunitarios y cancer, entre otras enfermedades. En determinadas realizaciones de
ejemplo, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden usarse para la deteccion de ADN libre
de células de enfermedades que implican lisis, tales como fibrosis hepatica y enfermedad pulmonar
restrictiva/obstructiva. En determinadas realizaciones de ejemplo, las realizaciones pueden utilizarse para una
deteccion mas rapida y mas portatil para pruebas prenatales de ADN libre de células. Las realizaciones dadas a
conocer en el presente documento pueden usarse para el examen de paneles de diferentes SNP asociados con,
entre otros, la salud cardiovascular, las firmas lipidicas/metabdlicas, la identificacion de la etnia, la coincidencia de
paternidad, la identificacién humana (por ejemplo, coincidencia de un sospechoso con una base de datos criminal de
firmas de SNP). Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden usarse para la
deteccion de ADN libre de células de mutaciones relacionadas con y liberadas a partir de tumores cancerosos. Las
realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden usarse para la deteccion de la calidad de
la carne, por ejemplo, proporcionando una deteccion rapida de diferentes fuentes animales en un producto carnico
dado. Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden usarse para la deteccion de los
GMO o de la edicion génica relacionada con el ADN. Tal como se describe en otras partes en el presente
documento, pueden distinguirse genotipos/alelos o biomarcadores estrechamente relacionados (por ejemplo, que
tienen solo una diferencia de un solo nucleétido en una secuencia diana dada) mediante la introduccién de un
apareamiento erroneo sintético en el ARNg.

En un aspecto, la invencién se refiere a un método para detectar acidos nucleicos diana en muestras, que
comprende:

a. distribuir una muestra o un conjunto de muestras en uno o mas volumenes discretos individuales,
comprendiendo los volumenes discretos individuales un sistema CRISPR segun la invencion tal como se
describe en el presente documento;

b. incubar la muestra o el conjunto de muestras en condiciones suficientes para permitir la uniéon del uno o mas
ARN guias a una o mas moléculas diana;

c. activar la proteina efectora CRISPR mediante la unién del uno o mas ARN guias a la una o mas moléculas
diana, en el que activar la proteina efectora CRISPR da como resultado la modificacion del constructo de
enmascaramiento basado en ARN de modo que se genera una sefal positiva detectable; y

d. detectar la sefal positiva detectable, en el que la deteccion de la sefial positiva detectable indica la presencia
de una o mas moléculas diana en la muestra.

Tipos de muestras de biomarcadores

La sensibilidad de los ensayos descritos en el presente documento es muy adecuada para la deteccién de acidos
nucleicos diana en una amplia variedad de tipos de muestras biolégicas, incluyendo tipos de muestras en los que el

69



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2927463 T3

acido nucleico diana esta diluido o para los que el material de muestra es limitado. El examen de biomarcadores
puede llevarse a cabo sobre varios tipos de muestras incluyendo, pero sin limitarse a, saliva, orina, sangre, heces,
esputo y liquido cefalorraquideo. Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden
usarse para detectar la regulacion por incremento y/o por disminucion de genes. Por ejemplo, una muestra puede
diluirse en serie de tal manera que sélo permanezcan los genes sobreexpresados por encima del umbral de limite de
deteccion del ensayo.

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona etapas de obtencién de una muestra de liquido
biolégico (por ejemplo, orina, plasma o suero sanguineo, esputo, liquido cefalorraquideo) y extraccion del ADN. La
secuencia de nucleétidos mutante que va a detectarse puede ser una fraccion de una molécula mas grande o puede
estar presente inicialmente como molécula discreta.

En determinadas realizaciones, el ADN se aisla a partir de plasma/suero de un paciente con cancer. A modo de
comparacion, pueden aislarse muestras de ADN aisladas a partir de tejido neoplasico y una segunda muestra a
partir de tejido no neoplasico del mismo paciente (control), por ejemplo, linfocitos. El tejido no neoplasico puede ser
del mismo tipo que el tejido neoplasico o de una fuente organica diferente. En determinadas realizaciones, se
extraen muestras de sangre e inmediatamente se separa el plasma de las células sanguineas mediante
centrifugacion. El suero puede filtrarse y almacenarse congelado hasta la extraccion del ADN.

En determinadas realizaciones de ejemplo, los acidos nucleicos diana se detectan directamente a partir de una
muestra en bruto o sin procesar, tal como sangre, suero, saliva, liquido cefalorraquideo, esputo u orina. En
determinadas realizaciones de ejemplo, el acido nucleico diana es ADN libre de células.

Células tumorales circulantes

En una realizacion, pueden someterse a ensayo células circulantes (por ejemplo, células tumorales circulantes
(CTC)) con la presente invencion. Puede realizarse el aislamiento de células tumorales circulantes (CTC) para su
uso en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. Se han descrito tecnologias a modo de
ejemplo que logran una deteccion y una captura especificas y sensibles de células circulantes que pueden usarse en
la presente invencion (Mostert B, et al., Circulating tumor cells (CTCs): detection methods and their clinical relevance
in breast cancer. Cancer Treat Rev. 2009;35:463-474; y Talasaz AH, et al., Isolating highly enriched populations of
circulating epithelial cells and other rare cells from blood using a magnetic sweeper device. Proc Natl Acad Sci USA.
2009; 106:3970-3975). Puede hallarse tan solo una CTC en el fondo de 105-106 células mononucleares de sangre
periférica (Ross A peripherical, et al., Detection and viability of tumor cells in peripheral blood stem cell collections
from breast cancer patients using immunocytochemical and clonogenic assay techniques. Blood. 1993,82:2605-
2610). La plataforma CellSearch® usa perlas inmunomagnéticas recubiertas con anticuerpos contra la molécula de
adhesién de células epiteliales (EpCAM) para enriquecer las células epiteliales que expresan EPCAM, seguido de
inmunotincion para confirmar la presencia de tincion de citoqueratina y la ausencia del marcador leucocitario CD45
para confirmar que las células capturadas son células tumorales epiteliales (Momburg F, et al., Immunohistochemical
study of the expresion of a Mr 34,000 human epithelium-specific surface glycoprotein in normal and malignant
tissues. Cancer Res. 1987;47:2883-2891; y Allard WJ, et al., Tumor cells circulate in the peripheral blood of all major
carcinomas but not in healthy subjects or patients with nonmalignant diseases. Clin Cancer Res. 2004; 10:6897-
6904). Se ha demostrado prospectivamente que el numero de células capturadas tiene significacion pronéstica para
pacientes con cancer de mama, colorrectal y de préstata con enfermedad avanzada (Cohen SJ, et al., J Clin Oncol.
2008;26:3213-3221; Cristofanilli M, et al. N Engl J Med. 2004;351:781-791; Cristofanilli M, et al., J Clin Oncol.
2005;23: 1420-1430; y de Bono JS, et al. Clin Cancer Res. 2008; 14:6302-6309).

La presente invencion también proporciona el aislamiento de CTC con la tecnologia CTC-Chip. CTC-Chip es un
dispositivo de captura de CTC basado en microfluidos en el que la sangre fluye a través de una camara que contiene
miles de micropostes recubiertos con anticuerpos anti-EpCAM a los que se unen las CTC (Nagrath S, et al. Isolation
of rare circulating tumor cells in cancer patients by microchip technology. Nature. 2007;450: 1235-1239). CTC-Chip
proporciona un aumento significativo en los recuentos de CTC y en la pureza en comparacion con el sistema
CellSearch® (Maheswaran S, et al. Detection of mutations in EGFR in circulating lung-cancer cells, N Engl J Med.
2008;359:366-377), pudiéndose usar ambas plataformas para el posterior analisis molecular.

Cromatina libre de células

En determinadas realizaciones, se aislan y analizan fragmentos de cromatina libre de células segun la presente
invencion. Los nucleosomas pueden detectarse en el suero de individuos sanos (Stroun et al., Annals of the New
York Academy of Sciences 906: 161-168 (2000)) asi como de individuos aquejados de un estado patologico.
Ademas, la concentracion sérica de nucleosomas es considerablemente mayor en pacientes que padecen
enfermedades benignas y malignas, tales como cancer y enfermedad autoinmunitaria (Holdenrieder et al. (2001) Int
J Cancer 95, 1 14-120, Trejo-Becerril et al. (2003) Int J Cancer 104, 663-668; Kuroi et al. 1999 Breast Cancer 6, 361-
364; Kuroi et al. (2001) Int j Oncology 19, 143-148; Amoura et al. (1997) Arth Rheum 40, 2217-2225; Williams et al.
(2001) J Rheumatol 28, 81-94). Sin estar restringidos a una teoria, la alta concentracion de nucleosomas en
pacientes que portan tumores deriva de la apoptosis, que se produce de manera espontanea en tumores en
proliferaciéon. Los nucleosomas que circulan en la sangre contienen histonas modificadas de manera unica. Por
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ejemplo, la publicacion de patente estadounidense n.° 2005/0069931 (31 de marzo de 2005) se refiere al uso de
anticuerpos dirigidos contra modificaciones N-terminales de histonas especificas como indicadores de diagndstico
de la enfermedad, empleando tales anticuerpos especificos de histonas para aislar los nucleosomas a partir de una
muestra de sangre o suero de un paciente para facilitar la purificacion y el analisis del ADN acomparfiante con
propésitos de diagndstico/examen. Por consiguiente, la presente invencion puede usar ADN unido a cromatina para
detectar y monitorizar, por ejemplo, mutaciones tumorales. La identificacion del ADN asociado con histonas
modificadas puede servir como marcadores de diagndstico de la enfermedad y de defectos congénitos.

Por tanto, en otra realizacion, los fragmentos de cromatina aislados se derivan de cromatina circulante,
preferiblemente de mono y oligonucleosomas circulantes. Los fragmentos de cromatina aislados pueden derivarse
de una muestra biolégica. La muestra biolégica puede ser de un sujeto o un paciente que lo necesita. La muestra
biolégica puede ser suero, plasma, linfa, sangre, fracciones sanguineas, orina, liquido sinovial, liquido espinal,
saliva, células tumorales circulantes o mucosa.

ADN libre de células (ADNIc)

En determinadas realizaciones, la presente invenciéon puede usarse para detectar ADN libre de células (ADNIc). El
ADN libre de células en plasma o suero puede usarse como herramienta de diagndstico no invasiva. Por ejemplo, se
ha estudiado y optimizado el ADN fetal libre de células para someter a prueba factores de RhD compatibles,
determinar el sexo para trastornos genéticos ligados al cromosoma X, someter a prueba trastornos génicos
individuales, identificar la preeclampsia. Por ejemplo, secuenciar la fraccion celular fetal del ADNIc en plasma
materno es un enfoque fiable para detectar cambios en el nimero de copias asociados con la aneuploidia
cromosomica fetal. Como otro ejemplo, se ha usado ADNIc aislado a partir de pacientes con cancer para detectar
mutaciones en genes clave relevantes para las decisiones de tratamiento.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la presente divulgacion proporciona la deteccién directa de ADNIc a
partir de una muestra del paciente. En otra realizacion de ejemplo determinada, la presente divulgacién proporciona
el enriquecimiento de ADNIc usando las realizaciones de enriquecimiento dadas a conocer anteriormente y antes de
detectar el ADNIc diana.

Exosomas

En una realizacion, pueden someterse a ensayo exosomas con la presente invencién. Los exosomas son pequefias
vesiculas extracelulares que se ha demostrado que contienen ARN. En la técnica se conoce el aislamiento de
exosomas mediante ultracentrifugacion, filtracidon, precipitacién quimica, cromatografia de exclusién molecular y
microfluidos. En una realizacion, los exosomas se purifican usando un biomarcador de exosomas. El aislamiento y la
purificacion de exosomas a partir de muestras biolégicas pueden realizarse mediante cualquier método conocido
(véase, por ejemplo, el documento WO2016172598A1).

Deteccion y genotipado de SNP

En determinadas realizaciones, la presente invencion puede usarse para detectar la presencia de polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) en una muestra bioldgica. Los SNP pueden estar relacionados con las pruebas de
maternidad (por ejemplo, determinacion del sexo, defectos fetales). Pueden estar relacionados con una investigacion
criminal. En una realizacion, puede identificarse a un sospechoso en una investigacion criminal mediante la presente
invencion. Sin estar restringidos a una teoria, las evidencias forenses basadas en acidos nucleicos pueden requerir
el ensayo mas sensible disponible para detectar el material genético de un sospechoso o una victima porque las
muestras sometidas a pruebas pueden ser limitativas.

En otras realizaciones, la presente invencion abarca los SNP asociados con una enfermedad. Los SNP asociados
con enfermedades se conocen bien en la técnica, y un experto en la técnica puede aplicar los métodos de la
presente invencion para disefar ARN guias adecuados (véase, por ejemplo,
www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar?term=human%5Borgn%5D).

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para genotipar, tal como genotipar SNP, que comprende:

a) distribuir una muestra o un conjunto de muestras en uno o mas volumenes discretos individuales,
comprendiendo los volumenes discretos individuales un sistema CRISPR segun la invencion tal como se
describe en el presente documento;

b) incubar la muestra o el conjunto de muestras en condiciones suficientes para permitir la unién del uno o mas
ARN guias a una o mas moléculas diana;

¢) activar la proteina efectora CRISPR mediante la unién del uno o mas ARN guias a la una o mas moléculas
diana, en el que activar la proteina efectora CRISPR da como resultado la modificacién del constructo de
enmascaramiento basado en ARN de modo que se genera una sefal positiva detectable; y

d) detectar la sefial positiva detectable, en el que la deteccidn de la sefial positiva detectable indica la presencia
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de una o mas moléculas diana caracteristicas para un genotipo particular en la muestra.

En determinadas realizaciones, la sefial detectable se compara con (por ejemplo, mediante la comparacién de la
intensidad de sefial) una o mas sefales patron, preferiblemente una sefal patron sintética, tal como se ilustra, por
ejemplo, en una realizacion de ejemplo en la figura 60. En determinadas realizaciones, el patron es o corresponde a
un genotipo particular. En determinadas realizaciones, el patrén comprende un SNP particular u otra variacion
nucleotidica (individual). En determinadas realizaciones, el patrén es un patron de genotipo (amplificado por PCR).
En determinadas realizaciones, el patron es o comprende ADN. En determinadas realizaciones, el patron es o
comprende ARN. En determinadas realizaciones, el patron es o comprende ARN que se transcribe a partir de ADN.
En determinadas realizaciones, el patron es o comprende ADN que se somete a transcripcion inversa a partir de
ARN. En determinadas realizaciones, la sefal detectable se compara con uno 0 mas patrones, cada uno de los
cuales corresponde a un genotipo conocido, tal como un SNP u otra variacién nucleotidica (individual). En
determinadas realizaciones, la sefial detectable se compara con una o mas sefales patrén y la comparacion
comprende un analisis estadistico, tal como mediante analisis estadistico paramétrico o no paramétrico, tal como
mediante ANOVA unifactorial o bifactorial, etc. En determinadas realizaciones, la sefal detectable se compara con
una o mas sefales patrén y, cuando la sefial detectable no se desvia significativamente (de manera estadistica) del
patron, se determina el genotipo como el genotipo correspondiente a dicho patrén.

En otras realizaciones, la presente invencion permite el genotipado rapido para la farmacogendémica de
emergencias. En una realizacion, puede usarse un ensayo inmediato individual para genotipar a un paciente llevado
a la sala de urgencias. El paciente puede ser sospechoso de tener un coagulo sanguineo, y es necesario que un
médico de urgencias decida la dosificacion de antitrombdtico que va a administrar. En realizaciones a modo de
ejemplo, la presente invencion puede proporcionar unas pautas para la administracion de antitromboticos durante el
tratamiento de infarto de miocardio o accidente cerebrovascular basandose en el genotipado de marcadores tales
como VKORC1, CYP2C9 y CYP2C19. En una realizacion, el antitrombético es el anticoagulante warfarina (Holford,
NH (diciembre de 1986). “Clinical Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Warfarin Understanding the Dose-
Effect Relationship”. Clinical Pharmacokinetics. Springer International Publishing. 11 (6): 483-504). En la técnica se
conocen los genes asociados con la coagulacion sanguinea (véanse, por ejemplo, el documento
US20060166239A1; Litin SC, Gastineau DA (1995) “Current concepts in anticoagulant therapy”. Mayo Clin. Proc. 70
(3): 266-72; y Rusdiana et al., Responsiveness to low-dose warfarin associated with genetic variants of VKORCA1,
CYP2C9, CYP2C19, and CYP4F2 in an Indonesian population. Eur J Clin Pharmacol. Marzo de 2013;69(3):395-
405). Especificamente, en el polimorfismo de un solo nucleétido VKORC1 1639 (o 3673), el alelo G (“silvestre”)
habitual se reemplaza por el alelo A. Las personas con un alelo A (o el “haplotipo A”) producen menos VKORC1 que
los que tienen el alelo G (o el “haplotipo distinto de A”). La prevalencia de estas variantes también varia segun la
raza, portando el alelo A el 37% de las personas de raza blanca y el 14% de los africanos. El resultado final es un
menor numero de factores de coagulacion y, por tanto, una menor capacidad de coagulacion.

En determinadas realizaciones de ejemplo, la disponibilidad de material genético para detectar un SNP en un
paciente permite detectar los SNP sin la amplificacién de una muestra de ADN o ARN. En el caso del genotipado, la
muestra biolégica sometida a prueba se obtiene facilmente. En determinadas realizaciones de ejemplo, puede
acortarse el tiempo de incubacion de la presente invencion. El ensayo puede realizarse en un periodo de tiempo
requerido para que se produzca una reaccion enzimatica. Un experto en la técnica puede realizar reacciones
bioquimicas en 5 minutos (por ejemplo, ligamiento en 5 minutos). La presente invencion puede usar un dispositivo
de extraccion de ADN automatico para obtener ADN a partir de la sangre. Luego puede afiadirse el ADN a una
reaccion que genera una molécula diana para la proteina efectora. Inmediatamente después de generar la molécula
diana, puede cortarse el agente de enmascaramiento y detectarse una sefial. En realizaciones a modo de ejemplo,
la presente invencion permite un diagnéstico rapido de POC para determinar un genotipo antes de administrar un
farmaco (por ejemplo, un antitrombdtico). En el caso en el que se usa una etapa de amplificacion, todas las
reacciones se producen en la misma reaccion en un procedimiento de una sola etapa. En realizaciones preferidas, el
ensayo de POC puede realizarse en menos de una hora, preferiblemente 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos,
40 minutos o 50 minutos.

En determinadas realizaciones, los sistemas, dispositivos y métodos dados a conocer en el presente documento
pueden usarse para detectar la presencia o el nivel de expresiéon de ARN no codificantes largos (ARNncl). La
expresion de determinados ARNNcl esta asociada con el estado patoldgico y/o la farmacorresistencia. En particular,
determinados ARNnNcl (por ejemplo, TCONS_00011252, NR_034078, TCONS_00010506, TCONS_00026344,
TCONS_00015940, TCONS_00028298, TCONS_00026380, TCONS_0009861, TCONS_00026521,
TCONS_00016127, NR_125939, NR_033834, TCONS_00021026, TCONS_00006579, NR_109890 y NR_026873)
estan asociados con la resistencia al tratamiento del cancer, tal como la resistencia a uno o mas inhibidores de
BRAF (por ejemplo, vemurafenib, dabrafenib, sorafenib, GDC-0879, PLX-4720 y LGX818) para tratar el melanoma
(por ejemplo, melanoma nodular, lentigo maligno, melanoma sobre lentigo maligno, melanoma lentiginoso acro,
melanoma de extensién superficial, melanoma mucoso, melanoma polipoide, melanoma desmoplasico, melanoma
amelandtico y melanoma de tejidos blandos). La deteccion de ARNncl usando las diversas realizaciones descritas
en el presente documento puede facilitar el diagndstico de la enfermedad y/o la seleccién de las opciones de
tratamiento.

En una realizacion, la presente invencion puede guiar terapias dirigidas con ADN o ARN (por ejemplo, CRISPR,
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TALE, proteinas de los dedos de Zinc, iARN), particularmente en entornos en los que es importante la rapida
administracion de la terapia para los resultados del tratamiento.

Deteccion de LOH

Las células cancerosas experimentan una pérdida de material genético (ADN) en comparacion con las células
normales. Esta delecion de material genético que experimentan casi todos, si no todos, los canceres se denominan
“‘pérdida de heterocigosidad” (LOH). La pérdida de heterocigosidad (LOH) es un acontecimiento cromosoémico
macroscopico que da como resultado la pérdida de todo el gen y de la regidon cromosémica circundante. La pérdida
de heterocigosidad es una aparicién habitual en el cancer, donde puede indicar la ausencia de un gen supresor
tumoral funcional en la region perdida. Sin embargo, una pérdida puede ser silenciosa debido a que todavia queda
un gen funcional en el otro cromosoma del par de cromosomas. La copia restante del gen supresor tumoral puede
inactivarse mediante una mutacion puntual, lo que conduce a la pérdida de un gen supresor tumoral. La pérdida de
material genético a partir de las células cancerosas puede dar como resultado la pérdida selectiva de uno de los dos
0 mas alelos de un gen vital para la viabilidad celular o el crecimiento celular en un locus particular en el cromosoma.

Un “marcador de LOH” es ADN de un locus de microsatélite, una delecion, alteracion o amplificaciéon que, cuando se
compara con células normales, esta asociada con el cancer u otras enfermedades. Con frecuencia, un marcador de
LOH se asocia con la pérdida de un gen supresor tumoral u otro gen habitualmente relacionado con el tumor.

El término “microsatélites” se refiere a secuencias repetitivas cortas de ADN que se distribuyen ampliamente en el
genoma humano. Un microsatélite es un tramo de motivos de ADN repetidos en tandem (es decir, adyacentes) que
varian en longitud desde dos hasta cinco nucledtidos y que normalmente se repiten 5-50 veces. Por ejemplo, la
secuencia TATATATATA (SEQ. ID. NO. 418) es un microsatélite dinucleotidico y GTCGTCGTCGTCGTC (SEQ. ID.
NO. 419) es un microsatélite trinucleotidico (siendo A adenina, G guanina, C citosina y T timina). Se ha demostrado
que las alteraciones somaticas en la longitud de repeticion de tales microsatélites representan un rasgo
caracteristico de tumores. Pueden disefiarse ARN guias para detectar tales microsatélites. Ademas, la presente
invencion puede usarse para detectar alteraciones en la longitud de repeticion, asi como amplificaciones y
deleciones basadas en la cuantificacion de la sefial detectable. Determinados microsatélites se ubican en las
regiones intronicas o flanqueantes reguladoras de los genes, o directamente en los codones de los genes. Las
mutaciones de microsatélites en tales casos conducen a enfermedades y cambios fenotipicos, especialmente en
enfermedades por expansion de ftripletes tales como el sindrome del cromosoma X fragil y la enfermedad de
Huntington.

Se ha notificado la pérdida de heterocigosidad (LOH) frecuente en regiones cromosomicas especificas en muchas
clases de neoplasias malignas. Las pérdidas alélicas en regiones cromosomicas especificas son las alteraciones
genéticas mas habituales observadas en una variedad de neoplasias malignas, por lo que se ha aplicado el analisis
de microsatélites para detectar el ADN de células cancerosas en muestras de liquidos corporales, tales como esputo
para el cancer de pulmén y orina para el cancer de vejiga (Rouleau, et al. Nature 363, 515-521 (1993); y Latif, et al.
Science 260, 1317-1320 (1993)). Ademas, se ha establecido que estan presentes concentraciones marcadamente
aumentadas de ADN soluble en plasma de individuos con cancer y algunas otras enfermedades, lo que indica que
puede usarse suero o plasma libre de células para detectar ADN canceroso con anomalias en los microsatélites.
(Kamp, et al. Science 264, 436-440 (1994); y Steck, et al. Nat Genet. 15(4), 356-362 (1997)). Dos grupos han
notificado alteraciones de microsatélites en plasma o suero de un numero limitado de pacientes con cancer
microcitico de pulmén o cancer de cabeza y cuello (Hahn, et al. Science 271, 350-353 (1996); y Miozzo, et al.
Cancer Res. 56, 2285-2288 (1996)). La deteccion de la pérdida de heterocigosidad en tumores y suero de pacientes
con melanoma también se ha demostrado previamente (véase, por ejemplo, la patente estadounidense
n.° US6465177B1).

Por tanto, es ventajoso detectar los marcadores de LOH en un sujeto que padece o tiene riesgo de padecer cancer.
La presente invencion puede usarse para detectar la LOH en células tumorales. En una realizacion, pueden usarse
células tumorales circulantes como muestra biolégica. En realizaciones preferidas, se usa ADN libre de células
obtenido a partir de suero o plasma para detectar y/o monitorizar de manera no invasiva la LOH. En otras
realizaciones, la muestra bioldgica puede ser cualquier muestra descrita en el presente documento (por ejemplo, una
muestra de orina para el cancer de vejiga). Sin estar restringidos a una teoria, la presente invencién puede usarse
para detectar marcadores de LOH con sensibilidad mejorada en comparaciéon con cualquier otro método previo,
proporcionando de ese modo la deteccidén temprana de acontecimientos mutacionales. En una realizacion, la LOH
se detecta en liquidos bioldgicos, en los que la presencia de LOH esta asociada con la aparicion del cancer. El
meétodo y los sistemas descritos en el presente documento representan un avance significativo con respecto a las
técnicas previas, tales como la PCR o la biopsia tisular, al proporcionar un método no invasivo, rapido y preciso para
detectar la LOH de alelos especificos asociados con el cancer. Por tanto, la presente invencion proporciona métodos
y sistemas que pueden usarse para examinar poblaciones de alto riesgo y monitorizar pacientes de alto riesgo que
se someten a quimioprevencion, quimioterapia, inmunoterapia u otros tratamientos.

Debido a que el método de la presente invencion requiere solo la extraccién de ADN a partir de un liquido corporal
tal como la sangre, puede realizarse en cualquier momento y de manera repetida sobre un paciente individual. La
sangre puede extraerse y monitorizarse en busca de la LOH antes o después de la cirugia; antes, durante y después
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del tratamiento, tal como quimioterapia, radioterapia, terapia génica o inmunoterapia; o durante el examen de
seguimiento después del tratamiento para determinar la evolucion, la estabilidad o la recaida de la enfermedad. Sin
estar restringidos a una teoria, el método de la presente invencién también puede usarse para detectar la presencia
o recaida de una enfermedad subclinica con un marcador de LOH especifico para ese paciente, puesto que los
marcadores de LOH son especificos para el tumor de un paciente individual. EI método también puede detectar si
pueden estar presentes multiples metastasis usando marcadores de LOH tumorales especificos.

Deteccion de modificaciones epigenéticas

Las variantes de histonas, las modificaciones de ADN y las modificaciones de histonas indicativas del cancer o de la
evolucion del cancer pueden usarse en la presente invencion. Por ejemplo, la publicacion de patente
estadounidense 20140206014 describe que las muestras cancerosas tenian niveles elevados de nucleosoma H2AZ,
macroH2A1.1, 5-metilcitosina, P-H2AX(Ser139) en comparacion con sujetos sanos. La presencia de células
cancerosas en un individuo puede generar un mayor nivel de nucleosomas libres de células en la sangre como
resultado de la apoptosis aumentada de las células cancerosas. En una realizacion, puede usarse un anticuerpo
dirigido contra marcas asociadas con la apoptosis, tales como H2B Ser 14(P), para identificar nucleosomas
individuales que se han liberado a partir de las células neoplasicas apoptéticas. Por tanto, el ADN que surge de las
células tumorales puede analizarse ventajosamente segun la presente invencion con alta sensibilidad y precision.

Examen prenatal

En determinadas realizaciones, el método y los sistemas de la presente invencion pueden usarse en el examen
prenatal. En determinadas realizaciones, se usa ADN libre de células en un método de examen prenatal. En
determinadas realizaciones, puede detectarse ADN asociado con nucleosomas u oligonucleosomas individuales con
la presente invencion. En realizaciones preferidas, se usa la deteccion de ADN asociado con nucleosomas u
oligonucleosomas individuales para el examen prenatal. En determinadas realizaciones, se usan fragmentos de
cromatina libres de células en un método de examen prenatal.

El diagndstico prenatal o examen prenatal se refiere a pruebas para determinar enfermedades o estados en un feto
0 embridn antes de su nacimiento. El objetivo es detectar defectos congénitos tales como defectos del tubo neural,
sindrome de Down, anomalias cromosomicas, trastornos genéticos y otros estados, tales como espina bifida, fisura
palatina, enfermedad de Tay-Sachs, anemia drepanocitica, talasemia, fibrosis quistica, distrofia muscular y sindrome
del cromosoma X fragil. El examen también puede usarse para el discernimiento prenatal del sexo. Los
procedimientos de pruebas habituales incluyen amniocentesis, ecografia incluyendo ecografia de translucidez nucal,
pruebas de marcadores séricos 0 examen genético. En algunos casos, las pruebas se administran para determinar
si se abortara el feto, aunque los médicos y pacientes también lo encuentran Util para diagnosticar embarazos de
alto riesgo de manera temprana, de modo que pueda programarse el parto en un hospital de atencion terciaria en el
que el recién nacido puede recibir una atencién apropiada.

Se ha descubierto que hay células fetales que estan presentes en la sangre de la madre, y que estas células
presentan una posible fuente de cromosomas fetales para el diagndstico prenatal basado en ADN. Ademas, el ADN
fetal ADN oscila entre aproximadamente el 2-10% del ADN total en la sangre materna. Las pruebas genéticas
prenatales actualmente disponibles implican habitualmente procedimientos invasivos. Por ejemplo, la biopsia de
vellosidades coriénicas (CVS) realizada a una mujer embarazada alrededor de las 10-12 semanas de embarazo y la
amniocentesis realizada alrededor de las 14-16 semanas contienen ambos procedimientos invasivos para obtener la
muestra para las pruebas de anomalias cromosémicas en un feto. Habitualmente las células fetales obtenidas a
través de estos procedimientos de muestreo se someten a prueba para determinar anomalias cromosomicas usando
analisis citogenéticos o de hibridacion in situ por fluorescencia (FISH). Se ha demostrado que existe ADN fetal libre
de células en plasma y suero de mujeres embarazadas desde la sexta semana de gestacion, aumentando las
concentraciones durante el embarazo y alcanzando su maximo antes del parto. Debido a que estas células aparecen
muy pronto en el embarazo, pueden constituir la base de una prueba precisa y no invasiva del primer trimestre. Sin
estar restringidos a una teoria, la presente invencion proporciona una sensibilidad sin precedentes en la deteccion
de bajas cantidades de ADN fetal. Sin estar restringidos a una teoria, simultdneamente se recuperan grandes
cantidades de ADN materno junto con el ADN fetal de interés, disminuyendo de ese modo la sensibilidad en la
cuantificacion del ADN fetal y la deteccion de mutaciones. La presente invencion supera tales problemas mediante la
sensibilidad inesperadamente alta del ensayo.

La clase H3 de histonas consiste en cuatro tipos de proteinas diferentes: los tipos principales, H3.1 y H3.2; el tipo de
reemplazo, H3.3; y la variante especifica de testiculos, H3t. Aunque H3.1 y H3.2 estan estrechamente relacionados,
difiiendo s6lo en Ser96, H3.1 difiere de H3,3 en al menos 5 posiciones de aminoacidos. Ademas, H3.1 esta
altamente enriquecido en higado fetal, en comparacion con su presencia en tejidos adultos incluyendo higado, rifidn
y corazoén. En tejido humano adulto, la variante H3.3 es mas abundante que la variante H3.1, mientras que en el
higado fetal ocurre lo contrario. La presente invencion puede usar estas diferencias para detectar nucleosomas
fetales y acido nucleico fetal en una muestra biolégica materna que comprende células tanto fetales como maternas
y/o acido nucleico fetal.

En una realizacion, los nucleosomas fetales pueden obtenerse a partir de la sangre. En otras realizaciones, los
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nucleosomas fetales se obtienen a partir de una muestra de moco cervical. En determinadas realizaciones, una
muestra de moco cervical se obtiene mediante hisopado o lavado a partir de una mujer embarazada al principio del
segundo trimestre o al final del primer trimestre del embarazo. La muestra puede colocarse en una incubadora para
liberar el ADN atrapado en el moco. La incubadora puede ajustarse a 37°C. La muestra puede agitarse durante de
aproximadamente 15 a 30 minutos. EI moco puede disolverse adicionalmente con una mucinasa con el propdsito de
liberar el ADN. La muestra también puede someterse a condiciones tales como tratamiento quimico y similares, tal
como se conoce bien en la técnica, para inducir la apoptosis para liberar los nucleosomas fetales. Por tanto, una
muestra de moco cervical puede tratarse con un agente que induce la apoptosis, mediante lo cual se liberan los
nucleosomas fetales. Con respecto al enriquecimiento de ADN fetal circulante, se hace referencia a las
publicaciones de patente estadounidense n.°s 20070243549 y 20100240054. La presente invencion es
especialmente ventajosa cuando se aplican los métodos y sistemas al examen prenatal en el que sélo una pequefa
fraccion de nucleosomas o ADN puede ser de origen fetal.

El examen prenatal segun la presente invencion puede ser para una enfermedad incluyendo, pero sin limitarse a,
trisomia del cromosoma 13, trisomia del cromosoma 16, trisomia del cromosoma 18, sindrome de Klinefelter (47,
XXY), (47, XYY) y (47, XXX), sindrome de Turner, sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21), fibrosis quistica,
enfermedad de Huntington, beta-talasemia, distrofia miotdnica, anemia drepanocitica, porfiria, sindrome del
cromosoma X fragil, translocacion robertsoniana, sindrome de Angelman, sindrome de DiGeorge y sindrome de
Wolf-Hirschhorn.

Varios aspectos adicionales de la invencion se refieren a diagnosticar, pronosticar y/o tratar defectos asociados con
una amplia gama de enfermedades genéticas que se describen adicionalmente en el sitio web de los Institutos
Nacionales de Salud en la subseccion tematica Trastornos genéticos (sitio web en health.nih.gov/topic/Genetic
Disorders).

Deteccién de cancer y de farmacorresistencia contra el cancer

En determinadas realizaciones, la presente invencién puede usarse para detectar genes y mutaciones asociadas
con el cancer. En determinadas realizaciones, se detectan mutaciones asociadas con la resistencia. La amplificacion
de células tumorales resistentes o la aparicion de mutaciones resistentes en poblaciones clonales de células
tumorales puede surgir durante el tratamiento (véase, por ejemplo, Burger JA, et al., Clonal evolution in patients with
chronic lymphocytic leukaemia developing resistance to BTK inhibition. Nat Commun. 20 de mayo de
2016;7:11589; Landau DA, et al., Mutations driving CLL and their evolution in progression and relapse. Nature. 22 de
octubre de 2015;526(7574):525-30; Landau DA, et al., Clonal evolution in hematological malignancies and
therapeutic implications. Leukemia. Enero de 2014;28(1):34-43; y Landau DA, et al., Evolution and impact of
subclonal mutations in chronic lymphocytic leukemia. Cell. 14 de febrero de 2013;152(4):714-26). Por consiguiente,
la deteccion de tales mutaciones requiere ensayos altamente especificos y la monitorizacion requiere biopsias
repetidas. Las biopsias repetidas son inconvenientes, invasivas y costosas. Las mutaciones resistentes pueden ser
dificiles de detectar en una muestra de sangre u otra muestra biologica recogida de manera no invasiva (por
ejemplo, sangre, saliva, orina) usando los métodos previos conocidos en la técnica. Las mutaciones resistentes
pueden referirse a mutaciones asociadas con la resistencia a una quimioterapia, terapia dirigida o inmunoterapia.

En determinadas realizaciones, las mutaciones se producen en canceres individuales que pueden usarse para
detectar la evolucion del cancer. En una realizacion, se han caracterizado las mutaciones relacionadas con la
actividad citolitica de células T contra tumores y pueden detectarse mediante la presente invenciéon (véase, por
ejemplo, Rooney et al., Molecular and genetic properties of tumors associated with local immune cytolytic activity,
Cell. 15 de enero de 2015; 160(1-2): 48-61). Pueden desarrollarse terapias personalizadas para un paciente
basandose en la deteccion de estas mutaciones (véase, por ejemplo, el documento WO2016100975A1). En
determinadas realizaciones, las mutaciones especificas del cancer asociadas con la actividad citolitica pueden ser
una mutacion en un gen seleccionado del grupo que consiste en CASP8, B2M, PIK3CA, SMC1A, ARID5B, TET2,
ALPK2, COL5A1, TP53, DNER, NCOR1, MORC4, CIC, IRF6, MYOCD, ANKLE1, CNKSR1, NF1, SOS1, ARID2,
CUL4B, DDX3X, FUBP1, TCP11L2, HLA-A, B o C, CSNK2A1, MET, ASXL1, PD-L1, PD-L2, IDOI, IDO2, ALOX12B y
ALOX15B, o un aumento en el niumero de copias, excluyendo acontecimiento de cromosomas completos, que
afectan a cualquiera de las siguientes bandas cromosémicas: 6q16.1-921, 6g22.31-g24.1, 6925.1-926, 7p11.2-
q11.1, 8p23.1, 8p11.23-p11.21 (que contiene IDOI, IDO2), 9p24.2-p23 (que contiene PDL1, PDL2), 10p15.3,
10p15.1-p13, 11p14.1, 12p13.32-p13.2, 17p13.1 (que contiene ALOX12B, ALOX15B) y 22q11.1-q11.21.

En determinadas realizaciones, la presente invencion se usa para detectar una mutacién cancerosa (por ejemplo,
mutacion de resistencia) durante el transcurso de un tratamiento y después de completar el tratamiento. La
sensibilidad de la presente invencion puede permitir la deteccion no invasiva de mutaciones clonales que surgen
durante el tratamiento y puede usarse para detectar una recaida en la enfermedad.

En determinadas realizaciones de ejemplo, puede usarse la deteccion de microARN (miARN) y/o firmas de miARN
de miARN expresado de manera diferente para detectar o monitorizar la evolucién de un cancer y/o detectar la
farmacorresistencia de una terapia contra el cancer. Como ejemplo, Nadal et al. (Nature Scientific Reports, (2015)
doi:10.1038/srep12464) describen firmas de ARNm que pueden usarse para detectar cancer no microcitico de
pulmén (NSCLC).
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En determinadas realizaciones de ejemplo, puede usarse la presencia de mutaciones de resistencia en
subpoblaciones clonales de células para determinar un régimen de tratamiento. En otras realizaciones, pueden
administrarse terapias personalizadas para tratar a un paciente basandose en mutaciones tumorales habituales. En
determinadas realizaciones, las mutaciones habituales surgen en respuesta al tratamiento y conducen a la
farmacorresistencia. En determinadas realizaciones, la presente invencion puede usarse para monitorizar a
pacientes en busca de células que adquieren una mutacién o amplificacion de células que albergan tales mutaciones
farmacorresistentes.

Con frecuencia, el tratamiento con diversos agentes quimioterapicos, particularmente con terapias dirigidas tales
como inhibidores de tirosina cinasas, conduce a nuevas mutaciones en las moléculas diana que resisten la actividad
del agente terapéutico. Estan evaluandose multiples estrategias para superar esta resistencia, incluyendo el
desarrollo de terapias de segunda generacion que no se ven afectadas por estas mutaciones y el tratamiento con
multiples agentes incluyendo aquellos que actuan en el sentido de 3’ de la mutacion de resistencia. En una
realizacion a modo de ejemplo, una mutacion habitual del ibrutinib, una molécula que selecciona como diana la
tirosina cinasa de Bruton (BTK) y se usa para la LLC y determinados linfomas, es un cambio de cisteina a serina en
la posicion 481 (BTK/C481S). El erlotinib, que selecciona como diana el dominio tirosina cinasa del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), se usa habitualmente en el tratamiento de cancer de pulmén y de tumores
resistentes que se desarrollan de manera invariable tras la terapia. Una mutaciéon habitual hallada en clones
resistentes es una mutacion de treonina a metionina en la posicion 790.

En la técnica se conocen mutaciones no silenciosas compartidas entre poblaciones de pacientes con cancer y
mutaciones resistentes habituales que pueden detectarse con la presente invencion (véase, por ejemplo, el
documento WO/2016/187508). En determinadas realizaciones, pueden inducirse mutaciones de farmacorresistencia
mediante el tratamiento con ibrutinib, erlotinib, imatinib, gefitinib, crizotinib, trastuzumab, vemurafenib, RAF/MEK,
terapia de bloqueo del punto de control o terapia con antiestrogenos. En determinadas realizaciones, las mutaciones
especificas del cancer estan presentes en uno o mas genes que codifican para una proteina seleccionada del grupo
que consiste en ligando 1 de muerte programada (PD-L1), receptor de andréogenos (AR), tirosina cinasa de Bruton
(BTK), receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), BCR-AblI, c-kit, PIK3CA, HER2, EML4-ALK, KRAS,
ALK, ROS1, AKT1, BRAF, MEK1, MEK2, NRAS, RAC1 y ESR1.

Los puntos de control inmunitario son rutas inhibidoras que ralentizan o detienen las reacciones inmunitarias y
previenen el dafio tisular en exceso de una actividad incontrolada de las células inmunitarias. En determinadas
realizaciones, el punto de control inmunitario seleccionado como diana es el gen 1 de muerte programada (PD-1 o
CD279) (PDCD1). En otras realizaciones, el punto de control inmunitario seleccionado como diana es el antigeno
asociado a linfocitos T citotdoxicos (CTLA-4). En realizaciones adicionales, el punto de control inmunitario
seleccionado como diana es otro miembro de la superfamilia de Ig CD28 y CTLA4 tal como BTLA, LAG3, ICOS,
PDL1 o KIR. En aun mas realizaciones adicionales, el punto de control inmunitario seleccionado como diana es un
miembro de la superfamilia de TNFR, tal como CD40, OX40, CD137, GITR, CD27 o TIM-3.

Recientemente, se ha caracterizado la expresion génica en tumores y sus microentornos a nivel de célula individual
(véase, por ejemplo, Tirosh, et al. Dissecting the multicellular ecosystem of metastatic melanoma by single cell RNA-
seq. Science 352, 189-196, doi:10.1126/science.aad0501 (2016)); Tirosh et al., Single-cell RNA-seq supports a
developmental hierarchy in human oligodendroglioma. Nature. 10 de noviembre de 2016;539(7628):309-313. doi:
10.1038/nature20123. Epub del 2 de noviembre de 2016; y la publicacién de patente internacional con nimero de
serie WO 2017004153 A1). En determinadas realizaciones, pueden detectarse las firmas génicas usando la
presente invencion. En una realizacidon, se monitorizan o detectan genes complementarios en un microentorno
tumoral. En una realizaciéon, se monitorizan o detectan programas de MITF y AXL. En una realizacion, se detecta
una firma de célula progenitora o célula madre tumoral especifica. Tales firmas indican el estado de una respuesta
inmunitaria y el estado de un tumor. En determinadas realizaciones, puede detectarse el estado de un tumor en
términos de proliferacion, resistencia al tratamiento y abundancia de células inmunitarias.

Por tanto, en determinadas realizaciones, la invencion proporciona paneles de deteccidon de cancer rentables,
rapidos y multiplexados para ADN circulante, tal como ADN tumoral, particularmente para monitorizar la recaida de
la enfermedad o el desarrollo de mutaciones de resistencia habituales.

Aplicaciones de inmunoterapia

Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento también pueden ser utiles en contextos de
inmunoterapia adicionales. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los métodos de diagndstico, prondstico y/o
estadificacion de una respuesta inmunitaria en un sujeto comprenden detectar un primer nivel de expresion,
actividad y/o funcion de uno o mas biomarcadores y comparar el nivel detectado con un nivel de control, en los que
una diferencia en el nivel detectado y el nivel de control indica la presencia de una respuesta inmunitaria en el
sujeto.

En determinadas realizaciones, la presente invencion puede usarse para determinar una disfuncién o activacion de
linfocitos infiltrantes tumorales (TIL). Los TIL pueden aislarse a partir de un tumor usando métodos conocidos. Los
TIL pueden analizarse para determinar si deben usarse en terapias adoptivas de transferencia celular. Ademas,
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pueden analizarse células T con receptor de antigeno quimérico (células T CAR) para determinar una firma de
disfuncion o activacion antes de administrarlas a un sujeto. Se han descrito las firmas a modo de ejemplo para
células T disfuncionales y activadas (véase, por ejemplo, Singer M, et al., A Distinct Gene Module for Dysfunction
Uncoupled from Activation in Tumor-Infiltrating T Cells. Cell. 8 de septiembre de 2016;166(6):1500-1511.€9. doi:
10.1016/j.cell.2016.08.052).

En algunas realizaciones, se usa C2c2 para evaluar el estado de las células inmunitarias, tales como células T (por
ejemplo, células T CD8+ y/o CD4+). En particular, la activacion y/o disfunciéon de células T puede determinarse, por
ejemplo, basandose en genes o firmas génicas asociados con uno o mas de los estados de las células T. De esta
manera, puede usarse C2c2 para determinar la presencia de una o mas subpoblaciones de células T.

En algunas realizaciones, puede usarse C2c2 en un ensayo de diagndstico o puede usarse como método para
determinar si un paciente es adecuado para que se le administre una inmunoterapia u otro tipo de terapia. Por
ejemplo, la deteccion de firmas génicas o biomarcadores puede realizarse a través de C2c2 para determinar si un
paciente esta respondiendo a un tratamiento dado o, si el paciente no esta respondiendo, si esto puede deberse a la
disfuncion de las células T. Tal deteccion es informativa con respecto a los tipos de terapia que son los mas
adecuados para que reciba el paciente. Por ejemplo, si el paciente debe recibir inmunoterapia.

En algunas realizaciones, los sistemas y ensayos dados a conocer en el presente documento pueden permitir a los
médicos identificar si la respuesta de un paciente a una terapia (por ejemplo, una terapia adoptiva de transferencia
de células (ACT)) se debe a la disfuncion celular, y si es asi, los niveles de regulacion por incremento y regulacion
por disminucion a lo largo de la firma de biomarcador permitiran que se aborden los problemas. Por ejemplo, si un
paciente que recibe ACT no responde al tratamiento, las células administradas como parte de la ACT pueden
someterse a ensayo mediante un ensayo dado a conocer en el presente documento para determinar el nivel de
expresion relativo de una firma de biomarcador que se sabe que esta asociada con los estados de activacion y/o
disfuncion celular. Si una molécula o un receptor inhibidor particular esta regulado por incremento en las células
ACT, el paciente puede tratarse con un inhibidor de esa molécula o ese receptor. Si una molécula o un receptor
estimulador particular esta regulado por disminucién en las células ACT, el paciente puede tratarse con un agonista
de esa molécula o ese receptor.

En determinadas realizaciones de ejemplo, los sistemas, métodos y dispositivos descritos en el presente documento
pueden usarse para examinar firmas génicas que identifican un tipo de célula particular, el fenotipo de la célula o el
estado de la célula. Del mismo modo, mediante el uso de métodos tales como deteccion comprimida, las
realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden usarse para detectar transcriptomas. Los datos de
expresion génica son altamente estructurados, de tal manera que el nivel de expresion de algunos genes es
predictivo del nivel de expresién de otros. El conocimiento de que los datos de expresion génica son altamente
estructurados permite la suposicion de que el numero de grados de libertad en el sistema es pequefio, lo que
permite suponer que la base para la computaciéon de las abundancias génicas relativas es escasa. Es posible
realizar varias suposiciones bioldgicamente motivadas que permitan a los solicitantes recuperar los términos de
interaccidon no lineal mientras realizan un muestreo insuficiente sin tener ningun conocimiento especifico de qué
genes es probable que interaccionen. En particular, si los solicitantes suponen que las interacciones genéticas
tienen un rango bajo, son escasas, o una combinacién de los mismos, entonces el verdadero nimero de grados de
libertad es pequefio en relacidon con la expansion combinatoria completa, lo que permite a los solicitantes inferir el
panorama no lineal completo con un niumero de perturbaciones relativamente pequefio. El trabajo alrededor de estas
suposiciones, las teorias analiticas de completitud de matriz y la deteccién comprimida pueden usarse para disefar
experimentos de perturbacion combinatoria de muestreo insuficiente. Ademas, pueden usarse un marco de
aprendizaje de nucleos para emplear el muestreo insuficiente mediante la construccion de funciones predictivas de
perturbaciones combinatorias sin aprender directamente ningun coeficiente de interaccion individual. La deteccion
comprimida proporciona una manera de identificar el minimo numero de transcritos diana que van a detectarse con
el fin de obtener un perfil de expresion génica exhaustivo. Se dan a conocer métodos para la deteccion comprimida
en el documento PCT/US2016/059230 “Systems and Methods for Determining Relative Abundances of
Biomolecules” presentado el 27 de octubre de 2016. Habiendo usado métodos como la deteccion comprimida para
identificar un conjunto minimo de dianas de transcritos, entonces puede disefiarse un conjunto de ARN guias
correspondientes para detectar dichos transcritos. Por consiguiente, en determinadas realizaciones de ejemplo, un
meétodo para obtener un perfil de expresion génica de una célula comprende detectar, usando las realizaciones
dadas a conocer en el presente documento, un conjunto minimo de transcritos que proporcione un perfil de
expresion génica de una célula o poblacion de células.

DETECCION DE EDICIONES GENICAS Y/O EFECTOS INESPECIFICOS

Las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden usarse en combinacion con otras herramientas
de edicidn génica para confirmar que una edicién o ediciones génicas deseadas tuvieron éxito y/o para detectar la
presencia de cualquier efecto inespecifico. Las células que se han editado pueden examinarse usando una o mas
guias para uno o mas loci diana. Dado que las realizaciones dadas a conocer en el presente documento utilizan
sistemas CRISPR, también se prevén aplicaciones tratandsticas. Por ejemplo, las realizaciones de genotipado
dadas a conocer en el presente documento pueden usarse para seleccionar loci diana apropiados o identificar
células o poblaciones de células que necesitan la edicion diana. Luego puede usarse el mismo sistema, o uno
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independiente, para determinar la eficiencia de edicién. Tal como se describe en los ejemplos de trabajo a
continuacion, las realizaciones dadas a conocer en el presente documento pueden usarse para disefiar
canalizaciones tratanodsticas funcionales en tan solo una semana.

DETECCION DE ELEMENTOS ETIQUETADOS CON ACIDOS NUCLEICOS

Alternativamente, las realizaciones descritas en el presente documento pueden usarse para detectar identificadores
de acidos nucleicos. Los identificadores de acidos nucleicos son acidos nucleicos no codificantes que pueden usarse
para identificar un elemento particular. Se describen identificadores de acidos nucleicos de ejemplo, tales como
marcas de agua de ADN, en Heider y Barnekow. “DNA watermarks: A proof of concept” BMC Molecular Biology 9:40
(2008). Los identificadores de acidos nucleicos también pueden ser un cddigo de barras de acido nucleico. Un
cbdigo de barras basado en acido nucleico es una secuencia de nucledtidos corta (por ejemplo, ADN, ARN o
combinaciones de los mismos) que se usa como identificador para una molécula asociada, tal como una molécula
diana y/o un acido nucleico diana. Un cédigo de barras de acido nucleico puede tener una longitud de al menos, por
ejemplo, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50, 60, 70, 80, 90 o 100 nucledtidos, y puede estar en forma monocatenaria o bicatenaria. Uno o mas codigos de
barras de acido nucleico pueden unirse a, o “etiquetarse con”, una molécula diana y/o un acido nucleico diana. Esta
unién puede ser directa (por ejemplo, union covalente o no covalente del cédigo de barras a la molécula diana) o
indirecta (por ejemplo, a través de una molécula adicional, por ejemplo, un agente de unioén especifico, tal como un
anticuerpo (u otra proteina) o un adaptador que recibe el codigo de barras (u otra molécula de acido nucleico). La
molécula diana y/o los acidos nucleicos diana pueden marcarse con multiples cédigos de barras de acido nucleico
de manera combinatoria, tal como un concatémero de cédigo de barras de acido nucleico. Normalmente, se usa un
codigo de barras de acido nucleico para identificar que las moléculas diana y/o los acidos nucleicos diana
pertenecen a un compartimento particular (por ejemplo, un volumen discreto), tienen una propiedad fisica particular
(por ejemplo, afinidad, longitud, secuencia, etc.) o se han sometido a determinadas condiciones de tratamiento. La
molécula diana y/o el acido nucleico diana puede asociarse con multiples codigos de barras de acido nucleico para
proporcionar informacion sobre todas estas caracteristicas (y mas). Se dan a conocer métodos para generar codigos
de barras de acido nucleico, por ejemplo, en la publicacion de solicitud de patente internacional
n.° WO/2014/047561.

Enzimas

La solicitud proporciona ademas ortdlogos de C2c2 que demuestran una actividad robusta, lo que les hace
particularmente adecuados para diferentes aplicaciones de escision y deteccién de ARN. Estas aplicaciones
incluyen, pero no se limitan a, las descritas en el presente documento. Mas particularmente, un ortélogo que se
demuestra que tiene una actividad mas fuerte que los demas sometidos a prueba es el ortélogo de C2¢2 identificado
a partir del organismo Leptotrichia wadei (LwC2c2). Por tanto, la solicitud proporciona métodos para modificar un
locus diana de interés, que comprende administrar a dicho locus una composicién que no se produce de manera
natural o modificada por ingenieria que comprende una proteina efectora C2c2, mas particularmente una proteina
efectora C2¢2 con actividad aumentada tal como se describe en el presente documento y uno o mas componentes
de acido nucleico, en los que al menos el uno o0 mas componentes de acido nucleico esta modificado por ingenieria,
el uno o mas componentes de acido nucleico dirige el complejo a la diana de interés y la proteina efectora forma un
complejo con el uno o mas componentes de acido nucleico y el complejo se une al locus diana de interés. En
realizaciones particulares, el locus diana de interés comprende ARN. La solicitud proporciona ademas el uso de las
proteinas efectoras C2c2 con actividad aumentada en interferencia especifica de secuencia del ARN, regulacién
génica especifica de secuencia del ARN, examen de ARN o productos de ARN o ARNIinc o ARN no codificante, o
ARN nuclear, o ARNm, mutagénesis, hibridacion in situ por fluorescencia, o reproduccion.

La invenciéon se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

Ejemplos de trabajo
EJEMPLO 1 - Protocolos generales

Se proporcionan dos modos para realizar una prueba de diagnostico C2c2 para ADN y ARN. Este protocolo también
puede usarse con variantes de deteccion de proteinas después de la administracion de los aptameros de deteccion.
La primera es una reaccion de dos etapas en la que se realizan por separado la amplificacion y la detecciéon con
C2c2. La segunda es donde se combina todo en una reaccion y esta se denomina reaccion de dos etapas. Es
importante tener en cuenta que la amplificacion podria no ser necesaria para muestras de mayor concentracion, por
lo que es bueno disponer de un protocolo de C2c2 independiente que no incorpore amplificacion.

Sdlo efector de CRISPR - sin amplificacion:
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Componente Volumen (ul)
Proteina (44 nM final) 2
ARNcr (12 nM final)

Diana de fondo (100 ng en total)

ARNM diana (variable)

Sonda de sensor de ARN (125 niM)
MgClz (& mM final)

Tampon de reaccion 10x

Inhibidores de ARNasa (murina de NEB)
H:0

=

Mk [ R ] =] =

total 20

El tampdn de reaccién es: Tris-HCI 40 mM, NaCl 60 mM, pH 7,3

Realizar esta reaccién durante 20 min-3 h a 37°C. Lectura con excitaciéon: 485 nm/20 nm, emision: 528 nm/20 nm.
Puede detectarse una sefal para sensibilidad de molécula unica comenzando a los 20 min pero, por supuesto, la
sensibilidad es mayor para tiempos de reaccion mas prolongados.

Reaccion de dos etapas:

Mezcla de amplificacion RPA

Componente Yolumen (pl)
Cebador A (100 ph) 0,48
Cebador B (100 ph) 0,48
Tampon de RPA 59
MgAc 5
Diana (concentracion variable) 5
ATP (100 pM del kit NEB) 2
GTP (100 uM del kit NEB) 2
UTP (100 pM del kit NEB) 2
CTP (100 pM del kit NEB) 2
Polimerasa T7 (del kit NEB) 2
Hz20 25
total 104,96

Mezclar esta reaccidén conjuntamente y luego resuspender de dos a tres tubos de mezcla de enzimas secada por
congelacion. Afadir 5 ul de MgAc 280 mM a la mezcla para comenzar la reaccion. Realizar la reaccion durante 10-
20 min. Cada reaccion es de 20 pl, por lo que esto es suficiente para hasta cinco reacciones.

Mezcla de deteccion con C2c2
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Componente Volumen (ul)
Proteina (44 nM final) 2
ARMcr (12 nM final)

Diana de fondo (100 ng en total) 1
Reaccion de RPA 1
Sonda de sensor de ARN (125 niM) 4
MgClz (6 mM final) 2
Tampén de reaccion 10x 2
Inhibidores de ARMasa (murina de NEB) 2
HzO 5
total 20

El tampon de reaccion es: Tris-HCI 40 mM, NaCl 60 mM, pH 7,3

Realizar esto durante 20 min — 3 horas. El tiempo minimo de deteccion es de aproximadamente 20 min para
observar sensibilidad de molécula unica. Realizar la reaccion durante mas tiempo sélo mejora la sensibilidad.

Reaccion en un solo recipiente:

Componente Volumen (ul)
Cebador A (100 uM) 0,48
Cebador B (100 uM) 0,48
Tampon de RPA 59
MgAc 5
Lw2C2c2 (44 nM final) 2
ARNcr (12 nh final) 2

ARN de fondo (desde 250 ng/ul) 2
Sustr. RNAse Alert (después de resuspender en 20 ul) 5

Inhib. de ARNasa murina de NEB 10

Diana (concentracion variable) 5
ATP (100 uM del kit NEB) 2
GTP (100 uM del kit NEB) 2
UTP (100 pM del kit NEB) 2
2
2
4

CTP (100 pM del kit NEB)
Polimerasa T7 (del kit NEB)
H20

total 104,96

El kit NEB al que se hace referencia es el kit HighScribe T7 High Yield. Para resuspender el tampén, usar una
concentracion 1,5x: resuspender tres tubos de sustrato secado por congelacién en 59 ul de tampdn y usar en la
mezcla anterior. Cada reaccion es de 20 ul, por lo que esto es suficiente para 5 reacciones. La sensibilidad de
molécula Unica con esta reaccién se ha observado en tan solo 30-40 min.

EJEMPLO 2 - C2c2 DE LEPTOTRICHIA WADEIMEDIA EN LA DETECCION ALTAMENTE SENSIBLE Y
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ESPECIFICA DE ADN Y ARN

La deteccién rapida, rentable y sensible de acidos nucleicos puede ayudar en la deteccion de patégenos de
diagnéstico inmediato, en el genotipado y en la monitorizacion de la enfermedad. El efector CRISPR que selecciona
como diana ARN guiado por ARN Cas13a (previamente conocido como C2c2) presenta un “efecto colateral” de
actividad ARNasa promiscua tras el reconocimiento de la diana. El solicitante combind el efecto colateral de Cas13a
con la amplificacién isotérmica para establecer un diagndstico basado en CRISPR (CRISPR-Dx), que proporciona
una deteccion rapida de ADN o ARN con sensibilidad attomolar y especificidad de apareamiento erréneo de base
unica. El solicitante us6 esta plataforma de deteccion molecular basada en Cas13a, denominada SHERLOCK
(desbloqueo del indicador enzimatico especifico de alta sensibilidad), para detectar cepas especificas de virus de
Zika y del dengue, distinguir bacterias patdgenas, genotipar ADN humano e identificar mutaciones de ADN tumoral
libre de células. Ademas, los reactivos de reaccion de SHERLOCK pueden liofilizarse para independencia de la
cadena de frio y almacenamiento a larga plazo, y reconstituirse facilmente sobre papel para aplicaciones de campo.

La capacidad para detectar rapidamente acidos nucleicos con alta sensibilidad y especificidad de base unica en una
plataforma portatil puede ayudar en el diagndstico y la monitorizacién de enfermedades, en la epidemiologia y en
tareas generales de laboratorio. Aunque existen métodos para detectar acidos nucleicos (1-6), tienen equilibrios
entre sensibilidad, especificidad, sencillez, coste y velocidad. Los sistemas inmunitarios adaptativos microbianos de
repeticiones palindromicas cortas regularmente espaciadas (CRISPR) de agrupamientos microbianos y asociados a
CRISPR (CRISPR-Cas) contienen endonucleasas programables que pueden aprovecharse para diagnésticos
basados en CRISPR (CRISPR-Dx). Aunque algunas enzimas Cas seleccionan como diana el ADN (7, 8), las
ARNasas guiadas por ARN efectoras unicas, tales como Cas13a (previamente conocida como C2c¢2) (8), pueden
reprogramarse con ARN de CRISPR (ARNcr) (9-11) para proporcionar una plataforma para la deteccion especifica
de ARN. Tras el reconocimiento de su diana de ARN, la Cas13a activada participa en la escision “colateral’ de los
ARN no seleccionados como diana cercanos (10). Esta actividad de escision colateral programada por ARNcr
permite que Cas13a detecte la presencia de un ARN especifico in vivo desencadenando la muerte celular
programada (10) o in vitro mediante la degradacion inespecifica de ARN marcado (10, 12). En este caso, el
solicitante describe SHERLOCK (desbloqueo del indicador enzimatico especifico de alta sensibilidad), una
plataforma de deteccion de acidos nucleicos in vitro con sensibilidad attomolar basada en la amplificacion de acidos
nucleicos y 3 escisiones colaterales mediadas por Cas13a de un ARN indicador comercial (12), lo que permite la
deteccion en tiempo real de la diana (figura 17).

Métodos
Clonacién de loci de C2c2 y proteinas para la expresion

Para el ensayo de eficiencia in vivo en bacterias, se ordenaron proteinas C2c2 de Leptotrichia wadei FO279
y Leptotrichia shahiicomo genes con codones optimizados para la expresion en mamiferos (Genscript, Jiangsu,
China) y se clonaron en estructuras principales de pACYC184 junto con las repeticiones directas correspondientes
que flanquean o bien un espaciador que selecciona como diana beta-lactamasa o bien un espaciador que no
selecciona como diana beta-lactamasa. La expresion del espaciador se impulsé mediante un promotor J23119.

Para la purificacién de proteinas, se clonaron proteinas C2c2 con codones optimizados de mamifero en vector de
expresion bacteriano para la purificacion de proteinas (6x His/Twin Strep SUMO, un vector de expresion basado en
pPET recibido como un obsequio de llya Finkelstein).

Ensayo de eficiencia de C2c2 in vivo en bacterias

Se transformaron conjuntamente plasmidos de eficiencia in vivo LwC2c2 y LshC2c2 y un plasmido de beta-
lactamasa previamente descrito (Abudayyeh 2016) en células competentes NovaBlue Singles (Millipore) a 90 ng y
25 ng, respectivamente. Después de la transformacion, se sembraron diluciones de células en una placa de LB-agar
con ampicilina y cloranfenicol y se incubaron durante la noche a 37°C. Se contaron las colonias al dia siguiente.

Diana de acido nucleico y preparacion de ARNcr

Se amplificaron por PCR las dianas de acido nucleico con KAPA Hifi Hot Start (Kapa Biosystems), se extrajeron en
gel y se purificaron usando el kit de extraccion en gel MinElute (Qiagen). Se incubd el ADNbc purificado con
polimerasa T7 durante la noche a 30°C usando el kit de sintesis de ARN HiScribe T7 Quick High Yield (New England
Biolabs) y se purificd el ARN con el kit de limpieza de transcripcion MEGAclear (Thermo Fisher).

Para la preparacion de ARNcr, se ordenaron constructos como ADN (Integrated DNA Technologies) con una
secuencia promotora T7 unida. Se hibridé el ADN de ARNcr con un cebador T7 corto (concentraciones finales de
10 uM) y se incub6 con polimerasa T7 durante la noche a 37°C usando el kit de sintesis de ARN HiScribe T7 Quick
High Yield (New England Biolabs). Se purificd el ARNcr usando perlas de limpieza RNAXP (Beckman Coulter) a una
razon 2x de perlas con respecto al volumen de reaccion, con una complementacién 1,8x adicional de isopropanol
(Sigma).

Amplificacion isotérmica NASBA
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Se describen detalles de la reaccion de NASBA en [Pardee 2016]. Para un volumen de reaccion total de 20 ul, se
combinaron 6,7 ul de tampén de reaccion (Life Sciences, NECB-24), 3,3 ul de mezcla de nucleétidos (Life Sciences,
NECN-24), 0,5 ul de agua libre de nucleasas, 0,4 ul de cebadores de NASBA 12,5 uM, 0,1 ul de inhibidor de
ARNasa (Roche, 03335402001) y 4 ul de amplicén de ARN (o agua para el control negativo) a 4°C y se incubaron a
65°C durante 2 min y luego a 41°C durante 10 min. Se afiadieron 5 ul de mezcla de enzimas (Life Sciences, NEC-1-
24) a cada reaccion, y se incubd la mezcla de reaccion a 41°C durante 2 h. Los cebadores de NASBA usados fueron
5-AATTCTAATACGACTCACTATAGGGGGATCCTCTAGAAATATGGATT-3 (SEQ ID NO. 16) y 5-
CTCGTATGTTGTGTGGAATTGT-3’ (SEQ ID NO. 17), y la parte subrayada indica la secuencia promotora T7.

Amplificacion por recombinasa y polimerasa

Se disefiaron cebadores para RPA usando Primer blast del NCBI (Ye et al., BMC Bioinformatics 13, 134 (2012)
usando los parametros por defecto, con la excepcion del tamafio de amplicon (entre 100 y 140 nt), las temperaturas
de fusidn del cebador (entre 54°C y 67°C) y el tamafio del cebador (entre 30 y 35 nt). Luego se ordenaron los
cebadores como ADN (Integrated DNA Technologies).

Se ejecutaron las reacciones de RPA y RT-RPA segun las instrucciones con TwistAmp® Basic o TwistAmp® Basic
RT (TwistDx), respectivamente, con la excepcion de que se afiadid MgAc 280 mM antes del molde de entrada. Se
ejecutaron las reacciones con 1 ul de entrada durante 2 h a 37°C, a menos que se describa lo contrario.

Purificacion de proteina LwC2c2

Se transformaron vectores de expresion bacteriana de C2c2 en células competentes individuales Rosetta™ 2(DE3)
pLysS (Millipore). Se hizo crecer un cultivo iniciador de 16 ml en medio de crecimiento Terrific Broth 4 (triptona
12 g/l, extracto de levadura 24 g/, K;HPO4 9,4 g/l, KH2PO4 2,2 g/l, Sigma) (TB) que se uso para inocular 4 | de TB,
que se incubd a 37°C, 300 RPM hasta una DO600 de 0,6. En ese momento, se indujo la expresion de proteinas
mediante la complementacion con IPTG (Sigma) hasta una concentracion final de 500 uM, y se enfriaron las células
hasta 18°C durante 16 h para la expresion de proteinas. Luego se centrifugaron las células a 5200 g, 15 min, 4°C.
Se recogi6 el sedimento celular y se almacend a -80°C para su posterior purificacion.

Todas las etapas posteriores de la purificacion de proteinas se realizaron a 4°C. se tritur6 el sedimento celular y se
resuspendié en tampén de lisis (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, DTT 1 mM, pH 8,0) complementado con inhibidores
de proteasas (comprimidos libres de EDTA Complete Ultra), lisozima y benzonasa seguido de sonicacion (Sonifier
450, Branson, Danbury, CT) con las siguientes condiciones: amplitud de 100 durante 1 segundo encendido y
2 segundos apagado con un tiempo de sonicacién total de 10 minutos. Se aclar6 el lisado mediante centrifugacion
durante 1 hora a 4°C a 10.000 g y se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro Stericup de 0,22 micrometros (EMD
Millipore). Se aplico el sobrenadante filtrado a StrepTactin Sepharose (GE) y se incubé con rotacién durante 1 hora
seguido del lavado de la resina StrepTactin unida a proteina tres veces en tampon de lisis. Se resuspendioé la resina
en tampon de digestion SUMO (Tris-HCI 30 mM, NaCl 500 mM, DTT 1 mM, Igepal al 0,15% (NP-40), pH 8,0) junto
con 250 unidades de proteasa SUMO (ThermoFisher) y se incubé durante la noche a 4°C con rotacion. Se confirmé
la digestiéon mediante SDS-PAGE Yy tincion con azul de Coomassie y se aisld el eluido de proteina mediante la
centrifugacion de la resina. Se cargo la proteina en una columna de intercambio catiénico HiTrap SP HP de 5 ml (GE
Healthcare Life Sciences) a través de FPLC (AKTA PURE, GE Healthcare Life Sciences) y se eluy6 a lo largo de un
gradiente de sales desde 130 mM hasta 2 M de NaCl en tampédn de elucion (Tris-HCI 20 mM, DTT 1 mM, glicerol al
5%, pH 8,0). Se sometieron a prueba las fracciones resultantes para determinar la presencia de LwC2c2 mediante
SDS-PAGE y se agruparon las fracciones que contenian la proteina y se concentraron a través de una unidad de
filtracion centrifuga hasta 1 ml en tampén S200 (HEPES 10 mM, NaCl 1 M, MgCl, 5 mM, DTT 2 mM, pH 7,0). Se
cargd la proteina concentrada en una columna de filtracion en gel (Superdex® 200 Increase 10/300 GL, GE
Healthcare Life Sciences) a través de FPLC. Se analizaron las fracciones resultantes de la filtracién en gel mediante
SDS-PAGE y se agruparon las fracciones que contenian LwC2c2 y se sometieron a intercambio de tampén a
tampon de almacenamiento (NaCl 600 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,5, glicerol al 5%, DTT 2 mM) y se congelaron a
-80°C para su almacenamiento.

Deteccion colateral de LwC2c2

Se realizaron ensayos de deteccion con LwC2c2 purificada 45 nM, ARNcr 22,5 nM, indicador de sustrato 125 nM
(Thermo Scientific RNAse Alert v2), 2 ul de inhibidores de ARNasa murina, 100 ng de ARN total de fondo y
cantidades variables de diana de acido nucleico de entrada, a menos que se indique lo contrario, en tampoén de
ensayo de nucleasas (Tris-HCI 40 mM, NaCl 60 mM, MgCl, 6 mM, pH 7,3). Si la entrada era ADN amplificado que
incluia un promotor T7 de una reaccién de RPA, se modifico la reaccion de C2¢2 anterior para incluir ATP 1 mM,
GTP 1 mM, UTP 1 mM, CTP 1mM y 0,6 ul de mezcla de polimerasa T7 (NEB). Se permitié6 que las reacciones
avanzaran durante 1-3 horas a 37°C (a menos que se indique lo contrario) en un lector de placas de fluorescencia
(BioTek), midiéndose la cinética de fluorescencia cada 5 minutos.

Se realiz6 la reaccidon en un solo recipiente que combinaba amplificacion RPA de ADN, conversién por polimerasa
T7 de ADN en ARN y deteccion con C2c2 mediante la integracion de las condiciones de reaccion anteriores con la
mezcla de amplificacion RPA. En resumen, en un ensayo en un solo recipiente de 50 ul que consistia en cebador
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directo 0,48 uM, cebador inverso 0,48 uM, tampoén de rehidratacién de RPA 1x, cantidades variables de entrada de
ADN, proteina recombinante LwC2c2 45 nM, ARNcr 22,5 nM, 250 ng de ARN total de fondo, indicador de sustrato
200 nM (RNase Alert v2), 4 ul de inhibidor de ARNasa, ATP 2 mM, GTP 2 mM, UTP 2 mM, CTP 2 mM, 1 ul de
mezcla de polimerasa T7, MgCl, 5 mM y MgAc 14 mM.

Analisis por PCR cuantitativa (QPCR) con sondas TagMan

Para comparar la cuantificaciéon por SHERLOCK con otros métodos establecidos, se realizd qPCR sobre una serie
de diluciones de ADNmc 1. Se disefiaron una sonda TagMan y un conjunto de cebadores (secuencias a
continuacién) contra ADNmc 1 y se sintetizaron con IDT. Se realizaron los ensayos usando la mezcla maestra
TaqgMan Fast Advanced (Thermo Fisher) y se midieron en un dispositivo Roche LightCycler 480.

Tabla de secuencias de cebadores/sondas de qPCR.

MNombre Secuencia

Cebador directo  |GTG GAA TTG TGA GCG GAT AAA C (SEQ ID NO: 420)

Cebador inverso |AAC AGC AAT CTACTC GAC CTG (SEQ 1D NO: 421)

Sonda TagMan  |/56-FAM/AGGAAACAG/ZEN/CTATGACCATGATTACGCC/31ABKFQY (SEQ ID NO: 422 y 423)

RPA en tiempo real con SYBR Green Il

Para comparar la cuantificacion por SHERLOCK con otros métodos establecidos, el solicitante realizd RPA sobre
una serie de diluciones de ADNmc 1. Para cuantificar la acumulacion de ADN en tiempo real, el solicitante afiadid 1x
SYBR Green Il (Thermo Fisher) a la mezcla de reaccion de RPA tipica descrita anteriormente, que proporciona una
sefal fluorescente que se correlaciona con la cantidad de acido nucleico. Se permitié que las reacciones avanzaran
durante 1 h a 37°C en un lector de placas de fluorescencia (BioTek), midiéndose la cinética de fluorescencia cada
5 min.

Preparacioén y procesamiento de lentivirus

La preparacion y el procesamiento de lentivirus se baso en los métodos previamente conocidos. En resumen, se
transfectaron 10 ug de derivados de pSB700 que incluian un fragmento de ARN de Zika o de dengue, 7,5 ug de
psPAX2y 2,5 ug de pMD2.G con células HEK293FT (Life Technologies, R7007) usando el método de HeBS-CaCl..
28 h después de cambiar el medio, DMEM suplementado con FBS al 10%, penicilina-estreptomicina al 1% y
GlutaMAX 4 mM (ThermoFisher Scientific), se filtr6 el sobrenadante usando un filtro de jeringa de 0,45 um. Se
usaron el kit de purificacion de lentivirus ViralBind (Cell Biolabs, VPK-104) y Lenti-X Concentrator (Clontech, 631231)
para purificar y preparar lentivirus a partir del sobrenadante. Se cuantificd la concentracion viral usando kit de
lentivirus QuickTiter (Cell Biolabs, VPK-112). Se realizaron adiciones conocidas de muestras virales a suero humano
al 7% (Sigma, H4522), se calentaron hasta 95°C durante 2 min y se usaron como entrada para la RPA.

Aislamiento y purificacion de ADNc de muestras de suero humano de Zika

Se inactivaron muestras de orina o suero humano positivas para Zika sospechosas con tampon AVL (Qiagen) y se
logré el aislamiento de ARN con el minikit de ARN viral QlAamp (Qiagen). Se convirtio el ARN aislado en ADNc
mezclando cebadores aleatorios, dNTP y ARN de muestra seguido de desnaturalizacién por calor durante 7 minutos
a 70°C.Luego se sometid a transcripcion inversa el ARN desnaturalizado con Superscript Il (Invitrogen) incubando a
22-25°C durante 10 minutos, 50°C durante 45 minutos, 55°C durante 15 minutos y 80°C durante 10 minutos. Luego
se incubd el ADNc durante 20 minutos a 37°C con ARNasa H (New England Biolabs) para destruir el ARN en los
hibridos ARN:ADNc.

Extraccion de ADN gendmico a partir de saliva humana

Se recogieron 2 ml de saliva de los voluntarios, a quienes se les restringid el consumo de alimento o bebida
30 minutos antes de la recogida. Luego se procesaron las muestras usando el minikit sanguineo de ADN QlAamp®
(Qiagen) segun lo recomendado por el protocolo del kit. Para muestras de saliva hervidas, se afiadieron 400 pul de
solucion salina tamponada con fosfato (Sigma) a 100 ul de saliva de voluntario y se centrifugaron durante 5 min a
1800 g. Se decanté el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en solucion salina tamponada con fosfato con
Triton X-100 al 0,2% (Sigma) antes de la incubacion a 95°C durante 5 min. Se us6 1 pl de muestra como entrada
directa a las reacciones de RPA.

Secado por congelacion y deposicién sobre papel

Se sometioé a esterilizacion en autoclave un papel de filtro de fibra de vidrio (Whatman, 1827-021) durante 90 min
(Consolidated Stills and Sterilizers, MKII) y se bloque6é en BSA libre de nucleasas al 5% (EMD Millipore, 126609-
10GM) durante la noche. Después de enjuagar los papeles una vez con agua libre de nucleasas (Life technologies,
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AM9932), se incubaron con RNAsecureTM al 4% (Life technologies, AM7006) a 60°C durante 20 min y se
enjuagaron tres veces mas con agua libre de nucleasas. Se secaron los papeles tratados durante 20 min a 80°C en
una placa caliente (Cole-Parmer, IKA C-Mag HS7) antes de su uso. Se colocaron 1,8 ul de mezcla de reaccion de
C2c2 tal como se indicé anteriormente sobre el disco (2 mm) que se colocd en una placa negra de 384 pocillos de
fondo transparente (Corning, 3544). Para la prueba de secado por congelacién, se ultracongel6 en nitrégeno liquido
la placa que contenia los discos con mezcla de reaccién y se secé por congelacion durante la noche tal como se
describe en Pardee et al. (2). Se diluyeron 1:10 las muestras de RPA en agua libre de nucleasas, y se cargaron 1,8
ul de la mezcla en los discos de papel y se incubaron a 37°C usando un lector de placas (BioTek Neo).

Extraccion de ADN gendémico bacteriano

Para los experimentos que implican deteccion de CRE, se hicieron crecer cultivos bacterianos en caldo de lisogenia
(LB) hasta la fase logaritmica media, luego se sedimentaron y se sometieron a extraccion y purificacion de ADNg
usando el kit sanguineo y tisular Qiagen DNeasy, usando el protocolo del fabricante para bacterias o bien Gram
negativas o bien Gram positivas, segun fuese apropiado. Se cuantific6 el ADNg mediante el ensayo de ADNbc
Quant-It en un fluorimetro Qubit y se evalud su calidad a través del espectro de absorbancia a 200-300 nm en un
espectrofotometro Nanodrop.

Para los experimentos que discriminan entre E. coliy P. aeruginosa, se hicieron crecer cultivos bacterianos hasta la
fase estacionaria temprana en caldo de Luria-Bertani (LB). Se procesé 1,0 ml tanto de E. coli como de P. aeruginosa
usando el kit de extraccion de ADNg bacteriano PureLyse portatil (Claremont BioSolutions). Se afiadié tampdn de
union 1X al cultivo bacteriano antes de realizar los pases a través del cartucho de lisis que funciona con pilas
durante tres minutos. Se us6 tampoén de union 0,5X en agua como disolucién de lavado antes de eluir con 150 ul de
agua.

Cuantificacién por PCR digital en gotas

Para confirmar la concentracion de las diluciones patron de ADNmc 1 y ARNmc 1 usadas en la figura 1C, el
solicitante realizd6 PCR digital en gotas (ddPCR). Para la cuantificacion de ADN, se prepararon gotas usando la
supermezcla de ddPCR para sondas (sin dUTP), disefiandose los ensayos de sondas/cebadores de gqPCR
PrimeTime para seleccionar como diana la secuencia de ADNmc 1. Para la cuantificaciéon de ARN, se prepararon
gotas usando el kit de RT-ddPCR de una sola etapa para sondas, disefiandose los ensayos de sondas/cebadores de
gPCR PrimeTime para seleccionar como diana la secuencia de ARNmc 1. En cualquier caso, se generaron las gotas
usando el generador de gotas QX200 (BioRad) y se transfirieron a una placa de PCR. Se realizé amplificacion
basada en gotas en un termociclador tal como se describe en el protocolo del kit y posteriormente se determinaron
las concentraciones de acido nucleico a través de la mediciéon en un lector de gotas QX200.

Patrones sintéticos para el genotipado humano

Para crear patrones para la llamada precisa de genotipos de muestras humanas, el solicitante disefid cebadores
alrededor de la diana de SNP para amplificar regiones de ~200 pb de ADN gendmico humano que representan cada
uno de los dos genotipos homocigoticos. Luego se prepard el patron heterocigético mezclando los patrones
homocigoticos en una razén 1:1. Luego se diluyeron estos patrones hasta concentraciones de genoma equivalentes
(~0,56 fg/ul) y se usaron como entrada para SHERLOCK junto con muestras humanas reales.

Deteccion de ADN libre de células (ADNIc) mutante tumoral

Se adquirieron patrones de ADNIc simulado que simulan muestras de ADNIc de pacientes reales de un proveedor
comercial (Horizon Discovery Group). Se proporcionaron estos patrones como cuatro fracciones alélicas (el 100% de
WTy el 0,1%, el 1% y el 5% de mutante) para los mutantes BRAF V600E y EGFR L858R. Se proporcionaron 3 ul de
estos patrones como entrada a SHERLOCK.

Anélisis de los datos de fluorescencia

Para calcular los datos de fluorescencia sustraida del fondo, se sustrajo la fluorescencia inicial de las muestras para
permitir comparaciones entre condiciones diferentes. Se sustrajo la fluorescencia para las condiciones de fondo (o
bien sin entrada o bien sin condiciones de ARNcr) de las muestras para generar la fluorescencia sustraida del fondo.

Se calcularon las razones de guia para la discriminacién de cepa o SNP dividiendo cada guia entre la suma de
valores de guia, para ajustar la variacion global de muestra a muestra. Se calcularon las razones de ARNcr para la
discriminacion de cepa o SNP para ajustar la variacion global de muestra a muestra de la siguiente manera:

(m+n)4,;
i=1Ai + 2isy By

razén de Ai de ARNcr =

en la que Ai y Bi se refieren a los valores de intensidad de SHERLOCK para la réplica técnica i de los ARNcr que
detectan el alelo A o el alelo B, respectivamente, para un individuo dado. Puesto que un ensayo tiene normalmente
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cuatro réplicas técnicas por ARNcr, m y n son iguales a 4 y el denominador es equivalente a la suma de los ocho
valores de intensidad de SHERLOCK del ARNcr para un locus de SNP e individuo dados. Debido a que hay dos
ARNCcr, el promedio de razones de ARNcr en cada uno de los ARNcr para un individuo siempre sumara dos. Por
tanto, en el caso ideal de homocigosidad, la razon media de ARNcr para el ARNcr de alelo positivo sera dos y la
razon media de ARNcr para el ARNcr de alelo negativo sera cero. En el caso ideal de heterocigosidad, la razén
media de ARNcr para cada uno de los dos ARNcr sera uno.

Caracterizacion de los requisitos de escisiéon de LwCas13a.

El sitio de flanqueo del protoespaciador (PFS) es un motivo especifico presente cerca del sitio diana requerido para
una actividad ribonucleasa robusta por parte de Cas13a. El PFS se ubica en el extremo 3’ del sitio diana, y se
caracterizé previamente para LshCas13a por el presente grupo como H (sin G) (1). Aunque este motivo es similar a
un motivo adyacente al protoespaciador (PAM), una restriccion de secuencia para los sistemas de clase 2 de
direccionamiento de ADN, es funcionalmente diferente ya que no esta implicado en prevenir el autodireccionamiento
de los loci de CRISPR en sistemas enddgenos. Estudios estructurales futuros de Cas13a probablemente dilucidaran
la importancia del PFS para la actividad de escision y la formacion de complejos diana Cas13a:ARNcr.

El solicitante purificéd la proteina LwCas13a recombinante a partir de E. coli (figura 2D-E) y sometié a ensayo su
capacidad para escindir un ARNmc de 173 nt con cada nucleétido de sitio de flanqueo del protoespaciador (PFS)
posible (A, U, C o G) (figura 2F). De manera similar a LshCas13a, LwCas13a puede escindir con robustez una diana
con A, U o C PFS, con menos actividad en el ARNmc con un G PFS. Aunque se observé una actividad mas débil
contra ARNmc 1 con un G PFS, aun asi el solicitante observé una deteccion robusta para los dos sitios diana con
motivos G PFS (tabla 3; ARNcr de rs601338 y ARNcr 2 que selecciona como diana Zika). Es probable que no se
requiera el H PFS en todas las circunstancias y que, en muchos casos, pueda lograrse una fuerte escisiéon o
actividad colateral con un G PFS.

Discusién de la amplificaciéon por recombinasa y polimerasa (RPA) y otras estrategias de amplificacion isotérmica.

La amplificacion por recombinasa y polimerasa (RPA) es una técnica de amplificacion isotérmica que consiste en
tres enzimas esenciales: una recombinasa, proteinas de unién a ADN monocatenario (SSB) y una polimerasa de
desplazamiento de cadena. La RPA supera muchas de las dificultades técnicas presentes en otras estrategias de
amplificacién, particularmente la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), al no requerir regulacion de
temperatura ya que las enzimas funcionan todas ellas a una temperatura constante de aproximadamente 37°C. La
RPA reemplaza los ciclos de temperatura por la fusién global del molde bicatenario y la hibridacion de cebadores por
un enfoque enzimatico inspirado por la replicacion y reparacion de ADN in vivo. Los complejos recombinasa-cebador
exploran el ADN bicatenario y facilitan el intercambio de cadenas en sitios complementarios. Las SSB estabilizan el
intercambio de cadenas, permitiendo que el cebador permanezca unido. El desensamblaje espontaneo de la
recombinasa se produce en su estado unido a ADP, lo que permite que una polimerasa de desplazamiento de
cadena invada y extienda el cebador, permitiendo la amplificacion sin instrumentacién complejo no disponible en
entornos hospitalarios y de campo. La repeticion ciclica de este procedimiento en un intervalo de temperaturas de
37-42°C da como resultado una amplificacién exponencial del ADN. La formulacion original publicada usa Pol | de
Bacillus subtilis (Bsu) como polimerasa de desplazamiento de cadena, T4 uvsX como recombinasa y T4 gp32 como
proteina de union a ADN monocatenario (2), aunque no esta claro qué componentes se encuentran en la
formulacion actual vendida por TwistDx usada en este estudio.

Ademas, la RPA presenta varias limitaciones:

1) Aunque la deteccion con Cas13a es cuantitativa (figura 15), la cuantificacién por RPA en tiempo real puede ser
dificil debido a su rapida saturacion cuando la recombinasa usa todos los ATP disponibles. Aunque la PCR en
tiempo real es cuantitativa debido a su capacidad de ampilificacion ciclica, la RPA no tiene ningin mecanismo para
controlar estrictamente la tasa de amplificacion. Pueden realizarse determinados ajustes para reducir la velocidad de
amplificacién, tales como reducir las concentraciones de magnesio o cebador disponibles, disminuir la temperatura
de reaccién o disefiar cebadores ineficientes. Aunque se observan algunos casos de SHERLOCK cuantitativo, tales
como en la figura 31, 32 y 52, no siempre es el caso y puede depender del molde.

2) La eficiencia de la RPA puede ser sensible al disefio del cebador. El fabricante recomienda normalmente disefar
cebadores mas largos para garantizar la union eficiente de la recombinasa con un contenido de GC promedio (40-
60%) y examinar hasta 100 pares de cebadores para hallar pares de cebadores altamente sensibles. El solicitante
ha hallado con SHERLOCK que solo tienen que disefiarse dos pares de cebadores para lograr una prueba attomolar
con sensibilidad de una sola molécula. Esta robustez probablemente se deba a la amplificacion adicional de la sefial
por la actividad colateral de Cas13a constitutivamente activa que compensa cualquier ineficiencia en la amplificacion
del amplicén. Esta cualidad es particularmente importante para la presente identificacion de patégenos bacterianos
en la figura 34. Se experimentaron problemas con la amplificacion de regiones altamente estructuradas tales como
los sitios del gen ARNr 16S en genomas bacterianos porque no existe ninguna etapa de fusién implicada en la RPA.
Por tanto, la estructura secundaria en los cebadores se convierte en un problema, limitando la eficiencia de la
amplificacion y, por tanto, la sensibilidad. Se cree que las realizaciones dadas a conocer en el presente documento
tuvieron éxito a pesar de estos problemas especificos de la RPA debido a la amplificacion adicional de la sefial de
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Cas13a.

3) La longitud de secuencia de amplificacion debe ser corta (100-200 pb) para una RPA eficiente. Para la mayoria de
las aplicaciones, este no es un problema significativo y quizés es incluso ventajoso (por ejemplo, deteccion de ADNIc
donde el tamafio de fragmento promedio es de 160 pb). A veces son importantes grandes longitudes de amplicon,
tal como cuando se desean cebadores universales para la deteccion bacteriana y los SNP para la discriminacion se
extienden a lo largo de un gran area.

La modularidad de SHERLOCK permite el uso de cualquier técnica de amplificacion, incluso enfoques no
isotérmicos, antes de la transcripcion con T7 y la deteccion con Cas13a. Se permite esta modularidad por la
compatibilidad de las etapas de T7 y Cas13a en una Unica reaccion que permite realizar la deteccion sobre cualquier
entrada de ADN amplificado que tenga un promotor T7. Antes de usar la RPA, se intentd la amplificacion basada en
secuencias de acido nucleico (NASBA) (3, 4) para el presente ensayo de deteccién (figura 10). Sin embargo, la
NASBA no mejoré drasticamente la sensibilidad de Cas13a (figuras 11 y 53). Otras técnicas de amplificacion que
podrian emplearse antes de la deteccion incluyen PCR, amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) (5),
amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA) (6), amplificacién dependiente de helicasa (HDA) (7) y reaccion
de amplificacion por enzima de corte (NEAR) (8). La capacidad de intercambiar cualquier técnica isotérmica permite
a SHERLOCK superar las limitaciones especificas de cualquier técnica de amplificacion.

Disefio de apareamientos erroneos modificados por ingenieria.

El solicitante demuestra que se redujo la escision de la diana LshCas13a cuando habia dos 0 mas apareamientos
erréneos en el duplex diana:ARNcr, pero no se vio afectada relativamente por apareamientos erréneos individuales,
una observacion que confirmoé el solicitante para la escision colateral de LwCas13a (figura 362). El solicitante planted
la hipotesis de que al introducir una mutaciéon adicional en la secuencia espaciadora de ARNcr, el solicitante
desestabilizaria la escision colateral contra una diana con un apareamiento erroneo adicional (dos apareamientos
erréneos en total) al tiempo que se conservaria la escision colateral especifica, ya que solo habria un apareamiento
erroneo individual. Para someter a prueba la posibilidad de disefiar por ingenieria una especificidad aumentada, el
solicitante disefid multiples ARNcr que seleccionan como diana ARNmc 1 e incluyé apareamientos erroneos a lo
largo de la longitud de los ARNcr (figura 362) para optimizar la escision colateral especifica y minimizar la escision
colateral de una diana que difiere en un apareamiento erréneo individual. El solicitante observé que estos
apareamientos erréneos no reducian la escision colateral de ARNmc 1, pero disminuian significativamente la sefial
para una diana que incluia un apareamiento erroneo adicional (ARNmc 2). El ARNcr disefiado que distinguia mejor
entre ARNmc 1y 2 incluia apareamientos erroneos sintéticos cercanos al apareamiento erroneo ARNmc 2, creando
de hecho una “burbuja” o distorsion en el ARN hibridado. La pérdida de sensibilidad provocada por la coordinacion
de un apareamiento erréneo sintético y un apareamiento errébneo adicional presente en la diana (es decir, un
apareamiento erréneo doble) concuerda con la sensibilidad de LshCas13a y LwCas13a a apareamientos erroneos
dobles consecutivos o cercanos y presenta una base para el disefio racional de ARNcr que permiten la distincion de
un solo nucleétido (figura 36B).

Para la deteccién de apareamientos erréneos de las cepas de ZIKV y DENV, el presente ARNcr de longitud
completa contenia dos apareamientos erréneos (figura 372, B). Debido a la alta divergencia de secuencias entre las
cepas, el solicitante no pudo hallar un tramo continuo de 28 nt con una unica diferencia de un solo nucleoétido entre
los dos genomas. Sin embargo, el solicitante predijo que ARNcr mas cortos seguirian siendo funcionales, y disefid
ARNCcr de 23 nt mas cortos contra dianas en las dos cepas de ZIKV que incluian un apareamiento erroneo sintético
en la secuencia espaciadora y un uUnico apareamiento erréneo en la secuencia diana. Estos ARNcr todavia podian
distinguir las cepas africana y americana de ZIKV (figura 36C). Las pruebas posteriores de ARNcr de 23 nt y 20 nt
muestran que las reducciones de la longitud del espaciador reducen la actividad pero mantienen o potencian la
capacidad de discriminar apareamientos erroneos individuales (figura 572-G). Para entender mejor como pueden
introducirse apareamientos erroneos sintéticos para facilitar la discriminacion de mutaciones de un solo nucleétido,
el solicitante dispuso el apareamiento erréneo sintético a lo largo de las primeras siete posiciones del espaciador a
tres longitudes de espaciador diferentes: 28, 23 y 20 nt (figura 572). En una diana con una mutacién en la tercera
posicion, LwCas13a muestra una especificidad maxima cuando el apareamiento erréneo sintético esta en la posicion
5 del espaciador, con una especificidad mejorada a longitudes del espaciador mas cortas, aunque con niveles mas
bajos de actividad especifica (figura 57B-G). El solicitante también desplazé la mutacion diana a lo largo de las
posiciones 3-6 y dispuso apareamientos erroneos sintéticos en el espaciador alrededor de la mutacion (figura 58).

Genotipado con SHERLOCK usando patrones sintéticos.

La evaluacion de patrones sintéticos creados a partir de amplificacién por PCR de los loci de SNP permite la
identificacion precisa de genotipos (figura 60% B). Computando todas las comparaciones (ANOVA) entre los
resultados de SHERLOCK de una muestra de individuo y los patrones sintéticos, puede identificarse cada genotipo
de individuo hallando el patron sintético que tiene la intensidad de deteccion por SHERLOCK mas similar (figura
60C, D). Esto enfoque de genotipado por SHERLOCK puede generalizarse a cualquier locus de SNP (figura 60E).

SHERLOCK es una plataforma de CRISPR-Dx asequible y adaptable.
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Para el analisis de costes de SHERLOCK, se omitieron los reactivos que se determiné que tenian un coste
insignificante, incluyendo los moldes de ADN para la sintesis de ARNcr, los cebadores usados en la RPA, los
tampones habituales (MgCly, Tris HCI, glicerol, NaCl, DTT), el papel de filtro de microfibra de vidrio y el reactivo
RNAsecure. Para los moldes de ADN, la sintesis de ultrdmeros a partir de IDT proporciona un material para
40 reacciones de transcripcion in vitro (siendo cada una suficiente para ~10.000 reacciones) por ~70 USD, lo que
afiade un coste insignificante a la sintesis de ARNcr. Para los cebadores de RPA, puede adquirirse una sintesis de
IDT de 25 nmol de un cebador de ADN de 30 nt por ~10 USD, proporcionando un material adecuado para
5000 reacciones de SHERLOCK. El papel de microfibra de vidrio esta disponible por 0,50 USD/lamina, que es
suficiente para varios cientos de reacciones de SHERLOCK. El reactivo RNAsecure al 4% cuesta 7,20 USD/ml, que
es suficiente para 500 pruebas.

Ademas, para todos los experimentos, excepto para los ensayos basados en el papel, se usaron placas de
384 pocillos (Corning 3544), al coste de 0,036 USD/reaccion. Debido al coste insignificante, este no se incluyé en el
analisis del coste global. Ademas, SHERLOCK-POC no requiere el uso de un recipiente de plastico, ya que puede
realizarse facilmente sobre papel. EIl método de lectura para SHERLOCK usado en el presente documento fue un
lector de placas equipado o bien con un conjunto de filtros o bien con un monocromador. Como inversion de capital,
no se incluyo el coste del lector en el calculo, ya que el coste disminuye precipitadamente a medida que se ejecutan
mas reacciones en el instrumento y es insignificante. Para aplicaciones de POC, pueden usarse alternativas mas
baratas y portatiles, tales como espectrofotometros portatiles (9) o lectores electronicos portatiles (4), que reducen el
coste de instrumentacion hasta <200 USD. Si bien estas soluciones mas portétiles reduciran la velocidad y la
facilidad de la lectura en comparacion con instrumentos mas voluminosos, permiten un uso mas amplio.

Resultados

El ensayo y los sistemas descritos en el presente documento pueden comprender generalmente un procedimiento
de dos etapas de amplificacion y deteccion. Durante la primera etapa, se amplifica la muestra de acido nucleico, ya
sea ARN o ADN, por ejemplo, mediante amplificacion isotérmica. Durante la segunda etapa, se transcribe el ADN
amplificado en ARN y posteriormente se incuba con un efector CRISPR, tal como C2c2, y un ARNcr programado
para detectar la presencia de la secuencia de acido nucleico diana. Para permitir la deteccion, se afiade a la
reaccion un ARN indicador que se ha marcado con un fluoréforo extinguido. La escision colateral del ARN indicador
da como resultado la no extincion del fluoréforo y permite la deteccién en tiempo real de la diana de acido nucleico
(figura 172).

Para lograr una deteccién robusta de la sefal, se identificd un ortdlogo de C2c2 a partir del organismo Leptotrichia
wadei (LwC2c2) y se evalud. Se evaluo la actividad de la proteina LwC2c2 expresandola junto con una matriz de
CRISPR sintética en E. coliy programandola para escindir un sitio diana dentro del ARNm de beta-lactamasa, lo que
conduce a la muerte de las bacterias bajo seleccion con ampicilina (figura 2B). Se observaron menos colonias de
E. coli supervivientes con el locus de LwC2c2 que con el locus de LshC2c2, lo que demuestra una mayor actividad
de escision del ortdlogo LwC2c2 (figura 2C). Luego se purificé la proteina LwC2c2 con codones optimizados humana
a partir de E. coli (figura 2D-E) y se sometié a ensayo su capacidad para escindir un ARNmc de 173 nt con
diferentes nucledtidos de sitio de flanqueo del protoespaciador (PFS) (figura 2F). LwC2c2 pudo escindir cada una de
las cuatro dianas de PFS posibles, con una actividad ligeramente menor en el ARNmc con un G PFS.

La medicion en tiempo real de la actividad colateral ARNasa de LwC2c2 se midié usando un lector de placas de
fluorescencia de ARN disponible comercialmente (figura 172). Para determinar la sensibilidad inicial de la actividad
de LwC2c2, se incubd LwC2c2 con diana de ARNmc 1 (ARNmc 1) y un ARNcr que es complementario a un sitio
dentro de la diana de ARNmc, junto con la sonda de sensor de ARN (figura 18). Esto produjo una sensibilidad de
~50 fM (figura 272) que, aunque es mas sensible que otras tecnologias de deteccion de &cidos nucleicos recientes
(Pardee et al., 2014), no es lo suficiente sensible para muchas aplicaciones de diagnoéstico que requieren un
rendimiento de deteccién por debajo de femtomolar (Barletta et al., 2004; Emmadi et al., 2011; Rissin et al., 2010;
Song et al., 2013).

Para aumentar la sensibilidad, se afiadié una etapa de amplificacion isotérmica antes de la incubacion con LwC2c2.
El acoplamiento de deteccion mediada por LwC2c2 con enfoques de amplificacion isotérmica previamente usados
tales como amplificacién basada en secuencias de acido nucleico (NASBA) (Compton, 1991; Pardee et al., 2016)
mejoré la sensibilidad hasta un determinado grado (figura 11). Se sometié a prueba un enfoque de amplificaciéon
isotérmica alternativo, la amplificaciéon por recombinasa y polimerasa (RPA) (Piepenburg et al., 2006), que puede
usarse para amplificar el ADN exponencialmente en menos de dos horas. Mediante la adicion de un promotor de
ARN polimerasa T7 a los cebadores de RPA, puede convertirse el ADN amplificado en ARN para su posterior
deteccion mediante LwC2c2 (figura 17). Por tanto, en determinadas realizaciones de ejemplo, el ensayo comprende
la combinacion de amplificacion mediante RPA, conversion con ARN polimerasa T7 del ADN en ARN vy la posterior
deteccion del ARN mediante desbloqueo con C2¢2 de la fluorescencia a partir de un indicador extinguido.

Usando el método de ejemplo en una version de ADN sintetizado de ARNmc 1, fue posible lograr una sensibilidad
attomolar en el intervalo de 1-10 moléculas por reaccion (figura 27B, parte izquierda). Con el fin de verificar la
precision de la deteccién, se calificd la concentracion de ADN de entrada mediante PCR digital en gotas y se
confirmé que la concentracién de diana detectable mas baja (2 aM) era a una concentracion de una unica molécula
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por microlitro. Con la adicidon de una etapa de transcripcion inversa, la RPA también puede amplificar el ARN en una
forma de ADNbc, lo que permite lograr una sensibilidad attomolar en ARNmc 1 (27B, parte derecha). De manera
similar, se confirmaron las concentraciones de dianas de ARN mediante PCR digital en gotas. Para evaluar la
viabilidad del método de ejemplo para funcionar como prueba de diagnéstico de POC, se sometié a prueba la
capacidad de todos los componentes, la RPA, la amplificacién con polimerasa T7 y la deteccion de LwC2c2, para
funcionar en una sola reaccién y se halld una sensibilidad attomolar con una versiéon en un solo recipiente del
ensayo (figura 22).

El ensayo puede realizar una deteccion viral sensible en liquido o sobre papel

A continuacion se determind si el ensayo seria eficaz en aplicaciones de enfermedades infecciosas que requieren
una alta sensibilidad y podria beneficiarse de un diagnéstico portatil. Para someter a prueba la deteccion en un
sistema modelo, se produjeron lentivirus que albergaban fragmentos de ARN del genoma del virus de Zika y del
dengue de flavivirus relacionados (Dejnirattisai et al., 2016), y se cuantificé el nimero de particulas virales (figura
31?). Se detectaron los niveles de virus simulado hasta 2 aM. Al mismo tiempo, también fue posible mostrar una
clara discriminacion entre estos virus proxy que contiene fragmentos de ARN de Zika y dengue (figura 31B). Para
determinar si el ensayo seria compatible con el secado por congelacion para eliminar la dependencia de las cadenas
de frio para la distribucion, se secaron por congelacion los componentes de reaccion. Después de usar la muestra
para rehidratar los componentes liofilizados, se detectaron 20 fM de ARNmc 1 (figura 332). Debido a que entornos de
escasos recursos y de POC se beneficiarian de una prueba en papel para facilitar su uso, también se evalu6 la
actividad de deteccion con C2c2 sobre papel de fibra de vidrio y se hallé que una reaccion de C2¢c2 con manchas
sobre papel podia realizar la deteccion de la diana (figura 33B). En combinacion, el secado por congelacion y el
manchado sobre papel de la reaccion de deteccion con C2c2 dio como resultado una deteccién sensible de ARNmc
1 (figura 33C). También se observaron niveles similares de sensibilidad para la deteccién de un fragmento de ARN
viral de Zika sintético entre LwC2c2 en disolucion y LwC2c¢c2 secada por congelacion, lo que demuestra la robustez
de SHERLOCK secado por congelacion y la posibilidad de un diagnéstico de virus de Zika de POC rapido (figura
33D-E). Para este fin, se sometié a prueba la capacidad de la variante de POC del ensayo para determinar la
capacidad para discriminar el ARN de Zika del ARN de dengue (figura 31C). Si bien el manchado sobre papel y la
liofilizacion redujeron ligeramente la sefial absoluta de la lectura, el ensayo todavia detectd significativamente el
virus de Zika simulado a concentraciones de tan sélo 20 aM (figura 31D), en comparacién con la deteccién de virus
simulado con la secuencia de control del dengue.

Se ha notificado que los niveles de ARN viral de Zika en seres humanos son de tan solo 3 x 10° copias/ml (4,9 fM)
en saliva del paciente y de 7,2 x 10° copias/ml (1,2 fM) en suero del paciente (Barzon et al., 2016; Gourinat et al.,
2015; Lanciotti et al., 2008). A partir de las muestras de pacientes obtenidas, se observaron concentraciones de tan
solo 1,25 x 10° copias/ml (2,1 aM). Para evaluar si el ensayo puede detectar el virus de Zika de aislados clinicos de
bajo titulo, se extrajo ARN viral de los pacientes y se sometio a transcripcion inversa, y se usé el ADNc resultante
como entrada para el ensayo (figura 322). Se observé una deteccion significativa para las muestras de suero
humano de Zika a concentraciones por debajo de 1,25 copias/ul (2,1 aM) (figura 32B). Ademas, la sefal de las
muestras de pacientes fue predictiva del numero de copias de ARN viral de Zika y pudo usarse para predecir la
carga viral (figura 31F). Para someter a prueba la amplia aplicabilidad para situaciones patologicas en las que no
esta disponible la purificacion de acidos nucleicos, se sometid a prueba la deteccién de ARNmc 1 afiadido a suero
humano, y se determiné que el ensayo se activaba a niveles séricos por debajo del 2% (figura 33G).

Distincién de patégenos bacterianos y distincion de genes

Para determinar si podia usarse el ensayo para distinguir patdégenos bacterianos, se seleccioné la regiéon 16S V3
como diana inicial, ya que las regiones flanqueantes conservadas permiten el uso de cebadores de RPA universales
entre especies bacterianas, y la region interna variable que permite la diferenciacion de especies. Se disefiaron un
panel de 5 ARNcr de direccionamiento posibles para cepas patégenas y ADNg de E. coli y Pseudomonas
aeruginosa aislado (figura 342). El ensayo pudo distinguir ADNg de E. coli o de P. aeruginosa y mostré una baja
sefal de fondo para el ARNcr de otras especies (figura 342, B).

El ensayo también puede adaptarse para detectar y distinguir rapidamente genes bacterianos de interés, tales como
genes de resistencia a antibidticos. Las enterobacterias resistentes a los carbapenémicos (CRE) son un desafio
emergente y significativo para la salud publica (Gupta et al., 2011). Se evalud la capacidad del ensayo para detectar
genes de resistencia a los carbapenémicos y si la prueba podia distinguir entre diferentes genes de resistencia a los
carbapenémicos. Se obtuvo Klebsiella pneumoniae de aislados clinicos que portaban los genes de resistencia a o
bien carbapenemasa de Klebsiella pneumoniae (KPC) o bien metalo-beta-lactamasa 1 de Nueva Delhi (NDM-1) y
ARNCcr disefiados para distinguir entre los genes. Todas las CRE tenian una sefal significativa con respecto a las
bacterias que carecian de estos genes de resistencia (figura 35%) y que pudo distinguirse significativamente entre las
cepas de resistencia KPC y NDM-1 (figura 35B).

Especificidad de apareamientos erréneos de una sola base de ARNasas guiadas por ARN de CRISPR
Se ha demostrado que determinados ortélogos de ARNasas guiadas por ARN de CRISPR, tales como LshC2c¢2, no

distinguen facilmente apareamientos erréneos de una sola base (Abudayyeh et al., 2016). Tal como se demuestra
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en el presente documento, LwC2c¢2 también comparte esta caracteristica (figura 372). Para aumentar la especificidad
de la escision de LwC2c, se desarrollo un sistema para introducir apareamientos erroneos sintéticos en el duplex
ARNcr:diana que aumenta la sensibilidad total a los apareamientos erroneos y permite una sensibilidad a
apareamientos erroneos de una sola base. Se disefiaron multiples ARNcr para la diana 1 y se incluyeron
apareamientos erréneos a lo largo de la longitud del ARNcr (figura 372) para optimizar la escisién especifica y
minimizar la escision de una diana que difieren en un apareamiento erréneo individual. Estos apareamientos
erroneos no redujeron la eficiencia de escision de la diana de ARNmc 1, pero disminuyeron significativamente la
sefal para una diana que incluia un apareamiento erréneo adicional (diana de ARNmc 2). El ARNcr disefiado que
mejor distinguia entre las dianas 1y 2 incluia apareamientos erroneos sintéticos cercanos al apareamiento erroneo
de la diana 2, creando de hecho una “burbuja”. La pérdida de sensibilidad provocada por la coordinacion de un
apareamiento erréneo sintético y un apareamiento erroneo adicional presente en la diana (es decir, un apareamiento
erréneo doble) concuerda con la sensibilidad de LshC2c2 a apareamientos erréneos dobles consecutivos o cercanos
(Abudayyeh et al., 2016) y presenta un formato para el disefio racional de ARNcr que permiten la distincién de un
solo nucleétido (figura 37B).

Habiendo demostrado que C2c2 modificarse por ingenieria para reconocer apareamientos erroneos de una sola
base, se determind si esta especificidad modificada por ingenieria podria usarse para distinguir entre patégenos
virales estrechamente relacionados. Se disefiaron multiples ARNcr para detectar la cepa o bien africana o bien
americana del virus de Zika (figura 372) y la cepa 1 o 3 del virus del dengue (figura 37C). Estos ARNcr incluian un
apareamiento erroneo sintético en la secuencia espaciadora, provocando la formacién de una unica burbuja cuando
se formoé un duplex con la cepa especifica debido al apareamiento erroneo sintético. Sin embargo, cuando el
espaciador de apareamiento erréneo sintético forma un duplex con la cepa inespecifica, se forman dos burbujas
debido al apareamiento erréneo sintético y al apareamiento erroneo de SNP. Los ARNcr de apareamiento erréneo
sintético detectaron sus cepas correspondientes con una sefal significativamente mas alta que la cepa inespecifica,
lo que permite una distincién robusta de las cepas (figura 37B, 37D). Debido a la similitud de secuencia significativa
entre cepas, no fue posible hallar un tramo continuo de 28 nt con una unica diferencia de un solo nucleétido entre los
dos genomas con el fin de demostrar una verdadera distincion de cepas de un solo nucleétido. Sin embargo, se
predijo que los ARNcr mas cortos seguirian siendo funcionales, como lo son con LshC2c2 (Abudayyeh et al., 2016),
y, por consiguiente, se disefiaron ARNcr de 23 nt mas cortos contra dianas en las dos cepas de Zika que incluian un
apareamiento erréneo sintético en la secuencia espaciadora y un Unico apareamiento erroneo en la secuencia diana.
Estos ARNcr todavia podian distinguir las cepas africana y americana de Zika con alta sensibilidad (figura 36C).

Genotipado rapido usando ADN purificado a partir de saliva

El genotipado rapido a partir de saliva humana podria ser util en situaciones farmacogendémicas de emergencia o
para diagnésticos domiciliarios. Para demostrar el potencial de las realizaciones dadas a conocer en el presente
documento para el genotipado, se eligieron cinco loci para la deteccion distintiva de C2c2 usando datos de
genotipado de 23andMe como patron de referencia (Eriksson et al., 2010) (figura 382). Los cinco loci abarcan una
amplia gama de asociaciones funcionales, incluyendo la sensibilidad a farmacos tales como estatinas o
acetaminofeno, la susceptibilidad a norovirus y el riesgo de cardiopatia (tabla 7).

Tabla 7: Variantes de SNP sometidas a prueba

D Gen Categoria

rs5082 APDAZ Consumo de grasas saturadas y aumento de peso

rs1467558 | CD44 Metabolismo del acetaminofeno

rs2952768 | Cercano a CREB1 |Dependencia de la morfina

rs4363657 | SLCO1B1 Aumento de 4,5 veces en el riesgo de miopatia para usuarios de estatinas
rse01338 |FUT2 Resistencia a norovirus

Se recogio saliva de cuatro sujetos humanos y se purifico el ADN gendémico usando un kit comercial sencillo en
menos de una hora. Los cuatro sujetos tenian un conjunto diverso de genotipos a lo largo de los cinco loci, lo que
proporciona un espacio muestral suficientemente amplio con el que comparar el ensayo de genotipado. Para cada
uno de los cinco loci de SNP, se amplificé el ADN gendémico de un sujeto usando RPA con los cebadores apropiados
seguido de la deteccion con LwC2c2 y pares de ARNcr disefiados para detectar especificamente uno de los dos
alelos posible (figura 38B). El ensayo era lo suficientemente especifico como para distinguir los alelos con alta
significacion e inferir genotipos tanto homocigéticos como heterocigéticos. Debido a que el protocolo de extraccion
de ADN se realiz6 sobre la saliva antes de la deteccion, se sometid a prueba el ensayo para determinar si puede
hacerse incluso mas susceptible para el genotipado de POC mediante el uso de saliva calentada hasta 95°C durante
5 minutos sin ninguna extraccion adicional. El ensayo pudo genotipar correctamente dos pacientes cuya saliva se
sometié solo a calentamiento durante 5 minutos y luego a la posterior amplificacion y deteccidon con C2¢c2 (figura
40B).
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Deteccion de mutaciones cancerosas en ADNIc en fracciones alélicas bajas

Debido a que el ensayo es altamente especifico para diferencias de un solo nucleétido en las dianas, se ided una
prueba para determinar si el ensayo era lo suficientemente sensible como para detectar mutaciones cancerosas en
ADN libre de células (ADNIc). Los fragmentos de ADNIc tienen un pequefio porcentaje (del 0,1% al 5%) de
fragmentos de ADNIc silvestre (Bettegowda et al., 2014; Newman et al., 2014; Olmedillas Lopez et al., 2016; Qin et
al., 2016). Un desafio significativo en el campo del ADNIc es detectar estas mutaciones porque normalmente son
dificiles de descubrir dados los altos niveles de ADN no mutado hallado en el fondo en sangre (Bettegowda et al.,
2014; Newman et al., 2014; Qin et al., 2016). Una prueba para el cancer de ADNIc de POC también seria util para el
examen regular de la presencia de cancer, especialmente para pacientes en riesgo de remision.

Se determind la capacidad del ensayo para detectar ADN mutante en el fondo silvestre mediante la dilucion de diana
de ADNbc 1 en un fondo de ADNmc 1 con una unica mutacion en el sitio de diana de ARNcr (figura 412-B). LwC2c2
puedo detectar ADNbc 1 a niveles de tan sélo el 0,1% del ADNbc de fondo y dentro de concentraciones attomolares
de ADNbc 1. Este resultado muestra que la escisién de LwC2c2 de ADNbc 1 mutante de fondo es lo suficientemente
baja como para permitir una deteccion robusta del ADNbc especifico en la fraccion alélica del 0,1%. A niveles
inferiores al 0,1%, la actividad de fondo es probablemente un problema, lo que impide cualquier deteccion
significativa adicional de la diana correcta.

Debido a que el ensayo podia detectar dianas sintéticas con fracciones alélicas en una gama clinicamente relevante,
se evalud si el ensayo podia detectar mutaciones cancerosas en ADNIc. Se disefiaron cebadores de RPA para dos
mutaciones cancerosas diferentes, EGFR L858R y BRAF V600E, y se usaron patrones de ADNIc comerciales con
fracciones alélicas del 5%, del 1% y del 0,1% que se asemejan a muestras de ADNIc humano reales para la prueba.
Usando un par de ARNcr que podian distinguir el alelo mutante del alelo silvestre (figura 38C), se logré la deteccion
de la fraccion alélica del 0,1% para ambos loci mutantes (figura 39 A-B).

Discusién

Mediante la combinacion de las propiedades naturales de C2c2 con la amplificacion isotérmica y una sonda
fluorescente extinguida, se ha demostrado que el ensayo y los sistemas dados a conocer en el presente documento
son un método versatil y robusto para detectar ARN y ADN y adecuados para una variedad de diagnésticos rapidos
incluyendo aplicaciones de enfermedades infecciosas y genotipado rapido. La ventaja principal de los ensayos y
sistemas dados a conocer en el presente documento es que puede redisefiarse y sintetizarse una nueva prueba de
POC en cuestién de dias por tan solo 0,6 USD/prueba.

Debido a que muchas aplicaciones de enfermedades humanas requieren la capacidad para detectar apareamientos
erroneos individuales, se desarrollé6 un enfoque racional para modificar por ingenieria ARNcr para que fueran
altamente especificos para un apareamiento erréneo individual en la secuencia diana mediante la introduccién de un
apareamiento erroneo sintético en la secuencia espaciadora del ARNcr. Otros enfoques para lograr especificidad
con efectores CRISPR se basan en métodos basados en examen de docenas de disefios de guias (Chavez et al.,
2016). Usando ARNcr disefiados con apareamientos erroneos, se demostro la discriminacion de cepas virales de
Zika y dengue en sitios que difieren en un apareamiento erroneo individual, el genotipado rapido de SNP a partir de
ADNg de saliva humana y la deteccion de mutaciones cancerosas en muestras de ADNIc.

El bajo coste y la adaptabilidad de la plataforma de ensayo se presta a otras aplicaciones incluyendo (i) la
experiencia de cuantificacion de ARN/ADN general en sustitucion de ensayos de qPCR especificos, tales como
Tagman, (ii) la deteccién de la expresion de ARN rapida y multiplexada que se asemeja a los microalineamientos y
(iii) otras aplicaciones de deteccion sensibles, tales como la deteccion de la contaminacion de acidos nucleicos a
partir de otras fuentes en alimentos. Ademas, C2c2 puede usarse potencialmente para la deteccion de transcritos
dentro de entornos bioldgicos, tal como en células, y dada la naturaleza altamente especifica de la deteccion con
C2c2, puede ser posible rastrear la expresion especifica alélica de transcritos 0 mutaciones asociadas a enfermedad
en células vivas. Con la amplia disponibilidad de aptameros, también puede ser posible detectar proteinas mediante
el acoplamiento de la deteccién de la proteina mediante un aptamero con la revelacién de un sitio de amplificacion
criptico para RPA seguido de la deteccion con C2c2.

Deteccion de acidos nucleicos con CRISPR-Cas13al/C2c2: sensibilidad attomolar y especificidad de un solo
nucleotido

Para lograr una deteccion robusta de sefales, el solicitante identificé un ortélogo de Cas13a de Leptotrichia wadei
(LwCas13a), que presenta una mayor actividad ARNasa guiada por ARN en relacién con Cas13a de Leptotrichia
shahii (LshCas13a) (10) (figura 2, véase también “Caracterizacion de los requisitos de escision de LwCas13a”
anteriormente). LwCas13a incubada con diana de ARNmc 1 (ARNmc 1), ARNcr e indicador (ARN fluorescente
extinguido) (figura 18) (13) produjo una sensibilidad de deteccion de ~50 fM (figura 51, 15), que no es lo
suficientemente sensible para muchas aplicaciones de diagnostico (12, 14-16). Por tanto, el solicitante explord
combinar la deteccion basada en Cas13a con diferentes etapas de amplificacion isotérmica (figura 10, 11, 53, 16)
(17, 18). De los métodos explorados, la amplificacion por recombinasa y polimerasa (RPA) (18) proporcioné la mayor
sensibilidad y puede acoplarse con la transcripcion con T7 para convertir ADN amplificado en ARN para su posterior
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deteccion mediante LwCas13a (véase también “Discusion de la amplificacion por recombinasa y polimerasa (RPA) y
otras estrategias de amplificacion isotérmica” anteriormente). El solicitante se refiere a esta combinacion de
amplificacion mediante RPA, transcripcion con ARN polimerasa T7 de ADN amplificado en ARN y deteccion de ARN
diana mediante liberacién de sefal indicadora mediada por la escision de ARN colateral de Cas13a como
SHERLOCK.

En primer lugar, el solicitante determind la sensibilidad de SHERLOCK para la deteccion de dianas de ARN (cuando
se acopla con transcripcién inversa) o de ADN. El solicitante logré una sensibilidad de una sola molécula tanto para
ARN como para ADN, tal como se verifica mediante PCR digital en gotas (ddPCR) (figura 27, 51, 542 B). Se
mantuvo una sensibilidad attomolar cuando se combinaron todos los componentes de SHERLOCK en una unica
reaccion, lo que demuestra la viabilidad de esta plataforma como diagnéstico inmediato (POC) (figura 54C).
SHERLOCK tiene niveles de sensibilidad similares a la ddPCR y a la PCR cuantitativa (qPCR), dos enfoques de
deteccion de acidos nucleicos sensibles establecidos, mientras que la RPA sola no era lo suficientemente sensible
como para detectar bajos niveles de diana (figura 552-D). Ademas, SHERLOCK muestra menos variacion que
ddPCR, gPCR y RPA, tal como se mide mediante el coeficiente de variacion a lo largo de las réplicas (figura 55E-F).

A continuacion, el solicitante examiné si SHERLOCK seria eficaz en aplicaciones de enfermedades infecciosas que
requieren una alta sensibilidad. El solicitante produjo lentivirus que albergaban fragmentos de genoma o bien de
virus de Zika (ZIKV) o bien del dengue de flavivirus relacionados (DENV) (19) (figura 31%). SHERLOCK detecto
particulas virales hasta 2 aM y pudo discriminar entre ZIKV y DENV (figura 31B). Para explorar el posible uso de
SHERLOCK en el campo, el solicitante demostrd en primer lugar que los complejos Cas13a-ARNcr liofilizados y
posteriormente rehidratados (20) podian detectar 20 fM de ARNmc 1 no amplificado (figura 33?) y que también fue
posible la deteccion de la diana en papel de fibra de vidrio (figura 33B). Los otros componentes de SHERLOCK
también son susceptibles de secado por congelacion: RPA se proporciona como reactivo liofilizado a temperatura
ambiental, y el solicitante demostré previamente que la polimerasa T7 tolera la liofilizacion (2). En combinacion, el
secado por congelacion y el manchado sobre papel de la reaccion de deteccién con Cas13a dieron como resultado
niveles comparables de deteccidon sensible de ARNmc 1 a las reacciones acuosas (figura 33C-E). Aunque el
manchado sobre papel y la liofilizacién redujeron ligeramente la sefal absoluta de la lectura, SHERLOCK (figura
31C) pudo detectar facilmente virus ZIKV simulado a concentraciones de tan sélo 20 aM (figura 31D). SHERLOCK
también puede detectar ZIKV en aislados clinicos (suero, orina o saliva) en los que los titulos pueden ser de tan sélo
2 x 103 copias/ml (3,2 aM) (21). Pudo detectarse el ARN de ZIKV extraido de muestras de suero u orina de paciente
y sometido a transcripcion inversa en ADNc (figuras 32E y 522) a concentraciones inferiores a 1,25 x 103 copias/ml
(2,1 aM), tal como se verifica mediante qPCR (figuras 32F y 52B). Ademas, la sefal de las muestras de paciente fue
predictiva del numero de copias de ARN de ZIKV y pudo usarse para predecir la carga viral (figura 33F). Para
simular la deteccion de muestras sin purificacién de acidos nucleicos, el solicitante midié la deteccion de ARNmc 1
afiadido a suero humano y hallé6 que Cas13a podia detectar el ARN en reacciones que contenian hasta el 2% de
suero (figura 33G). Otra aplicacion epidemioldgica importante para las realizaciones dadas a conocer en el presente
documento es la identificacion de patégenos bacterianos y la deteccion de genes bacterianos especificos. El
solicitante seleccioné como diana la region V3 del gen ARNr 16S, en la que las regiones flanqueantes conservadas
permiten el uso de cebadores de RPA universales entre especies bacterianas y la region interna variable permite la
diferenciacién de especies. En un panel de cinco ARNcr de direccionamiento posibles para diferentes cepas
patogenas y ADNg aislados de E. coli y Pseudomonas aeruginosa (figura 34%), SHERLOCK genotipd correctamente
las cepas y mostroé una baja reactividad cruzada (figura 34B). Ademas, el solicitante pudo usar SHERLOCK para
distinguir entre aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae con dos genes de resistencia diferentes: carbapenemasa
de Klebsiella pneumoniae (KPC) y metalo-beta-lactamasa 1 de Nueva Delhi (NDM-1) (22) (figura 56).

Para aumentar la especificidad de SHERLOCK, el solicitante introdujo apareamientos erréneos sintéticos en el
duplex ARNcr:diana que permiten que LwCasl3a discrimine entre dianas que difieren en un apareamiento erréneo
de una sola base (figura 362,B; véase también “Disefio de apareamientos erroneos modificados por ingenieria”
anteriormente). El solicitante disefid multiples ARNcr con apareamientos erroneos sintéticos en las secuencias
espaciadoras para detectar la cepa o bien africana o bien americana de ZIKV (la figura 372) y la cepa 1 0 3 de DENV
(figura 37C). El ARNcr con apareamientos erroneos sintéticos detectd sus cepas correspondientes con una sefial
significativamente mayor (prueba de la t de Student bidireccional; p < 0,01) que la cepa inespecifica, lo que permite
una discriminacion robusta de cepas basandose en apareamientos erroneos individuales (figura 37B, D, 36C). La
caracterizacion adicional reveld que la deteccion con Cas13a logra una especificidad maxima al tiempo que
mantiene una sensibilidad especifica cuando una mutacion esta en la posicién 3 del espaciador y el apareamiento
erroneo sintético esta en la posiciéon 5 (figuras 57 y 58). La capacidad para detectar diferencias de una sola base
abre la oportunidad de usar SHERLOCK para el genotipado humano rapido. El solicitante eligié cinco loci que
abarcaban una gama de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) relacionados con la salud (tabla 1) y comparé la
deteccion con SHERLOCK usando datos de genotipado de 23andMe como patron de referencia en estos SNP (23)
(figura 382). El solicitante recogio saliva de cuatro sujetos humanos con diversos genotipos a lo largo de los loci de
interés y extrajo ADN gendmico o bien a través de purificacion en columna comercial o bien mediante calentamiento
directo durante cinco minutos (20). SHERLOCK distinguié los alelos con alta significacion y con especificidad
suficiente para inferir genotipos tanto homocigéticos como heterocigoticos (figuras 38B, 40, 59, 60; véase también
“Genotipado con SHERLOCK usando patrones sintéticos” anteriormente). Finalmente, el solicitante busco
determinar si SHERLOCK podia detectar mutaciones cancerosas de baja frecuencia en fragmentos de ADN libre de
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células (Ic), lo que supone un desafio debido a los altos niveles de ADN silvestre en sangre de paciente (24-26). El
solicitante hallé por primera vez que SHERLOCK podia detectar ADNmc 1 a concentraciones attomolares diluidas
en un fondo de ADN gendmico (figura 61). A continuacion, el solicitante halld que SHERLOCK también podia
detectar alelos que contienen polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (figura 412, B) a niveles de tan sélo el 0,1%
de ADN de fondo, que se encuentra en el intervalo clinicamente relevante. El solicitante demostré entonces que
SHERLOCK podia detectar dos mutaciones cancerosas diferentes, EGFR L858R y BRAF V600E, en muestras de
ADNIc simulado con fracciones alélicas de tan sélo el 0,1% (figuras 38, 39) (20).

La plataforma SHERLOCK se presta a otras aplicaciones incluyendo (i) la cuantificacion de ARN/ADN general en
lugar de ensayos de qPCR especificos, tales como TagMan, (ii) la deteccion de la expresion de ARN rapida y
multiplexada vy (iii) otras aplicaciones de deteccion sensibles, tales como detecciéon de la contaminacion de acidos
nucleicos. Ademas, Cas13a podria detectar posiblemente transcritos dentro de entornos biolégicos y rastrear la
expresion especifica de alelo de transcritos o mutaciones asociadas a enfermedad en células vivas. SHERLOCK es
un método versatil y robusto para detectar ARN y ADN, adecuado para diagndsticos rapidos incluyendo aplicaciones
de enfermedades infecciosa y genotipado sensible. Una prueba en papel de SHERLOCK puede redisefarse y
sintetizarse en cuestion de dias por tan solo 0,61 USD/prueba (véase también “SHERLOCK es una plataforma de
CRISPR-Dx asequible y adaptable” anteriormente) con confianza, ya que casi totos los ARNcr sometidos a prueba
dieron como resultado una sensibilidad y una especificidad altas. Estas cualidades destacan el poder de CRISPR-Dx
y abren nuevas vias para la deteccion rapida, robusta y sensible de moléculas biolégicas.
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Tabla 8: Cebadores de RPA usados

Nombre Secuencia 12 figura

RPOBE3 - ADNmc/ARNmc 1 de RPAF (SEQ. ID. NO. Figura 27B
RPOG6E4 - ADNmc/ARNmMC 1 de RPAR (SEQ. ID. NO. Figura 27B
AMPL-25 Zika 8B long-rpa3-f (SEQ. ID. NO. Figura 31B
AMPL-26 Zika 8B long-rpa3-r (SEQ. ID. NO. Figura 31B
RP819 - region 8 de Zika F (SEQ. ID. NO. Figura 31C
RP821 - region 8 de Zika R (SEQ. ID. NO. Figura 31C
W3 bacterana de 517 F (SEQ. ID. NO. Figura 34B
W3 bacteriana de RP758 R (SEQ. ID. NO. Figura 34B
WRO074 A2 rs5082 F (SEQ. ID. NO. Figura 38B
WwRO074 E2 rs5082 R AA(SEQ. ID. NO. 27) |Figura 38B
WRO074 A4 rs1467558 F (SEQ. ID. NO Figura 38B
WRO074 E4 rs1467558 R (SEQ. ID. NO Figura 38B
WRO074 A5 rs2952768 F (SEQ. ID. NO Figura 38B
WRO074 E5 rs2952768 R (SEQ. ID. NO Figura 38B
WRO074 A9 rsd 363657 F (SEQ. ID. NO Figura 38B
WRO074 E9 rsd 363657 R (SEQ. ID. NO Figura 38B
WRO074 A11 rs601338 F (SEQ. ID. NO Figura 38B
WRO074 E11 rse01338 R (SEQ. ID. NO Figura 38B
ADNIc de RP824 BRAFVEOOE F (SEQ. ID. NO Figura 39A
ADNIc de RPT69 BRAFVGOOE R (SEQ. ID. NO Figura 39A
ADNIc de RP826 EGFRE858R F (SEQ. ID. NO Figura 35B
ADNIc de RP804 EGFR858R R (SEQ. ID. NO Figura 35B
AMPL-31 T1-nasba1-f (SEQ. ID. NO Figura 11

AMPL-32 T1-nasbal-r (SEQ. ID. NO Figura 11

AMPL-33 T1-nasba2-f (SEQ. ID. NO Figura 11

AMPL-34 T1-nasbaz2-r (SEQ. ID. NO Figura 11

AMPL-35 T1-nasba3-f (SEQ. ID. NO Figura 11

AMPL-36 T1-nasba3-r (SEQ. ID. NO Figura 11

WRO075 A1 KPCF (SEQ. ID. NO Figura 35A
WRO075 B1KPCR (SEQ. ID. NO Figura 35A
WRO07S A3 NDM F (SEQ. ID. NO Figura 35A
WRO075 B3 NDMR (SEQ. ID. NO Figura 35A
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Nombre Secuencia de ARNcr|Secuencia espaciadora |12 figura PFS
completa

ARNCcr de diana 1 (SEQ. ID.NO.50) |(SEQ. ID.NO. 51} Figura2F |C
ARNCcr que selecciona como diana Zika u
1 (SEQ. ID.NO.52) |(SEQ. ID. NO. 53} Figura 314
ARNCcr que selecciona como diana Zika G
2 (SEQ. ID. NO. 54) (SEQ. ID. NO. 55) Figura 33D
ARNCcr de deteccion de E. coli (SEQ. ID. NO.56) |(SEQ. ID. NO. 57} Figura 228 |U
ARNcr de deteccion de K. pneumoniae |(SEQ. ID. NO. 58) (SEQ. ID. NO. 59) Figura 348 |U
ARNCcr de deteccion de P. aeruginosa |(SEQ. ID. NO.60) [(SEQ. ID. NO. 61) Figura 34B |U
ARNcr de deteccion de M. tubercuiosis |(SEQ. ID. NO. 62) (SEQ. ID. NO. 83) Figura 348 |U
ARNCcr de deteccion de 5. aureus (SEQ. ID.NO.64) |(SEQ. ID. NO. 65} Figura 34B |G
ARNCcr de KPC (SEQ. ID. NO. 6B) (SEQ. ID. NO. B7) Figura 35A |U
ARNCcr de NDM (SEQ. ID. NO. 68) (SEQ. ID. NO. 89) Figura 35A |C
ARNcr de apareamiento ermoneo 1 (SEQ. ID. NO. 70) (SEQ. ID. NO. 71) Figura 36A |C
ARNcr de apareamiento ermoneo 2 (SEQ. ID. NO. 72) (SEQ. ID. NO.73) Figura 36A |C
ARNcr de apareamiento erroneo 3 (SEQ. ID. NO. 74) (SEQ. ID. NO. 75) Figura 36A |C
ARNcr de apareamiento ermoneo 4 (SEQ. ID. NO. 7B) (SEQ. ID.NO.TT) Figura 36A |C
ARNCcr de apareamiento errdneo 5 (SEQ.ID.NO.78) |(SEQ.ID.NO. 79} Figura 36A |C
ARNcr de apareamiento erroneo 6 (SEQ. ID. NO. 80) (SEQ. ID. NO. 81) Figura 36A |C
ARNCcr de apareamiento erréneo 7 (SEQ. ID.NO.82) |(SEQ.ID.NO. 83} Figura 36A |C
ARNcr de apareamiento ermoneo 8 (SEQ. ID. NO. 84) (SEQ. ID. NO. 85) Figura 36A |C
ARNcr de apareamiento ermoneo 9 (SEQ. ID. NO. 8B) (SEQ. ID. NO. 87) Figura 36A |C
ARNcr de apareamiento ermoneo 10 (SEQ. ID. NO. 88) (SEQ. ID. NO. 89) Figura 36A |C
ARNcr africano 1 (SEQ. ID. NO. 30) (SEQ. ID. NO_91) Figura 38A |C
ARNCcr africano 2 (SEQ.ID.NO.92) |(SEQ. ID. NO. 93} Figura 384 |C
ARNcr americano 1 (SEQ. ID. NO. 94) (SEQ. ID. NO. 95) Figura 38A |U
ARNcr americano 2 (SEQ. ID. NO. 96) (SEQ. ID. NO_97) Figura 38A |U
ARNcr de la cepa 3 del dengue 1 (SEQ. ID. NO. 98) (SEQ. ID. NO. 99) Figura 38C |A
ARNcr de la cepa 3 del dengue 2 (SEQ. ID. NO_100) |{SEQ.ID.NO. 101} Figura 38C |A
ARNcr de la cepa 1 del dengue 1 (SEQ. ID. NO. 102) |(SEQ. ID. NO. 103) Figura 38C |A
ARNCcr de la cepa 1 del dengue 2 (SEQ. ID. NO. 104) |{SEQ. ID. NO. 105) Figura 38C |A
ARNCcr africano mas corto 1 (SEQ. ID. NO. 106) |(SEQ. ID. NO. 107) Figura 36C |C
ARNCcr africano mas corto 2 (SEQ. ID. NO. 108) |{SEQ. ID. NO. 109) Figura 36C |C
ARNcr americano mas corto 1 (SEQ. ID. NO. 110) |(SEQ. ID.NOQ. 111) Figura 36C |U
ARNcr americano mas corto 2 (SEQ. ID. NO. 112) |{SEQ. ID. NO. 113) Figura 36C |U
ARNcr de rs1467558 C (SEQ. ID. NO_ 114) |{SEQ. ID. NO. 115) Figura 38B |C
ARNcr de rs1467558 T (SEQ. ID. NO. 116) |(SEQ. ID. NO. 117) Figura 38B |C
ARNCcr de rs2952768 C (SEQ. ID. NO_ 118) |{SEQ. ID. NO. 119) Figura 38B |A
ARNcr de rs2852768 T (SEQ. ID. NO. 120) |(SEQ. ID. NO. 121) Figura 38B |A
ARNcr de rs4363657 C (SEQ. ID. NO_122) |{SEQ. ID. NO. 123) Figura 38B |A
ARNcr de rs4363657 T (SEQ. ID. NO. 124) |(SEQ. ID. NO. 125) Figura 386 |A
ARNcr de rs601338 A (SEQ. ID. NO. 126) |{SEQ. ID. NO. 127} Figura 38B |G
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ARNcr de rs601338 G (SEQ. ID. NO. 128) |(SEQ. ID. NO. 129) Figura 38B |G
ARNcr de rs5082 G (SEQ. ID. NO. 130) |[(SEQ. ID. NO. 131) Figura 40A A
ARNcr de rs5082 A (SEQ. ID. NO. 132) A
ARNCcr silvestre de EGFR L858R (SEQ. ID. NO. 134) |(SEQ. ID. NO. 135) Figura 38C |C
ARMNcr mutante de EGFR L858R (SEQ. ID. NO. 136) |(SEQ. ID. NO. 137) Figura 38C |C
ARNCcr silvestre de BRAF VE60D0E (SEQ. ID. NO. 138) |(SEQ. ID. NO. 139) Figura 38C A
ARNcr mutante de BRAF VB00E (SEQ. ID. NO. 140) |(SEQ. ID. NO. 141) Figura 38C |A
ARNcr de apareamiento errdneo de|(SEQ. ID. NO.303) |[(SEQ ID. NO.304) Figura 57D |C
23nt1

ARNcr de apareamiento erroneo de|(SEQ. ID. NO.305) |[(SEQ. ID. NO. 306) Figura 57D |C
23nt2

ARNcr de apareamiento errdneo de|(SEQ. ID. NO.307) |(SEQ ID. NO.308) Figura 57D |C
23nt4

ARNcr de apareamiento errdneo de|(SEQ. ID. NO.234) |[(SEQ. ID. NO. 235) Figura 57D |C
23nt5

ARNcr de apareamiento ermoneo de|(SEQ. ID. NO. 236) |(SEQ. ID. NO. 237) Figura 57D |C
23nt6

ARNcr de apareamiento errdneo de|(SEQ. ID. NO.238) |[(SEQ ID. NO.239) Figura 57D |C
23nt7

ARNcr de apareamienic eroneo de|(SEQ.ID. NO. 240) |[(SEQ. ID. NO. 241) Figura 57F |C
20nt 1

ARNcr de apareamiento errdneo de|(SEQ. ID. NO.242) |[(SEQ ID. NO.243) Figura 57F |C
20nt2

ARNcr de apareamiento erroneo de|(SEQ.ID. NO.244) |[(SEQ. ID. NO. 245) Figura 57F |C
20 nt4

ARNcr de apareamiento erdneo de|(SEQ. ID. NO.246) |[(SEQ. ID. NO. 247) Figura 57F |C
20ntS

ARNcr de apareamiento errdneo de|(SEQ. ID. NO. 248) |[(SEQ. ID. NO. 249) Figura 57F |C
20nt 6

ARNcr de apareamientc eroneo de|(SEQ.ID. NO. 250) |[(SEQ. ID. NO. 251) Figura 57F |C
20nt7

ARNcr de apareamiento errdnec 1 de|(SEQ. ID. NO.252) |[(SEQ ID. NO. 253) Figura 588 |C
diana con apareamiento erréneo 4

ARNcr de apareamiento emoneo 2 de |(SEQ. ID. NO. 254) |(SEQ. ID. NO. 255) Figura 58B |C
diana con apareamiento erroneo 4

ARNcr de apareamiento errdnec 3 de|(SEQ. ID. NO.256) |(SEQ. ID. NO. 257) Figura 588 |C
diana con apareamiento emoneo 4

ARNcr de apareamiento errdnec & de|(SEQ. ID. NO. 258) |(SEQ. ID. NO. 259) Figura 588 |C
diana con apareamiento erréneo 4

ARNcr de apareamiento emoneo 6 de|SEQ. ID. NO. 260) |(SEQ. ID. NO. 261) Figura 586 |C
diana con apareamiento emoneo 4

ARNcr de apareamiento errdnec 7 de|(SEQ. ID. NO.262) |[(SEQ ID. NO. 263) Figura 588 |C
diana con apareamiento eméneo 4

ARNcr de apareamiento emoneo 2 de |(SEQ. ID. NO. 264) |(SEQ. ID. NO. 265) Figura 58B |C
diana con apareamiento erroneo 5

ARNcr de apareamiento errdnec 3 de|(SEQ. ID. NO.266) |(SEQ. ID. NO. 267) Figura 588 |C
diana con apareamiento emoneo 5

ARNcr de apareamiento ermonec 4 de|(SEQ. ID. NO. 268) |(SEQ. ID. NO. 269) Figura 588 |C

diana con apareamiento eméneo 5
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ARNcr de apareamiento errdnec 6 de|(SEQ.ID. NO. 270) |(SEQ. ID. NO. 271) Figura 58B
diana con apareamiento ermmoneo 5
ARNcr de apareamiento erronec 7 de|(SEQ. ID. NO. 272) [(SEQ. ID. NO. 273) Figura 58B
diana con apareamiento ermoneo 5
ARNcr de apareamiento erronec 8 de|(SEQ. ID. NO. 274) [(SEQ. ID. NO. 275) Figura 58B
diana con apareamiento erroneo 5
ARNcr de apareamiento erronec 3 de|(SEQ.ID. NO.276) |(SEQ. ID. NO. 277) Figura 58B
diana con apareamiento ermmoneo 6
ARNcr de apareamiento erronec 4 de|(SEQ.ID. NO.278) |(SEQ. ID. NO. 279) Figura 58B
diana con apareamiento ermoneo 6
ARNcr de apareamiento erronec 5 de|(SEQ. ID. NO. 280) [(SEQ. ID. NO. 281) Figura 58B
diana con apareamiento ermoneo 6
ARNcr de apareamiento errdnec 7 de|(SEQ. ID. NO. 282) |(SEQ. ID. NO. 283) Figura 58B
diana con apareamiento erroneo 6
ARNcr de apareamiento erronec 8 de|(SEQ.ID. NO.284) |(SEQ. ID. NO. 285) Figura 58B
diana con apareamiento ermdneo 6
ARNcr de apareamiento erronec 9 de|(SEQ. ID. NO. 286) |[(SEQ. ID. NO. 287) Figura 58B
diana con apareamiento ermmoneo 6
Tabla 10: Dianas de ARN y ADN usadas en este ejemplo

Nombre Secuencia 12 figura

ARNmc 1 (C PFS) (SEQ. ID. NO. 288 [Figura 2F

ARNmc 1 (G PFS) (SEQ. ID. NO. 289) [Figura 2F

ARNmMC 1 (A PFS) (SEQ. ID. NO. 290) [Figura 2F

ARNmc 1 (U PFS) {SEQ. ID. NO. 291) [Figura 2F

ADNmc 1 (SEQ. ID. NO. 292) [Figura 27

ADN 2 {(SEQ. ID. NO. 293) [Figura 54B

ZIKV en lentivirus (SEQ. ID. NO. 294) |Figura 31B

DENV en lentivirus (SEQ. ID. NO. 295) [Figura 31B

Diana de ZIKV sintética (SEQ. ID. NO. 296) |Figura 33D

Diana de ZIKV africana sintética (SEQ. ID. NO. 297) [Figura 37A

Diana de ZIKV americana sintética (SEQ. ID. NO. 298) |Figura 37A

Diana de cepa 1 del dengue sintética |(SEQ. ID. NO. 299) |Figura 37C

Diana de cepa 3 del dengue sintética |(SEQ. ID. NO. 300) |Figura 37C

ARNmc 2 (SEQ. ID. NO. 301) [Figura 36A

ARNmC 3 (SEQ. ID. NO. 302) [Figura 36A

Tabla 11: Plasmidos usados en este ejemplo

Mombre de plasmido

Descripcion

Enlace a mapa de plasmidos

pCO04

Diana de examen de beta-
lactamasa

https:#benchling.com/s/APJ1cCwR

pPACYC184 con espaciador de
no direccionamiento

pCO09 Locus de LshCasi3a en|htips//benchling.com/s/seqylkMuglYmiG4A3VhShZg
pPACYC184 con espaciador de
direccionamiento

pCcO10 Locus de LshCasi3a en|htipsi/benchling.com/s/seq-

2WApPFra3zni1GOACYQYS8a
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pC0o11 Locus de LwCas13a  en|https//benchling com/s/seq-
pPACYC184 con espaciador de | Vyk8gk2fyhzegNgLJHM
direccionamiento

pco12 Locus de LwCasl3a en|hitpsiibenchling.com/s/seq-
PACYC184 con espaciador de | RxZAgPBzBUGOThkxR2KxX
no direccionamiento

pCco13 Twinstrep-SUMO-huLwCas13a | hitps:/benchling. com/s/seq-
para expresién bacteriana 66CTLwuU7sLMQMbcXe7lh

EJEMPLO 3 - CARACTERIZACION DE ORTOLOGOS DE Cas13b CON PREFERENCIAS DE BASES
ORTOGONALES

El solicitante caracterizé bioquimicamente catorce ortélogos de la familia CRISPR-Cas13b de tipo VI recientemente
definida de enzimas que selecciona como diana ARN guiadas por ARN para hallar nuevos candidatos para mejorar
la tecnologia de detecciéon SHERLOCK (figuras 83A y 85). El solicitante pudo expresar de manera heteréloga
catorce ortélogos de Cas13b en E. coliy purificar las proteinas para un ensayo de actividad ARNasa in vitro (figura
86). Debido a que ortdlogos de Cas13 diferentes pueden tener preferencias de bases variables para una actividad
de escision optima, el solicitante generd sensores homopoliméricos de ARNasa fluorescentes que consistian en 5 o
bien A, G, C o bien U para evaluar las preferencias de escision ortogonal. El solicitante incubé cada ortélogo con su
ARNcr relacionado que selecciona como diana un ARNmc 1 de 173 nt sintético y midi6 la actividad de escision
colateral usando los sensores homopoliméricos fluorescentes (figuras 83B y 87).

EJEMPLO 4 - EXAMEN DE DESCUBRIMIENTO DE MOTIVOS CON BIBLIOTECA

Para explorar adicionalmente la diversidad de preferencias de escision de los diversos ortélogos de Cas13a y
Cas13b, el solicitante desarrollé un enfoque basado en biblioteca para caracterizar los motivos preferidos para la
actividad endonucleasa en respuesta a la actividad colateral. El solicitante usé un indicador de ARN de 6 meros
degenerado flanqueado por asideros de ADN constantes, lo que permitio la amplificacién y la lectura de secuencias
no escindidas (figura 83C). La incubaciéon de esta biblioteca con enzimas Cas13 activadas colaterales dio como
resultado una escision detectable y dependia de la adicion de ARN diana (figura 88). La secuenciacién de motivos
empobrecidos reveld un aumento en el sesgo de la biblioteca a lo largo del tiempo de digestion (figura 89A),
indicativo de la preferencia de bases, y la seleccidon de secuencias por encima de una razén de umbral produjo
secuencias enriquecidas en nimero que se correspondian con la escision de las enzimas (figura 89B). Los logotipos
de secuencia de motivos enriquecidos reprodujeron la preferencia por U observada para LwaCas13ay CcaCas13by
la preferencia por A de PsmCas13b (figura 89C). El solicitante también determind multiples secuencias que
mostraron escisién para un unico ortélogo, pero no para otros, para permitir una lectura independiente (figura 89D).

Para entender los submotivos especificos de la preferencia de enzimas, el solicitante analizé los motivos
empobrecidos para determinar las preferencias por una sola base (figura 90A), lo que coincidia con los motivos
homopoliméricos sometidos a prueba asi como con los motivos de dos bases (figuras 83C y 90B). Estos motivos de
dos bases revelan una preferencia mas compleja, especialmente para LwaCas13a y PsmCas13b, que prefiere
secuencias de dibases TA, GA y AT. Motivos con 6rdenes mayores también revelaron preferencias adicionales
(figuras 91y 92).

El solicitante confirmo las preferencias colaterales de LwaCas13a, PsmCas13b y CcaCas13b con la digestion in vitro
de las dianas (figura 93). Con el fin de mejorar la digestion débil de PsmCas13b, el solicitante optimizé la
composicion del tampodn y la concentracion de enzima (figura 94A, B). Otros dicationes sometidos a prueba en
ortélogos de PsmCas13b y Cas13b no tenian grandes efectos (figura 95A-F). El solicitante también comparé
PsmCas13b con un miembro de la familia Cas13 con preferencia por A previamente caracterizado para dos dianas
de ARN, y hallé una sensibilidad comparable o mejorada (figura 96A, B). A partir de estos resultados, el solicitante
comparo la cinética de LwaCas13a y PsmCas13b, en reacciones separadas con indicadores independientes, y hallé
bajos niveles de interferencia entre los dos canales (figura 83D).

EJEMPLO 5 - DETECCION DE UNA SOLA MOLECULA CON LwaCas13a, PsmCas13b Y CcaCas13b

Una caracteristica clave de la tecnologia SHERLOCK es que permite la deteccion de una sola molécula (2 aM o
1 molécula/ul) mediante la actividad ARNasa colateral de LwaCas13a. Para caracterizar la sensibilidad de las
enzimas Cas13b, el solicitante realizé SHERLOCK con PsmCas13b y CcaCas13b, otra enzima Cas13b altamente
activa con preferencia por uridina (figura 83E). El solicitante hall6 que LwaCas13a, PsmCas13b y CcaCas13b
podian lograr una deteccién de 2 aM de dos dianas de ARN diferentes, ARNmc 1 y un ARNmc de Zika sintético
(figuras 83E; 97 y 98). Para investigar la robustez de direccionamiento con estas tres enzimas, el solicitante disefid
once ARNcr diferentes uniformemente espaciados a lo largo de ARNmc 1 y hallé que LwaCas13a logro la deteccion
de sefiales de manera mas consistente, mientras que CcaCas13b y Psmcas13b mostraron ambas mucha mas
variabilidad en la deteccién de ARNcr a ARNcr (figura 99). Para identificar el ARNcr 6ptimo para la deteccion, el
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solicitante varié la longitud de espaciador de PsmCas13b y CcaCas13b desde 34 hasta 12nt y hall6 que
PsmCas13b tenia una sensibilidad maxima a una longitud de espaciador de 30 mientras que CcaCas13b tenia una
sensibilidad equivalente a longitudes de espaciador superiores a 28 nt (figura 100). El solicitante también sometié a
prueba si el limite de deteccion podia aumentarse por encima de 2 aM, permitiendo entradas de volumen de muestra
mas grandes en SHERLOCK. Al aumentar de escala la etapa de preamplificacion RPA, el solicitante hallé que tanto
LwaCas13a como PsmCas13b podian proporcionar sefiales de detecciodn significativas para muestras de entrada de
200, 20 y 2 zM y permitir entradas de volumen de 250 pl y 540 pl.

EJEMPLO 6 - SHERLOCK CUANTITATIVO CON RPA

Dado que SHERLOCK se basa en una amplificacion exponencial, la cuantificacion precisa de acidos nucleicos
puede ser dificil. El solicitante planteo la hipotesis de que reducir la eficiencia de la etapa de RPA podria mejorar la
correlacion entre la cantidad de entrada y la sefal de la reaccion de SHERLOCK. El solicitante observo que la
cinética de la deteccion por SHERLOCK era muy sensible a la concentracién de cebador a lo largo de un intervalo
de concentraciones de muestra (figura 101A-D). El solicitante diluyd las concentraciones de cebador, lo que
aumento tanto la sefial como la precision cuantitativa (figuras 83G y 101E). Esta observacion puede deberse a una
disminucién en la formacion de dimeros de cebadores, permitiendo una amplificacion mas eficaz al tiempo que
impide la saturacién. Concentraciones de cebador de 120 nM presentaron la correlacion mas alta entre sefal y
entrada (figura 101F). Esta precisién era sostenible a lo largo de un gran intervalo de concentraciones hasta el
intervalo attomolar (figuras 83H y 101G).

EJEMPLO 7 - MULTIPLEXADO DE DOS COLORES CON ORTOLOGOS DE Cas13 ORTOGONALES

Una caracteristica ventajosa del diagndstico de acidos nucleicos es la capacidad para detectar simultdneamente
multiples entradas de muestra, lo que permite paneles de deteccion multiplexados o controles en la muestra. Las
preferencias de bases ortogonales de las enzimas Cas13 ofrecen la oportunidad de tener SHERLOCK multiplexado.
El solicitante puede someter a ensayo la actividad colateral de diferentes enzimas Cas13 en la misma reaccioén a
través de sensores homopoliméricos fluorescentes de diferentes identidades de base y colores fluoréforos,
permitiendo la medicion simultdnea de multiples dianas (figura 84A). Para demostrar este concepto, el solicitante
disefid un ARNcr de LwaCas13a contra el ARNmc del virus de Zika y un ARNcr de PsmCas13b contra el ARNmc del
virus del dengue. El solicitante hallé que este ensayo con ambos conjuntos de complejos Cas13-ARNcr en la misma
reaccion podia identificar si el ARN de Zika o dengue, o0 ambos, estaban presentes en la reaccion (figura 84B). El
solicitante también hallo que, debido a las preferencias ortogonales entre CcaCas13b y PsmCas13b, estas dos
enzimas también podian aprovecharse para la deteccion multiplexada de dianas de Zika y dengue (figura 102). El
solicitante pudo extender con éxito este concepto a toda la reaccion de SHERLOCK, que contiene tanto cebadores
de RPA multiplexados como complejos Cas13-ARNcr. El solicitante disefi6 un ARNcr de LwaCas13a contra
P. aeruginosa y un ARNcr de PsmCas13b contra S. aureus y pudieron detectar dianas de ADN hasta por debajo del
intervalo attomolar (figura 84C). De manera similar, usando tanto PsmCas13b como LwaCas13a, el solicitante pudo
lograr una detecciéon multiplexada attomolar de ARN de Zika y dengue usando SHERLOCK (figura 103).

El solicitante ha demostrado que LwaCas13a permitié la deteccién de variantes de un solo nucleétido y que esto
podia aplicarse para el genotipado rapido a partir de saliva humana, pero la deteccion requeria dos reacciones
independientes: una para cada ARNcr de deteccion de alelos. Para permitir un genotipado por SHERLOCK de
reaccion unica, el solicitante disefid un ARNcr de LwaCas13a contra el alelo G y un ARNcr de PsmCas13b contra el
alelo A del SNP rs601338, una variante en el gen alfa(1,2)-fucosiltransferasa FUT2 que se asocia con la resistencia
a norovirus. Usando este enfoque multiplexado de muestra unica, el solicitante pudo genotipar con éxito cuatro
sujetos humanos diferentes usando su saliva e identificar con precision si eran homocigoéticos o heterocigoticos.

Para demostrar adicionalmente la versatilidad de la familia de enzimas Cas13, el solicitante simulé un enfoque
terapéutico que implica a Cas13 tanto como diagnéstico acompanante como terapia en si. El solicitante desarrolld
recientemente PspCas13b para la edicién de transcritos con ARN programable, que puede usarse para la correccion
de mutaciones en enfermedades genéticas, usando un sistema denominado edicion con ARN para el reemplazo de
A por | programable (REPAIR). Debido a que los diagndsticos pueden ser muy utiles cuando se combinan con
terapias para guiar las decisiones de tratamiento o monitorizar el resultado de un tratamiento, el solicitante pensoé
que SHERLOCK podria usarse para el genotipado para guiar el tratamiento con REPAIR y también como lectura en
el ARN editado para rastrear la eficiencia de edicién de la terapia (figura 84E). El solicitante eligié para demostrar
este concepto tratandstico corregir una mutacion APC (APC:c.1262G>A) en poliposis adenomatosa familiar 1, un
trastorno hereditario que implica cancer en el intestino grueso y en el recto. El solicitante diseid ADNc sanos y
mutantes del gen APC y los transfecté en células HEK293FT. El solicitante pudo recoger el ADN de estas células y
genotipar con éxito las muestras correctas usando SHERLOCK multiplexado de muestra unica con LwaCas13a y
PsmCas13b (figura 84F). Simultaneamente, el solicitante disefid y clond ARN guias para el sistema de REPAIR y
transfectd células que tenian el genotipo de enfermedad con el ARN guia y el sistema de REPAIR dPspCas13b-
ADAR244(E488Q). Después de 48 horas, el solicitante recogioé el ARN, que el solicitante dividié para la entrada en
SHERLOCK para detectar el resultado de edicion y para el analisis por secuenciacion de segunda generacion (NGS)
para confirmar la tasa de ediciéon. La secuenciacién reveld que el solicitante logré una edicion del 43% con el
sistema de REPAIR (figura 84G) y pudo detectarla con SHERLOCK ya que el ARNcr de deteccién sana mostré una
mayor sefial que la condicién de control guia de no direccionamiento y el ARNcr de deteccion de enfermedad mostrd
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una disminucion en la sefal (figuras 84H y 104). En conjunto, el disefio y la sintesis de reactivos para este ensayo
duraron 3 dias, el genotipado durd 1 dia y la correccion con REPAIR y la deteccion de la tasa de edicion duraron
3 dias, produciendo una canalizacién tratandstica total que dura sélo 7 dias.

El solicitante ha demostrado la deteccion altamente sensible y especifica de acidos nucleicos usando el ortélogo
CRISPR-Cas13a que selecciona como diana ARN guiado por ARN de tipo VI de Leptotrichia wadei. El solicitante ha
demostrado ademas que la familia de enzimas Cas13b son bioquimicamente activas y tienen propiedades unicas
que las hacen susceptibles de la deteccién multiplexada de acidos nucleicos mediante SHERLOCK. Mediante la
caracterizacion de las preferencias de bases ortogonales de las enzimas Cas13b, el solicitante hallé secuencias
especificas de sensores de ARN fluorescentes que son reconocidos por PsmCas13b que LwaCas13a no reconoce.
El solicitante puedo aprovecharse de estas preferencias de bases para posibilitar la deteccién multiplexada en la
muestra de dos dianas diferentes y mostrar la utilidad de esta caracteristica para distinguir cepas virales y genotipar
a los individuos. Ademas, a través de la modificacion por ingenieria de la etapa de preamplificacion, SHERLOCK
puede hacerse cuantitativo, lo que permite la aproximacion de la cuantificacion o concentracion de acido nucleico de
entrada. El solicitante ha demostrado ademas que PsmCas13b ortogonal es capaz de la deteccién de una sola
molécula y que, a través del aumento de escala del volumen, el solicitante puede realizar la deteccion de muestras
de hasta ~0,5 ml y a concentraciones por debajo de 2 zM.

La deteccion multiplexada con SHERLOCK es posible mediante la realizacion espacial de multiples reacciones, pero
el multiplexado en la muestra a través de preferencias de bases ortogonales permite la deteccion de muchas dianas
a escala y un menor coste. Aunque el solicitante ha demostrado en este caso un multiplexado de dos entradas, los
examenes de motivos de escision permiten el disefio de sensores de escision ortogonal adicionales (figura 90).
LwaCas13a y CcaCas13b, que escinden ambas el mismo homopolimero de uridina y, por tanto, no son ortogonales
tal como se mide mediante sensores homopoliméricos (figura 83B), mostraron preferencias de escision muy unicas
mediante los examenes de motivos (figura 90). Mediante el examen de ortdlogos de Cas13a, Cas13b y Cas13c
adicionales, es probable que muchos ortdlogos revelen preferencias de motivos de 6 meros uUnicas, lo que en teoria
podria permitir SHERLOCK altamente multiplexado limitado solo por el numero de sensores fluorescentes
espectralmente Unicos. SHERLOCK altamente multiplexado permite muchas aplicaciones tecnoldgicas,
especialmente las que implican deteccion de entrada compleja y computacion logica.

Estos refinamientos adicionales de la deteccion basada en Cas13 para lecturas visuales, mas sensibles y
multiplexadas permiten aumentar las aplicaciones para la deteccion de acidos nucleicos, especialmente en entornos
en los que son necesarios analisis portatiles y sin instrumentaciéon. El genotipado multiplexado rapido pueden
informar sobre decisiones farmacogenomicas, someter a prueba multiples rasgos de cultivo en el campo o evaluar
para determinar la presencia de patdégenos concurrentes. La lectura isotérmica rapida aumenta la accesibilidad de
esta deteccion para entornos en los que no estan disponibles lectores eléctricos o portatiles, incluso para especies
raras como el ADN circulante. Las pruebas de &cidos nucleicos basadas en CRISPR mejoradas facilitan el
entendimiento de la presencia de acidos nucleicos en la agricultura, la deteccion de patdgenos y las enfermedades
cronicas.
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REIVINDICACIONES
Un sistema de deteccion de acidos nucleicos que comprende:
reactivos para la amplificacion de un acido nucleico diana;

un sistema CRISPR de deteccion que comprende una proteina efectora y uno o mas ARN guia disefiados
para unirse a los correspondientes acidos nucleicos diana; y

un constructo de enmascaramiento basado en ARN,

en el que dicha proteina efectora es una proteina efectora CRISPR que selecciona como diana ARN de tipo
VI.

El sistema segun la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico diana es un ADN diana y el sistema
comprende ademas un cebador que se une al ADN diana y comprende un promotor de la ARN polimerasa.

El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el constructo de enmascaramiento
basado en ARN suprime la generacién de una sefal positiva detectable, opcionalmente

en el que el constructo de enmascaramiento basado en ARN suprime la generacion de una sefial positiva
detectable enmascarando la sefial positiva detectable, o generando en su lugar una sefal negativa
detectable;

en el que el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende un ARN de silenciamiento que
suprime la generacién de un producto génico codificado por un constructo indicador, en el que el producto
génico genera la sefal positiva detectable cuando se expresa;

en el que el constructo de enmascaramiento basado en ARN es una ribozima que genera la sefal
detectable negativa, y en el que la sefal detectable positiva se genera cuando la ribozima se desactiva,
opcionalmente en el que la ribozima convierte un sustrato en un primer color y en el que el sustrato se
convierte en un segundo color cuando la ribozima se desactiva;

en el que el agente de enmascaramiento basado en ARN es un aptamero de ARN y/o comprende un
inhibidor anclado a ARN, opcionalmente en el que el aptamero o inhibidor anclado a ARN secuestra una
enzima, en el que la enzima genera una sefial detectable tras su liberacion del aptamero o inhibidor anclado
a ARN actuando sobre un sustrato, o en el que el aptdmero es un aptamero inhibidor que inhibe una
enzima y evita que la enzima catalice la generacion de una sefial detectable a partir de un sustrato o en el
que el inhibidor anclado a ARN inhibe una enzima y evita que la enzima catalice la generacion de una sefial
detectable a partir de un sustrato, opcionalmente en el que la enzima es trombina, proteina C, elastasa de
neutrofilos, subtilisina, peroxidasa del rabano, beta-galactosidasa, o fosfatasa alcalina bovina,
opcionalmente en el que la enzima es trombina y el sustrato es para-nitroanilida unida covalentemente a un
sustrato peptidico para trombina, o 7-amino-4-metilcumarina unida covalentemente a un sustrato peptidico
para trombina, o en el que el aptamero secuestra un par de agentes que cuando se liberan de los
aptameros se combinan para generar una sefial detectable; opcionalmente en el que el constructo de
enmascaramiento basado en ARN comprende un oligonucledtido de ARN al que se unen un ligando
detectable y un componente de enmascaramiento, opcionalmente en el que el ligando detectable es un
fluoréforo y el componente de enmascaramiento es una molécula extintora;

en el que el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende una nanoparticula mantenida en
agregado por moléculas puente, en el que al menos una porcion de las moléculas puente comprende ARN,
y en el que la disolucidon se somete a un cambio de color cuando la nanoparticula se dispersa en disolucion,
opcionalmente en el que la nanoparticula es un metal coloidal, opcionalmente en el que el metal coloidal es
oro coloidal;

en el que el constructo de enmascaramiento basado en ARN que comprende un punto cuantico unido a una
0 mas moléculas extintoras mediante una molécula de union, en el que al menos una porcion de la
molécula de union comprende ARN;

en el que el constructo de enmascaramiento basado en ARN comprende ARN en complejo con un agente
intercalante, en el que el agente intercalante cambia la absorbancia tras la escision del ARN, opcionalmente
en el que el agente intercalante es pironina-Y o azul de metileno; o

en el que dicho constructo de enmascaramiento comprende un oligonucleétido de ARN disefiado para
unirse a una secuencia formadora de cuadruple G, en el que una estructura de cuadruple G se forma
mediante la secuencia formadora de cuadruple G tras la escision del constructo de enmascaramiento, y en
el que la estructura de cuadruple G genera una sefal positiva detectable.

El sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el uno o mas ARN guia disefiados para
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unirse a los correspondientes acidos nucleicos diana comprenden un apareamiento erroneo (sintético),
opcionalmente en el que dicho apareamiento erroneo esta en el sentido de 5’ o en el sentido de 3’ de un
SNP u otra variacién de un solo nucledtido en dicho acido nucleico diana, opcionalmente en el que el
apareamiento erréneo sintético en dicho ARN guia esta en la posicion 3, 4, 5 o 6 del espaciador,
preferiblemente en la posicion 3, en el que dicho apareamiento erréneo en dicho ARN guia esta en la
posicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 del espaciador, preferiblemente en la posicion 5, o en el que dicho
apareamiento erréneo es de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos en el sentido de 5 o en el sentido de 3’,
preferiblemente 2 nucledtidos, preferiblemente en el sentido de 3’ de dicho SNP u otra variacién de un unico
nucledtido en dicho ARN guia.

El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el uno o mas ARN guia se disefian
para detectar un polimorfismo de un solo nucleétido en un ARN o ADN diana, o una variante de corte y
empalme de un transcrito de ARN, en el que el uno o mas ARN guia se disefian para unirse a uno o mas
acidos nucleicos diana que son de diagnostico para un estado patolégico, o en el que dicho acido nucleico
diana es un gen o transcrito de resistencia o susceptibilidad a antibiéticos o farmacos, opcionalmente en el
que el estado patolégico es cancer, una enfermedad autoinmunitaria, una infeccion, o en el que dicho
estado patoldgico se caracteriza por la presencia o ausencia de un gen o transcrito o polipéptido de
resistencia o susceptibilidad a antibiéticos o farmacos, preferiblemente en un patégeno o una célula,
opcionalmente en el que la infeccidn esta provocada por un virus, una bacteria, un hongo, un protozoo o un
parasito, opcionalmente en el que la infeccion viral esta provocada por un virus de ADN, opcionalmente un
Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, Alloherpesviridae, Herpesviridae (incluyendo virus del herpes
humano y virus de la varicela zéster), Malocoherpesviridae, Lipothrixviridae, Rudiviridae, Adenoviridae,
Ampullaviridae, Ascoviridae, Asfarviridae (incluyendo virus de la fiebre porcina africana), Baculoviridae,
Cicaudaviridae, Clavaviridae, Corticoviridae, Fuselloviridae, Globuloviridae, Guttaviridae, Hytrosaviridae,
Iridoviridae, Maseilleviridae, Mimiviridae, Nudiviridae, Nimaviridae, Pandoraviridae, Papillomaviridae,
Phycodnaviridae, Plasmaviridae, polidnavirus, Polyomaviridae (incluyendo virus del simio 40, virus JC, virus
BK), Poxviridae (incluyendo viruela vacuna y viruela), Sphaerolipoviridae, Tectiviridae, Turriviridae,
Dinodnavirus, Salterprovirus, Rhizidovirus, o en el que la infeccion viral esta provocada por un virus de ARN
bicatenario, un virus de ARN de sentido positivo, un virus de ARN de sentido negativo, un retrovirus, o una
combinacion de los mismos, opcionalmente un virus Coronaviridae, un virus Picornaviridae, un virus
Caliciviridae, un virus Flaviviridae, un virus Togaviridae, un Bornaviridae, un Filoviridae, un
Paramyxoviridae, un Pneumoviridae, un Rhabdoviridae, un Arenaviridae, un Bunyaviridae, un
Orthomyxoviridae o un Deltavirus, opcionalmente coronavirus, SARS, virus de la poliomelitis, rhinovirus,
hepatitis A, virus de Norwalk, virus de la fiebre amarilla, virus del Nilo Occidental, virus de la hepatitis C,
virus de fiebre del dengue, virus de Zika, virus de la rubéola, virus del rio Ross, virus Sindbis, virus de
Chikungunya, virus de la enfermedad de Borna, virus del ébola, virus de Marburgo, virus del sarampion,
virus de las paperas, virus de Nipah, virus de Hendra, virus de enfermedad de Newcastle, virus sincicial
respiratorio humano, virus de la rabia, virus de Lassa, Hantavirus, virus de la fiebre hemorragica de Crimea-
Congo, gripe o virus de la hepatitis D, opcionalmente en el que la bacteria que provoca la infeccion
bacteriana es una especie de Acinetobacter, una especie de Actinobacillus, una especie de Actinomycetes,
una especie de Actinomyces, una especie de Aerococcus, una especie de Aeromonas, una especie de
Anaplasma, una especie de Alcaligenes, una especie de Bacillus, una especie de Bacteriodes, una especie
de Bartonella, una especie de Bifidobacterium, una especie de Bordetella, una especie de Borrelia, una
especie de Brucella, una especie de Burkholderia, una especie de Campylobacter, una especie de
Capnocytophaga, una especie de Chlamydia, una especie de Citrobacter, una especie de Coxiella, una
especie de Corynbacterium, una especie de Clostridium, una especie de Eikenella, una especie de
Enterobacter, una especie de Escherichia, una especie de Enterococcus, una especie de Ehlichia, una
especie de Epidermophyton, una especie de Erysipelothrix, una especie de Eubacterium, una especie de
Francisella, una especie de Fusobacterium, una especie de Gardnerella, una especie de Gemella, una
especie de Haemophilus, una especie de Helicobacter, una especie de Kingella, una especie de Klebsiella,
una especie de Lactobacillus, una especie de Lactococcus, una especie de Listeria, una especie de
Leptospira, una especie de Legionella, una especie de Leptospira, una especie de Leuconostoc, una
especie de Mannheimia, una especie de Microsporum, una especie de Micrococcus, una especie de
Moraxella, una especie de Morganell, una especie de Mobiluncus, una especie de Micrococcus, una
especie de Mycobacterium, una especie de Mycoplasma, una especie de Nocardia, una especie de
Neisseria, una especie de Pasteurella, una especie de Pediococcus, una especie de Peptostreptococcus,
una especie de Pityrosporum, una especie de Plesiomonas, una especie de Prevotella, una especie de
Porphyromonas, una especie de Proteus, una especie de Providencia, una especie de Pseudomonas, una
especie de Propionibacterium, una especie de Rhodococcus, una especie de Rickettsia, una especie de
Rhodococcus, una especie de Serratia, una especie de Stenotrophomonas, una especie de Salmonella,
una especie de Serratia, una especie de Shigella, una especie de Staphylococcus, una especie de
Streptococcus, una especie de Spirillum, una especie de Streptobacillus, una especie de Treponema, una
especie de Tropheryma, una especie de Trichophyton, una especie de Ureaplasma, una especie de
Veillonella, una especie de Vibrio, una especie de Yersinia, una especie de Xanthomonas, o combinacién
de las mismas, opcionalmente en el hongo es Aspergillus, Blastomyces, Candidiasis, Coccidiodomycosis,
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gatti, sp. Histoplasma sp. (tal como Histoplasma capsulatum),
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Pneumocystis sp. (tal como Pneumocystis jirovecii), Stachybotrys (tal como Stachybotrys chartarum),
Mucroymcosis, Sporothrix, tina de infecciones oculares fungicas, Exserohilum, Cladosporium, Geotrichum,
Saccharomyces, una especie de Hansenula, una especie de Candida, una especie de Kluyveromyces, una
especie de Debaryomyces, una especie de Pichia, una especie de Penicillium, una especie de
Cladosporium, una especie de Byssochlamys o una combinacién de las mismas, opcionalmente en el que el
protozoo es Euglenozoa, Heterolobosea, Diplomonadida, Amoebozoa, Blastocystic, Apicomplexa, o
combinacion de los mismos, opcionalmente en el que el parasito es Trypanosoma cruzi (enfermedad de
Chagas), T. brucei gambiense, T. brucei rhodesiense, Leishmania braziliensis, L. infantum, L. mexicana, L.
major, L. tropica, L. donovani, Naegleria fowleri, Giardia intestinalis (G. lamblia, G. duodenalis),
canthamoeba castellanii, Balamuthia madrillaris, Entamoeba histolytica, Blastocystic hominis, Babesia
microti, Cryptosporidium parvum, Ciclospora cayetanensis, Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P.
malariae, y Toxoplasma gondii, o combinacién de los mismos.

El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los reactivos para amplificar el
acido nucleico diana comprenden amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA),
amplificacién por recombinasa y polimerasa (RPA), amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP),
amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion dependiente de helicasa (HDA), reacciéon
de amplificacién por enzima de corte (NEAR), PCR, amplificacion de multiples desplazamientos (MDA),
amplificacion de circulo rodante (RCA), reaccion en cadena de la ligasa (LCR), o método de amplificaciéon
por ramificacion (RAM).

El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas un sistema CRISPR
de enriquecimiento, en el que el sistema CRISPR de enriquecimiento esta disefiado para unirse al acido
nucleico diana antes de la deteccion mediante el sistema CRISPR de deteccién, opcionalmente en el que el
sistema CRISPR de enriquecimiento comprende una proteina efectora CRISPR cataliticamente inactiva,
opcionalmente en el que la proteina efectora CRISPR de enriquecimiento comprende ademas un marcador,
en el que el marcador se usa para atraer el sistema efector CRISPR de enriquecimiento, o para unir el
sistema CRISPR de enriquecimiento a un sustrato sélido, opcionalmente en el que el sustrato sélido es una
celda de flujo.

Un dispositivo de diagndstico que comprende uno o mas volumenes discretos individuales, comprendiendo
cada volumen discreto individual un sistema CRISPR segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
opcionalmente en el que cada volumen discreto individual comprende ademas uno o mas aptameros de
deteccion que comprenden un sitio de unién a promotor de la ARN polimerasa enmascarado o un sitio de
unién de cebador enmascarado, en el que cada volumen discreto individual comprende ademas reactivos
de amplificaciéon de acidos nucleicos, en el que la molécula diana es un ADN diana y los volumenes
discretos individuales comprenden ademas un cebador que se une al ADN diana y comprende un promotor
de la ARN polimerasa, en el que los volumenes discretos individuales son gotas, en el que los volumenes
discretos individuales se definen sobre un sustrato sélido, opcionalmente en el que los volumenes discretos
individuales son micropocillos, y/o en el que los volumenes discretos individuales son puntos definidos
sobre un sustrato, opcionalmente en el que el sustrato es un sustrato de materiales flexibles, opcionalmente
en el que el sustrato de materiales flexibles es un sustrato de papel o un sustrato basado en polimeros
flexibles.

Un método para detectar acidos nucleicos diana en muestras que comprende:

poner en contacto una 0 mas muestras con el sistema de deteccién de acidos nucleicos segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7 o el dispositivo de diagnéstico segun la reivindicacion 8, y

detectar una sefal de la escision del constructo de enmascaramiento basado en ARN, detectando de ese
modo el uno o mas acido nucleicos diana en la muestra.

El método segun la reivindicacién 9, que comprende:

distribuir una muestra o conjunto de muestras en uno o mas volumenes discretos individuales,
comprendiendo los volumenes discretos individuales un sistema CRISPR segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7;

incubar la muestra o conjunto de muestras en condiciones suficientes para permitir la uniéon del uno o mas
ARN guia a una o mas moléculas diana;

activar la proteina efectora CRISPR mediante la union del uno o mas ARN guia a la una o mas moléculas
diana, en el que activar la proteina efectora CRISPR da como resultado la modificaciéon del constructo de
enmascaramiento basado en ARN de modo que se genera una sefial positiva detectable; y

detectar la sefial positiva detectable, en el que deteccion de la sefal positiva detectable indica la presencia
de una o mas moléculas diana en la muestra
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opcionalmente en el que amplificar ARN comprende amplificacion mediante NASBA o RPA.

El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, en el que la muestra es una muestra
biolégica o una muestra ambiental, opcionalmente en el que la muestra biolégica es sangre, plasma, suero,
orina, heces, esputo, moco, liquido linfatico, liquido sinovial, bilis, ascitis, efusion pleural, seroma, saliva,
liquido cefalorraquideo, humor acuoso o vitreo, o cualquier secrecion corporal, un trasudado, un exudado
(por ejemplo, liquido obtenido de cualquier absceso o cualquier otro sitio de infeccion o inflamacion), o
liquido obtenido de una articulacion (por ejemplo, una articulacién normal o una articulacion afectada por
una enfermedad, tal como artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis séptica), o una muestra de la
superficie de la piel o de la membrana mucosa, opcionalmente en el que la muestra ambiental se obtiene de
una muestra alimentaria, una superficie de papel, un material textil, una superficie de metal, una superficie
de madera, una superficie de plastico, una muestra de suelo, una muestra de agua dulce, una muestra de
aguas residuales, una muestra de agua salina, o una combinacion de los mismos.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, que comprende ademas comparar la sefial con
una sefal de patron (sintético).

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, que comprende aplicar dicha muestra puesta en
contacto a un ensayo inmunocromatografico de flujo lateral.

El método segun la reivindicacion 13, en el que dicho sistema de deteccion de acidos nucleicos comprende
un constructo de enmascaramiento basado en ARN que comprende unas moléculas primera y segunda, y
en el que dicho ensayo inmunocromatografico de flujo lateral comprende detectar dichas moléculas primera
y segunda, preferiblemente en sitios de deteccion discretos sobre una tira de flujo lateral, opcionalmente en
el que dicha primera molécula y dicha segunda molécula se detectan mediante la unién a un anticuerpo que
reconoce dicha primera o segunda molécula y detectar dicha molécula unida, preferiblemente con
anticuerpos en sandwich, opcionalmente en el que dicha tira de flujo lateral comprende un primer
anticuerpo en el sentido de 5’ dirigido contra dicha primera molécula, y un segundo anticuerpo en el sentido
de 3’ dirigido contra dicha segunda molécula, y en el que dicho primer anticuerpo se une al constructo de
enmascaramiento basado en ARN no escindido si el acido nucleico diana no esta presente en dicha
muestra, y en el que tanto dicho primer anticuerpo como dicho segundo anticuerpo se unen al constructo de
enmascaramiento basado en ARN escindido si el acido nucleico diana esta presente en dicha muestra.
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Efecto colateral y NASBA pueden discriminar rapidamente
muestras de baja concentracion
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Deteccion de moléculas individuales de ADN usando RPA

Nota: esto es un RPA de 20 miny C2c2 de 15 min (muy rapido)
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Deteccion a 2 aM es posible se diluye la diana en una mezcla compleja
(que es una molécula individual en 1 ul) para simular la muestra real
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La mezcla de polimerasa T7 en una reaccion
sigue funcionando para la deteccion de ADN
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La mezcla de polimerasa T7 en una reaccion
sigue funcionando para la deteccion de ARN
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Incubaciones rapidas de RPA-ARN en el tiempo siguen funcionando

Curso temporal a 20 aM

Curso temporal a 2 aM
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El aumento de la cantidad de polimerasa T7
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Valoracion por RPA de RPA-ADN
RPA 1,5x a lo largo de tiempo corto
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Prueba sobre papel de C2c2

Prueba sobre papel de C2c2 (sin FD) Prueba sobre papel de C2c2 con FD
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Esto es una sefal de C2c2 sobre papel para una diana de 20 pM.
Conviene observar que, en realidad, el secado por congelacion anterior
refuerza la senal (el grafico de la derecha)

FIG. 28
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Prueba sobre fibra de vidrio de C2c2
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tiempo hasta la mitad del maximo fondo sustraido (120 min)
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